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OZET

Picoa juniperi, Picoa lefebvrei TURLERININ SEKONDER
METABOLITLERININ SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU ve
BiYOLOJIK AKTiVITELERININ INCELENMESI

Cigdem KUS

Doktora Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. Mehmet Emin DURU
Ocak 2020, 267 sayfa

Bu tez ¢aligmasinda, Anadolu’da dogal olarak yayilis gosteren, ticari potansiyeli olan,
Picoa juniperi ve Picoa lefebvrei tiirlerinin biyolojik aktiviteleri, kimyasal bilesenleri
ve bu aktiviteye sahip olan bilesenler arastirildi. Calismada Elazig-Malatya civarindan
toplanan Picoa juniperi Vittad ve Denizli’den toplanan Picoa lefebvrei (Pat.) Maire
tiirleri uygun kosullarla kurutulduktan sonra, sirasiyla n-hekzan, kloroform, aseton ve
metanol ile oda kosullarinda ekstrakte edildi. Metanol ekstresinden geriye kalan
triiflerin 80°C’deki su ile ekstraksiyonu yapild1 ve farkli polaritelerde 5 farkli ekstre
elde edildi. Tlgili tiirlerin biyolojik aktivitelerini belirlemek igin her bir tiirden elde
edilen ekstrelerin antioksidan aktivitesi, enzim inhibisyon aktivitesi (antikolinesteraz
ve lireaz) ve in vitro kosullarda Akciger Kanseri (H1299), Meme Kanseri (MCF-7),
Prostat Kanseri (PC-3) hiicre hatlar1 ve Fare Fibroblast hiicrelerine (L929) karsi
toksisiteleri test edildi. Ektrelerin antioksidan aktivite testleri, f-karoten renk agilimi
yontemi, DPPH serbest radikali giderim aktivitesi, ABTS katyon radikali giderimi
aktivitesi, CUPRAC yontemi ve metal selatlama kapasitesi olmak tizere 5 farklh
metotla arastirildi. Antikolinesteraz enzim aktivitesi ise asetilkolinesteraz (AChE) ve
biitirilkolinesteraz  (BChE) enzim inhibisyon aktiviteleri yontemi kullanilarak
belirlendi. P. juniperi ve P. lefebvrei nin metanol ekstresinin 800 pg/mL’de DPPH
serbest radikal giderim aktivitesi inhibisyonu sirasiyla %58,27+0,19; %57,54+0,01
iken, ABTS katyon radikali giderimi %91,56+0,10; %91,47+0,02 olarak hesaplandi.
Her iki triif tiirliniin, metanol ve su ekstreleri lireaz enzim inhibisyon aktiviteleri
standart olarak kullanilan tiyoiireye kiyasla orta standartta aktivite gostermektedir
(%53,79+0,40, %40,96+0,07; %55,42+0,86, %41,59+0,74). Ilgili kanser hiicrelerine
kars1 ekstrelerin gosterdigi toksisiteler, onlarin %50 canlilik degerleri hesaplanarak
belirlendi. Bu sonuglara gore, Picoa lefebvrei su ekstresinin Akciger Kanseri (H1299)
ve Prostat Kanseri (PC-3) hiicre hattina karsi toksik etkileri yiiksek iken, 1.929
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fibroblast hiicresi {izerine toksisitesi diisiiktiir. Prostat Kanseri (PC-3) hiicre hattinda
P. lefebvrei % canlilik %38,2’ye kadar diiserken P. jiiniperi’de %49,9’a kadar
diismiistiir. Meme Kanseri (MCF-7) hiicre hattinda ise P. lefebvrei metanol ekstresi
%41,5’e distiigli; buna karsilik, Picoa juniperi’de %54,2’ye kadar diistigi
hesaplanmistir. Meme Kanseri (MCF-7) ve Prostat Kanseri (PC-3) hiicre hatti iizerinde
yapilan ¢alismada her iki tiirlin metanol ekstresinin daha yiiksek toksisiteye sahip
oldugu, ancak P. lefebvrei su ekstresinin Akciger Kanseri (H1299) hiicre hattina kars1
diger ekstrelerden c¢ok daha etkili oldugu goriilmiistir (200 pg/mL oraninda
%25,6’dr).

Elde edilen antioksidan ve sitotoksik aktivite sonuglarina gore her iki tiiriin metanol
ve kloroform ekstrelerinin, antioksidan aktivite kontrollii olarak, izolasyonlari
gerceklestirildi. Buna gore, sirasiyla n-hekzan, kloroform, aseton, metanol ve sicak su
ekstrelerinden elde edilen biyoaktif bilesiklerin izolasyonlari, kolon kromatografisi,
ince tabaka kromatografisi, preperatif HPLC teknikleri kullanilarak gergeklestirildi.
Saflastirilan bilesiklerin *H-NMR, *C-NMR, 2D-NMR, FTIR ve MS spektrumlari
alinarak yapilari aydinlatildi. Buna gore, Picoa lefebvrei ve Picoa juniperi’den toplam
17 bilesigin yapist tam olarak aydinlatildi. Picoa juniperi’den elde edilen bilesikler
Brassikasterol (1), Ergosterol (2), Ergosterol endoperoksit (3), Ergosta 5,22-dien 3-O-
p-p-glukopiranozit (4), Juniperon A (5), Juniperon B (6), Mannitol (7), Adenozin (8),
Linoleik asit, Oleik asit (9) iken; Picoa lefebvrei’den elde edilen bilesikler
Brassikasterol (10), Ergosta 5,22-dien 3-O-$-p-glukopiranozit (11), Urasil (12), 1-5-
L-xylofuranosil (13), Eritriol (14), «a-p-glukopiranozil-a-p-glukopiranozit (15),
Brasskcasteril linoleat (16), 5a-6a epoksi ergosta-7,22-dien-3p-ol (17)’dur. Bu
bilesiklerden Picoa juniperi’den elde edilen Juniperon A (5), Juniperon B (6)
bilesikleri bu tez ¢alismasiyla ilk defa izole edilip yapist aydinlatilmistir. Ayrica her
iki tiirlin polisakkaritleri uygun yontemlerle ayristirildi ve HPLC ve FTIR ile yapilar
karakterize edildi. Saflagtirilan polisakkaritlerin antioksidan aktiviteleri belirlendi.
Bunlara ek olarak her iki tiiriin fenolik bilesenleri HPLC-DAD sistemiyle arastirildi.
Elde edilen sonuglara gore fumarik asitin hem P. juniperi’de hem de P. lefebvrei’de
ana bilesik oldugu tespit edildi (165,2 ng/g;12,6 ng/g).

Bu tez calismasinda izole edilen 17 bilesigin miktar1 yeterli olanlarin DPPH serbest
radikal giderimi, ABTS katyon radikali giderimi ve Meme Kanseri (MCF-7) ve Fare
Fibroblast (L929) hiicre hatlarina karsi toksisiteleri in vitro testlerle belirlendi. Yapist
aydinlatilan bilesikler arasinda, Brassikasterol, Ergosterol, Ergosta 5,22-dien 3-O-4-p-
glukopiranozit, Adenozin, 1-4-L-xylofurasil, 5a-6a epoksi ergosta-7,22-dien-34-ol’iin
kanser hiicrelerine kars1 toksik etki gosterdigi; 1-4-L-xylofurasil, Adenozin
bilesiklerinin antioksidan etkilerinin oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Picoa juniperi, Picoa lefebvrei, Trif, Biyolojik Aktivite,
Antioksidan Aktivite, Meme Kanseri (MCF-7), Prostat Kanseri
(PC-3), Akciger Kanseri (H1299), Sitotoksisite



ABSTRACT

PURIFICATION and CHARACTERIZATION of SECONDARY
METABOLITES of Picoa juniperi, Picoa lefebvrei and INVESTIGATION of
THEIR BIOLOGICAL ACTIVITIES

Cigdem KUS

Doctor of Philosophy (Ph.D)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Emin DURU
January 2020, 267 pages

In this thesis, the biological activities of Picoa juniperi and Picoa lefebvrei species
which are naturally distributed in Anatolia and have commercial potential, were
investigated. In this study, Picoa juniperi Vittad collected from Elazig-Malatya
and Picoa lefebvrei (Pat.) Maire collected from Denizli and their species were dried
under appropriate conditions and extracted with n-hexane, chloroform, acetone and
methanol respectively under room conditions. Soaked in methanol extract, the residues
of truffle were extracted with water at 80°C and 5 different extracts of different
polarities were obtained. To determine the biological activities, antioxidant activities
and enzyme inhibition activities (anticholinesterase and urease) of each extract
obtained from these species, as well as their toxicity against Lung Cancer (H1299),
Breast Cancer (MCF-7), Prostate Cancer (PC-3) cell lines and Mouse Fibroblast cells
(L929) were tested in vitro conditions. Antioxidant activity tests of the extracts were
investigated with 5 different methods that are $-carotene bleaching method, DPPH free
radical scavenging activity, ABTS cation radical scavenging activity, CUPRAC
method and metal chelating capacity respectively. Anticholinesterase enzyme activity
was determined by using acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase
(BChE) enzyme inhibition activity methods. 800 ng/mL DPPH free radical reducing
activity inhibition of P. juniperi and P. lefebvrei's methanol extracts are 58.27+0.19%
and 57.54+0.01% respectively; while their ABTS cation radical reducing activity
inhibitions are calculated as 91.56+0.10% and is 91.47+0.02%. The urease enzyme
inhibition activities of methanol and water extracts of both truffle species showed
moderate activity compared to thiourea which sets a standard (53.79+0.40%,
40.96+0.07%; 55.42+0.86%, 41.59+0.74%). Toxicities of the extracts against the
abovementioned cancer cells were determined by calculating their 50% viability.
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According to these results, water extract of Picoa lefebvrei is highly toxic to Lung
Cancer (H1299) and Prostate Cancer (PC-3) cell lines, while its toxicity on L929
fibroblast cell is low. On Prostate Cancer (PC-3) cell line, P. lefebvrei methanol extract
decreased to 38.2% while P. juniperi methanol extract decreased to 49.9% viability.
On breast cancer cell line (MCF-7), P. lefebvrei methanol extract decreased to 41.5%,
whereas Picoa juniperi decreased to 54.2%. In the study methanol extracts of both
species had high toxicity on Breast Cancer (MCF-7) and Prostate Cancer (PC-3) cell
lines, however, P. lefebvrei water extract was much more effective on Lung Cancer
(H1299) cell line than the other extracts (25.6% at 200 pg/mL).

According to the antioxidant and cytotoxic activity results, methanol and chloroform
extracts of both species were isolated while their activities are controlled. In this
respect, the isolation of bioactive compounds obtained from n-hexane, chloroform,
acetone, methanol and hot water extracts was carried out by using column
chromatography, thin-layer chromatography and preparative HPLC techniques. The
structures of the purified compounds were elucidated by *H-NMR, *C-NMR, 2D-
NMR, FTIR and MS spectra techniques. Structures of 17 compounds obtained
from Picoa lefebvrei and Picoa juniperi were fully elucidated. The compounds
obtained from Picoa juniperi are Brassicasterol (1), Ergosterol (2), Ergosterol
endoperoxide (3) Ergosta 5,22-diene 3-O-f-p-glucopyranoside (4), Juniperon A (5),
Juniperon B (6), Mannitol (7), Adenosine (8), Linoleic acid, Oleic acid (9). The
compounds obtained from P. lefebvrei are as follows: Brassicasterol (10), 5,22-diene
3-0-f-p-glucopyranoside (11), Uracil (12), 1-5-L- xylofuranosyl (13), Erythriol (14),
a-p-glukopiranozil-a-p-glukopiranozit (15), Brassicasteryl linoleate (16); 5a-6a
epoxy ergosta-7,22-dien-34-ol (17). Juniperon A (5) and Juniperon B (6) were also
isolated and their structures were elucidated for the first time by this thesis. Moreover,
polysaccharides of both species were removed by appropriate methods and their
structures were characterized by HPLC and FTIR. Antioxidant activities of purified
polysaccharides were identified. Besides, phenolic compounds of both species were
investigated by HPLC-DAD system. According to the results, fumaric acid is the main
compound in both P. juniperi and P. lefebvrei species (165.2 pg/g; 12.6 png/g).

In this study, DPPH free radical scavenging, ABTS cation radical scavenging of the
pure compounds with sufficient amount out of 17 isolated compounds, as well as their
toxicity against Breast Cancer (MCF-7), Mouse Fibroblast cells (L929) were identified
in vitro tests. Among other compounds whose structures were elucidated, it is
identified that Brassicasterol, Ergosterol, Ergosta 5,22-diene 3-O-f-p-
glucopyranoside, Adenosine, 1-5-L- xylofuranosyl, 5a-6a epoxy ergosta-7, 22-dien-
3p-ol have toxicity against cancer cells, while 1-5-L- xylofuranosyl, Adenosine
compounds were found to have antioxidant effects.

Keywords: Picoa juniperi, Picoa lefebvrei, Truffle, Biological Activity, Antioxidant

Activity, Breast Cancer (MCF-7), Prostate Cancer (PC-3), Lung Cancer
(H1299), Cytotoxicity
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1. GIRIS

Dogada organik maddelerin ayristirilmasi gibi 6nemli bir gorevi listlenen funguslar,
yaklagik 148854 tanimlanmis tiir ile ayr1 bir alemde toplanmis olup, bu tiirlerden
10.000°den fazlas1 makrofungus oldugu aciklanmistir (Fungorum, 2020). Ulkemiz
fitocografik konumundan dolay1 bitkilerde oldugu gibi, mantarlarda da oldukca zengin
bir floraya sahiptir. Genellikle ilkbahar ve sonbahar aylarinda ortaya ¢ikan mantarlar,
iilkemizin ekolojik sartlarinin uygunlugundan dolay:r her mevsimde de gdérmek
miimkiindiir (Tirkoglu, 2015b). Gegmiste 'bitki' oldugu sdylenmis, ancak daha sonra
baz1 farkli ozellikler gostermesinden dolayi hayvanlardan ve bitkilerden ayri bir
alemde kabul edilmistir. Halk arasinda “mantar” olarak taninan organizmalarin,
insanlikla iligkileri binlerce y1l 6ncesine dayanmaktadir. 4000 y1l 6ncesine dayanan kil
tabletlerinde bulunan kayitlar, ¢61 mantarlarinin eski zamanlardan beri halk tarafindan
tiketildigini gostermektedir (Shavit, 2008). Mantarlar, Antik Romalilar i¢in Tanrilarin
yiyecekleri, Misirlilar i¢in Tanr1 Osiris’ten bir armagan, Cinliler i¢in ise hayat iksiri
olarak degerlendirilmislerdir (Smith ve Read, 2008). Makrofunguslar denildiginde,
dogal olarak toprak iistiinde yetisen “toprak iistii mantarlari; sapkali mantarlar” ve
yash veya c¢iirimiis aga¢ koklerinde yetisen “aga¢ mantarlar1” akla gelmektedir.
Bunlarin yanisira, toprak altinda dogal olarak yetisen ve bazi bitkilerin kdklerine bagl
olarak gelisen yeralti mantarlar1 da triif olarak adlandirilmaktadir. Toprak altinda
yetisen triif mantarlari essiz lezzet ve aromasiyla dikkat ceken, dogal bir besin kaynagi
olup, mikorizal mantarlardir (Alsheikh ve Trappe 1983a, 1983b). Fungus ile kok
kelimelerinin birlesimi ile olusan (myko+rhiza) “mikoriza”, bitkilerin ve mantarlarin
iliski kurmasini saglar. Hif (tekil hypha) denilen ¢ok ince tiip seklindeki hiicrelerden
olusmaktadir (Taiz ve Zeiger, 1995). Bu olusum sayesinde mikorizal mantarlar bitki
kokleriyle birliktelik olustururlar. Ince hifler, kokiin etrafindaki topragin iginden
ilerleyerek, minerallerin, 6zellikle de fosforun alinimini kolaylastirmaktadir. Olusan
bu yapr bitkinin topraktan su ve mineralleri almasini1 saglarken, mantarin da bitkinin

fotosentez sonucunda elde ettigi besini almasini saglamaktadir (Taiz ve Zeiger, 1995;



Smith ve Read, 2008). Ayrica bu tiir simbiyotik bir iliski, zorlu iklim kosullar1 altinda
her iki tarafin da canli kalmasini saglamaktadir. C6l triifleri, Cistaceae familyasina ait
cok sayida tek yillik ve ¢ok yillik kserofit tiirii bitkiler ile ortak yasam stirdiirebilirken,
Tuber cinsleri mese, findik, ¢am, thlamur gibi agaglarin kokleri ile ektomikorizal
ortaklik olusturabilmektedir (Kagan-Zur vd., 1999, 2008; Diez vd., 2002; Gutierrez,
2003; Mandeel ve Al-Laith, 2007; Kagan-Zur ve Roth-Bejerano, 2008; Chevalier,
2014; Zitouni-Haouar vd., 2014; Akyiiz vd., 2015; Dexheimer vd., 1985).

Yenilebilir mantarlar birgok {iilkede besin 0gesi olarak ¢ok yaygmn bigimde
tilketilmektedir. Etkileyici tatlari, aromalar1 ve besin degerleri sebebiyle vazgecilmez
gidalardan biridir (De Pinho vd., 2008). Yiiksek protein, lif, vitamin ve mineral
icermesi ve diisiik yag seviyesine sahip olmasi bu besin 6gesini degerli kilar (Barros,
vd., 2007). Mantarlarin gida olarak kullanilmasinin yani sira oldukg¢a biiyiik miktarda
A, C vitaminleri ve p-karoten tasimalari, hepsinin de antioksidan aktivite
gostermesinden dolay1, koruyucu etkiye sahip olabilecegi tespit edilmistir (Murcia vd.,
2002; Tiirkoglu vd., 2007; Tong vd., 2009, Duru ve Tel-Cayan, 2015; Oztiirk vd.,
2015). Mantarlarin tasidiklart bu biyoaktif bilesiklerle, biyolojik ortamda birgok
nedenle olusan singlet oksijen ve peroksit radikalleriyle reaksiyona girebilmekte ve
ortamdaki oksidasyonu Onleyebilmektedir (Sies ve Stahl, 1995; Patel, 2017). Pek¢ok
farkli mantarin 6nemli diizeyde antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir (El
Enshasy vd., 2013; Beara, 2014; Chen, 2016; Patel, 2017). Yenilebilir mantar
tirlerinden elde edilen  lektinlerin, polisakkaritlerin, polisakkarit-peptitlerin,
polisakkarit-protein komplekslerinin, lanosten tipi triterponoidlerin, fenolik ve
flavonoid yapili bilesiklerin antikanser, antioksidan, antitiimdr, antiviral,
antibakteriyal, antifungal, antiinflamatuar, immunomodulator aktiviteleri ve kolesterol
diistiriicii etkileri sayesinde tedavi ajani olarak da goriilmeye baslanmistir (Tiirkoglu
vd., 2007; Moradali vd., 2007; Huang vd., 2007; Rout ve Banerjee, 2007; Regina vd.,
2008; Tong vd., 2009, Wang ve Marcone, 2011; Patel vd., 2017; Yan vd., 2017; Tel-
Cayan vd., 2017, 2018; Dahham vd., 2018; Khalifa 2019). Dolayisiyla mantarlar
modern tip i¢in ¢ok Onemli ila¢ kaynaklarindan biri haline gelmistir. Gelismis
iilkelerde mantarlarin biyoaktif bilesenlerinin belirlenmesi konusunda ileri diizeylerde
arastirmalar 6ncelikli olarak siirdiiriilmektedir (Tel-Cayan vd., 2015, 2017; Cayan vd.,
2018; Duru vd., 2019; Deveci vd., 20193, 2019b, 2019c).



Diinya Saglik Orgiiti'ne gore, kanser, kardiyovaskiiler rahatsizliklardan sonra
6liimlere yol acan ikinci biiyilik hastaliktir. Kanser ve kansere bagli dliimler 2015 yili
esas alindiginda; diinya genelinde yaklasik 8,8 milyon kisinin 6lmiis oldugu,
dolayisiyla her 6 oliimden 1’inin kanser nedeni ile gerceklestigi rapor edilmistir.
Kemoterapi ve radyasyon tedavisinin ciddi yan etkilerinin olmasindan dolay1, yan
etkisi olmayan, yeni dogal bilesiklerin arastirilmasi ¢alismalart son yillarda artmistir
(Patel, 2010; Kaur, 2011; Bray vd., 2018). Birgok mantarin ¢esitli kanser hiicrelerine
kars1 sitotoksik etki gostermesi nedeniyle, mantarlardan etken madde elde etme
calismalan stirdiirilmektedir (Beara vd., 2014). Tibbi makrofunguslardan edinilen ve
kanseri 0nledigi tespit edilen Krestin bu ¢aligmalara 6rmek verilebilir. Mantar kaynakli
olan Krestin, Japonya’da {iretilip ticari olarak piyasaya siiriilen en Onemli ilag
hammaddelerinden birisi olmakla birlikte, kanserde kullanilan ila¢ pazarinin %25’ini

olusturmaktadir (Mizuno, 1999).

Diinyada ¢apinda yaklasik 50 milyon kisi demans hastast oldugu ve her yil 10 milyon
kisinin bu hastaliga yakalandigi belirtilmistir. Alzheimer hastaligi, en sik goriilen
bunama rahatsizligidir ve demansin %60, %70’ini igerir.  Beyindeki
norotransmiterlerin, asetilkolinin azalmasi, kolinesteraz metabolizmasindaki degisim
ve dejenerasyon ile iligkilidir (Nordberg ve Svensson, 1998; Atta-ur-Rahman ve
Choudhary, 2001; Grossberg, 2003). Alzheimer, enzimlerin etkili oldugu 6nemli
hastaliklardandir ve son yillarda hastaligin tedavisinde en ¢ok yararlanilan ilag grubu
kolinesteraz enzim inhibitdrleridir. Hastalarin beyinlerinde belirgin sekilde kolinerjik
aktivite kayb1 tespit edilmistir. Kolinerjik iletimi artirmak (asetilkolin ile ilgili olan)
i¢in asetil kolin yikimini azaltmaya yonelik AChE inhibitorleri kullanildiginda, gegici

de olsa tedavi sonrasi biligsel iyilesme gerceklesebilmektedir.

Bu tez galismasinda kullanilan materyaller olan yer alti mantar1 Picoa juniperi ve
Picoa lefebvrei izerine bugiine kadar ¢ok az sayida bilimsel arastirma yapilmis olup,
kimyasal igerikleri ve biyoaktif bilesiklerin izolasyonlarina yonelik bugiine kadar
bilimsel aragtirma yapilmamistir. Bu triif tlirlerinin ¢esitli tibbi aktiviteler gdstermesi,
biyoaktif  bilesiklerin  izolasyonlartyla, 0Ozellikle antioksidan, antikanser,
antikolinesteraz ve anti-iilser gibi etkilere sahip olabilecek yeni biyoaktif olan dogal

etken maddeye ulasilabilmesi olasidir.



1.1. Amac¢

Mantarlar lezzetli aromalari, besinsel 6zellikleri ve sagliga faydalarindan dolay1 pek
¢ok uygarlik i¢in 6nemli bir besin kaynagi haline gelmistir. Yenilebilir tiim mantarlar
arasinda yer alan triifler, aromasi, lezzeti, morfolojik ve mikorizal yapis1 gibi faktorler
acisindan diger mantarlardan ayrilmaktadir. Yenilebilir mantarlar dikkate alindiginda
bir ¢ok triif mantar1, diger sapkali mantarlardan farkli olarak yiiksek ekonomik degere

sahiptir (Tel- Cayan vd., 2018).

Triif mantarlart kiikiirt tagiyan karakteristik aromalarindan dolay1 oldukga {inlenmis
olup, Fransa ve Italya mutfaklarinda pisirilmeden de tiiketilmektedirler. Tek basina
gida olarak kullanilmasinin yaninda katma degerli iiriinlerden olan triif aromali
pizzaya, patates piliresine, patlamis misira, makarnaya, peynir gibi {riinlere
doniistiiriilerek kullanilmaktadir. Farkl: tip salatalarda kullanilan triif yaglari, alkanlar,
alkenler, terpenler, esterler, aldehitler, ketonlar, alkoller, aromatikler ve baz1 kiikiirt

tastyan ¢ok gesitli ugucu organik bilesikler icermektedir (Wernig vd., 2018).

Mantarlar eski zamanlardan beri, deri, géz, solunum ile ilgili rahatsizliklarda,
romatizmada, soguk alginliginda, yaralanmalarda kullanilmistir (E1 Enshasy vd. 2013;
Shavit ve Shavit, 2014). Bugiine kadar tibbi mantarlar {izerine yapilan bilimsel
arastirmalarda mantarlarin, antioksidan, antiviral, antimikrobial, karaciger hasarini
Onleyici, antimutajenik, ve bagisiklik artirici etkilere sahip oldugu rapor edilmistir
(Hannan vd. 1989; Hussan ve Al-Rugaie 1999; Janakat vd., 2004, 2005, Fratianni vd.,
2007; Stanikunaite vd., 2009; Janakat ve Nassar, 2010). Ozellikle mantarlar, kanseri
Onleyici ve bagisiklik sistemini gii¢lendirici (immunomodiiler) 6zellige sahip olan
polisakkarit kaynaklari olmasi nedeniyle de son zamanlarda bilim insanlarinin
dikkatini ¢ekmektedir. Dolayisiyla, tasidigi biyoaktif bilesiklerden dolayr mantarlar,
modern tip i¢in ¢ok 6nemli ila¢ kaynaklarindan biridir (Zhao vd. 2012)

Ulkemiz dogal mantar acisindan olduk¢a zengin olmasma ragmen, yetisen triif
mantarlarin biyolojik aktivite gosteren etken maddelerinin izolasyonu {izerine sinirl
sayida calisma yapilmis olmasi, bizi bu arastirmaya yoneltmistir. Ayrica, lilkemizde
yetigen, ticari potansiyele sahip olan triif mantarlarinin bugiline kadar kimyasal
igerikleri ve tibbi o6zelliklerinin belirlenmemis olmasi, bu tiirlerin uluslararasi

pazardaki degerinin belirlenmesinde, lilkemiz iireticilerinin aleyhine olmustur. Bu
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nedenle, ticari potansiyeli olan triif tiirlerinin kimyasal icerikleri, biyolojik aktiviteleri,
tibbi Ozellikleri ve fonksiyonel bir gida olarak arastirilmast durumunda {ilkemiz
ekonomisine 6nemli bir katma deger saglayacagi kanaatindeyiz. Bu yaklagimla bu
doktora tez ¢alismasinda tilkemizde dogal olarak yetisen iki farkli triif tiirii olan Picoa
juniperi, Picoa lefebvrei’nin kimyasal igerikleri ve ¢esitli tibbi aktivitelerin

arastirilmasi hedeflenmistir.

Bu ¢alisma ile daha once tizerinde higbir arastirma yapilmamis ve Anadolu’da dogal
olarak yayilis gésteren, yenilebilir ve/veya ticari potansiyeli olan Picoa juniperi, Picoa
lefebvrei 'nin antioksidan, antikolinesteraz, lireaz enzim inhibisyon aktiviteleri, Meme
Kanseri (MCF-7), Akciger Kanseri (H1299), Prostat Kanseri (PC-3) hiicre hatlarina
ve fare Fibroblast hiicreleri (1.929) {izerine sitotoksik etkilerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Elde edilecek test sonuglarma gore yapilacak antioksidan aktivite
kontrollii kromatografik c¢aligmalarla biyoaktif bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasi
amaglardan biridir. Yapisi1 aydinlatilan ve yeterli miktarda izole edilen maddelerin
antioksidan ve sitotoksik aktivite testlerinin yapilmasi hedeflenmistir. Bunlarin yanm
sira, Picoa tiirlerinin fenolik bilesenleri HPLC-DAD sistemi ile kalitatif ve kantitatif
olarak analizi amaglanmistir. Ayrica teze konu olan her iki Picoa tiirliniin
polisakkaritlerinin izolasyonu, antioksidan aktiviteleri ve yapilarinin aydinlatilmasi
tezin bir baska hedefidir.

1.2. Botanik Bilgiler

1.2.1. Pyronemataceae familyasi

Trif mantarlar1 Pezizale takiminda ve 17 aileyle temsil edilmektedir. Bunlardan
Pyronemataceae ailesi Picoa cinslerini i¢erirken; Tuberaceae ailesi de Tuber tiirlerini
icermektedir. Picoa, Pyronemataceae ailesinin 154 cinsinden birisi olup, Picoa
juniperi Vittadini ve P. lefebvrei Maire isimleri ile bilinen iki tiirii bulunmaktadir
(Vittadini,1831; Maire, 1906; Alsheikh ve Trappe, 1983a).


http://www.speciesfungorum.org/Names/fundic.asp?RecordID=Tuberaceae&Type=F

1.2.2. Picoa cinsi

Picoa cinsi olarak adlandirilan yer mantarlari, ¢6l triifleri arasinda yer almaktadir
(Alsheikh ve Trappe, 1983a, Bawadekji vd., 2016). Suudi Arabistan, iran ve
Tiirkiye’nin de i¢inde oldugu Akdeniz havzasinin tiim {ilkelerinde, Orta dogu, Kuzey
Afrika’da Picoa cinsine ait farkli tiirler tespit edilmistir (Alscheikh ve Trappe, 19833;
Moreno vd., 2000; Ammarellou ve Trappe, 2007, Sbiss vd. 2010). Yerel olarak Orta
Dogu bolgesinde “kamma”, “kemeh”, “terfass”, “fagga” veya “zubaydi” olarak bilinen
bu mantarlar iilkemizde de “keme”, “kumi”, “domalan” olarak bilinmektedir. Picoa
cinlerinin, mikorizal yap1 olusturdugu bitki de halk arasinda “kumi otu” olarak
taninmaktadir (Bonito vd., 2013; El Enshasy vd., 2013; Akyiiz vd., 2015a, 2016).

1.2.3. Picoa tiirleri
1.2.3.1. Picoa juniperi Vittad.

Picoa juniperi, askokarp 1-3 cm genisliginde, kiiresel veya yar1 kiireseldir. Yiizeyi
siyahims1 veya siyahimsi kahverengi, diizenli olarak dagilmis yassi bi¢imde sigiller
mevcuttur. Gleba kirli beyazdan soluk sariya doniik, diizensiz olarak dagilmis soluk
sar1 kalintilarla beraber mermer goriiniimiindedir. Peridyum kirli beyazdan soluk
sartya doniik, yiizeyindeki pigmentsel hiicreler sarimsi kirmizidir, bazen septali
uzantilar gelisim gosterir. Askosporlar 20-27 x 20-22 um olmak iizere ortalama 24,3
x 21,6 wum uzunlugunda, elips seklindedir. Baslangicta diiz ve seffaf, olgunlastiginda
soluk saridan soluk yesile doniik renkte ve dikenli yapidadir. Seker tadindadir, yenilir
(Alsheik ve Trappe 1983a; Giicin vd., 2010; Tiirkoglu ve Castellano 2014; Kagan-Zur
vd., 2014; Tirkoglu vd., 2015b) Usak, Denizli, Nevsehir, Konya, Elazig, Afyon ve
Antalya illerinde yayilig gosterir. Bu triif, Cistaceae ailesinde Helianthemum cinslerine
ait farkl tiirlerle mikorizal olarak yetismektedir (Gutiérrez vd., 2003; Kagan-Zur ve
Roth-Bejerano, 2008; Giicin vd., 2010; Zitouni-Haouar vd., 2014; Akyiiz vd., 2015a,
2015Db) (Sekil.1.1).

1.2.3.2. Picoa lefebvrei (Pat.) Maire

Picoa lefebvrei, askokarp 2-4 cm genisliginde, kiiresel veya yari kiiresel, yiizeyi soluk

sarims1 kahverengiden sarimsi kahverengiye doniiktiir. Gleba kirli beyazdan soluk
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soluk sartya doniik, mermer goriiniimiinde, diizensiz, soluk sar1 renkte kalintilar igerir.
Peridyum 440-580 um kalinliginda, 2 tabakali olmak iizere; dis tabaka 100-130 um
kalinliginda, kirli beyazdan sarimsi1 kahverengiye doniik renklerdedir. Askosporlar
elips seklinde, 22-27 x 21-24 um olmak iizere ortalama 24,2 x 21,9 um uzunlugunda,
baslangicta seffaf renkli sporlarin igerisinde genis olarak dagilmis yag damlaciklarina
sahiptir. Sonrasinda soluk yesil, siislii, slislerin etrafini sigiller kaplamistir. Denizli,
Elaz1g, Urfa, Konya ve Aksaray illerinde yayilis gostermektedir. Seker tadindadir,
yenilir (Alsheik ve Trappe 1983a; Kagan Zur vd., 2014; Tiirkoglu vd., 2015b). Yer
mantarlar1 dokular1 (burusuk, mor, piiriizsiiz ve retikiile) ve renkleri bakimindan
(beyaz, kahverengi ve siyah) degisiklik gosterir. Bu triif, Cistaceae ailesinde
Helianthemum cinslerine ait farkli tiirlerle mikorizal olarak yetismektedir (Gutiérrez
vd., 2003; Kagan Zur ve Roth-Bejerano, 2008; Giicin vd., 2010; Zitouni-Haouar vd.,
2014; Akyiiz vd., 2015a, 2015b) (Sekil 1.1.).

A B

Sekil 1.1. Tez calismasina konu olan Picoa juniperi Vittad (A) ve Picoa lefebvrei (Pat.) Maire (B)
triif tiirlerinin resimleri

1.3. Triiflerin Halk Arasinda Kullanimi

Triifler ¢cok eski zamanlardan beri insanlar tarafindan bilinmekle birlikte, Tanrilarin
yiyecegi olarak tanimlaniyordu. Stimer efsanelerinde, 4000 y1l dncesine dayanan kil
tabletleride bulunan kayitlar, Terfezia, Tirmania ve Picoa tiiri mantarlarinin eski
zamanlardan beri yerli halk tarafindan tiiketildigini gostermektedir (Black vd., 1998,
2006; Shavit vd., 2008). M.O. 1600’lii yillarda anonim olarak diinyanin gizemli

iirlinleri arasinda adlandirilmislardir. Romalilar, Yunanlilar tarafindan da bilinen
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mantarlar dnceki zamanlarda Theophrastus (M.0.371-287) tarafindan Libya’da
yetistigi ve “misu” adimi aldig1 ve triif olarak tanimlandig ifade edilmistir. Kokii,
tohumu, dali, yapragi, ¢icegi, meyvesi, kabugu, yumusak dokusu, lifi ve damarlari
olmayan bitkilerden oldugu, genel olarak Afrika’da yetistigi ve oldukca yiiksek
fiyatlardan alinabildigi yazilmistir (Shavit, 2014; Bonito, 2013). Ayrica birgok gezgin
seyahatnamelerinde triif mantarlarindan bahsetmistir. Tangier dogumlu ibn Battuta
(1304-1370), Bat1 Afrika Sahara'min bir kismi1 boyunca yaptigi yolculukta, yer
mantarlarmim bol miktarda bulundugunu belirtmistir. 1502-1507 arasinda Italyan
Ludovico di Varthema (yaklasik 1470-1517) Orta Dogu'dan Giineydogu Asya'ya uzun
bir yolculuk yapmis ve 1510'da yazdig1 seyehatnamede (Itinerario de Ludovico de
Varthema Bolognese) Sam’da ¢ok miktarda triif mantarinin satildigi, bazen yirmi bes
ya da otuz devenin triiflerle dolu oldugu ve Ermenistan ile Tiirkiye daglarindan gelen

bu triiflerin ii¢ ya da dort giin i¢inde satildigini belirtilmistir.

1838’de yayinlanan ¢alismada, tuber tiirii mantarlar1 az miktarda kullanilirken, ¢ol
triifii olan mantarlarin garnitiir veya aroma olarak topluca tiiketilebilecegi
belirtilmistir. Baz1i Arap korfez bolgelerinde triif mahsiiliiniin kraliyet aileleri
tarafindan talep edildigi, ekinlerin ¢ogu toplanincaya kadar, devriyelerce kontrol
edildigi belirtilmistir. Ayrica ¢dl triifleri, yenilebilmenin yaninda degerli bir armagan
olarak da goriilmustiir. Hatta degerinin oldukga yiiksek goriilmesinden dolay1 bazi
kesimlerde diigiinlerde triiflerin hediye disinda tutulmasi karar1 alinmistir (Shavit,
2014). Islam peygamberi olan Hz. Muhammed bir hadisinde, triifler hakkinda” Kama
Manna (Kuran-1 Kerim’de bahsedilen bir yiyecek) yiyecekleri arasindadir ve onun
suyu goz hastaliklarini iyilestirir” diye ifade etmistir (Al-Jauziyah, 2010; Khalifa vd.,
2019). Bir doktor ve Islami filozof olan Ibn Sina (Avicenna), triifleri kusma, yaralanma
ve zayiflik gibi cesitli rahatsizliklar i¢in ilag olarak nitelendirmistir. Arap geleneksel
tibbinin bir pargasi olarak onuncu yiizyilda yazilmis olan Kanun (Tip Kanyonu) adli
{inlii kitaplarindan birinde, Ibn-i Sina, gozleri temizlemek icin ¢dl triifii suyunu
Onermis ve goz iltihaplari i¢in kullanmistir (Shavit ve Shavit, 2014; Khalifa, 2019).
Kaynamus triif ekstreleri gozlerde iltihaplanmay1 ve trahom hastaligini tedavi etmek
icin ¢ogunlukla Bedeviler tarafindan kullamilmistir (Mandeel ve Al-Laith, 2007;
Khalifa, 2019). Diinya Saghk Orgiiti (WHO), o6zellikle az gelismis iilkelerde
milyonlarca insanin trahom gecirdigini ve kor olma riski altinda oldugunu belirtmistir

(Mandeel ve Al-Laith, 2007). Yapilan galismalara bakildiginda Terfezia claveryi,
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Tirmania nivea ve Terfezia boudieri, Orta Dogu’da deri ve goz hastaliklarinda su
Oziitlerinin kullanildig1 ortaya konmustur (Shavit vd., 2014). Glinlimiizde de yerel halk
tarafindan topraktan ¢ikarilmakta, giinliik olarak toplanarak tiiketilmekte ve bazi tiirler
gibi ticari olarak satilmaktadir (Murcia vd., 2003; Trappe vd., 2008; EI Enshasy vd.,
2013; Bawadekji vd., 2016).



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Triif Mantarlar1 Uzerinde Yapilmis Literatiir Calismalari

Diinya genelinde, ylizlerce farkli mantar tiirii bilim insanlarinca kesfedilmeye devam
edilmektedir. Onemli Triif’lerden olan Tuber cinsinin yenilebilir tiirlerinin ¢ogu,
Avrupa’nin ¢esitli bolgelerinde (Fransa, Italya, Ingiltere, Ispanya ve Hirvatistan),
Avustralya, Yeni Zelenda, Kuzey Amerika, Kuzey Bat1 Pasifik ve Ingiltere, Kolombia
(Berch ve Bonito, 2016), Asya ve Afrika’da (Ferdman vd., 2005) yayilis
gostermektedir. Tuber tiirleri genellikle gergek triifler olarak algilanmaktadir (Bonito
vd., 2013; Khalifa, 2019). Tuber melanosporum (siyah triif) “mutfagin kara elmas1”
olarak da adlandirilmakta ve daha cok Fransa, italya ve Ispanya'da toplanmaktadir
(Tirkoglu, 2015b; Liu vd., 2015). Ticari olarak Tuber melanosporum Vittad., Tuber
aestivum Vittad., Tuber borchii Vittad ve Tuber magnatum tiirleri Avrupa’da en
yiiksek degerde satigsa sunulmaktadir. Tuber cinsi disinda olan ve yaygin olarak ¢ol
trifii olarak da adlandirilan Terfezia, Tirmania ve Picoa tiirlerinin mevsimsel olarak
Bahreyn, Urdiin, Suriye, Irak, Umman, Kuveyt, Suudi Arabistan, Fas, Libya, Misur,
Cezayir, Giiney Afrika, Botsvana ve Tunus gibi bir¢ok iilkenin yaninda ayrica Ispanya,
Portekiz, Fransa, Italya, Hollanda, Kuzey Amerika ve Tiirkiye’de kurak ve yar1 kurak
bolgelerde yetistigi ¢esitli ¢alismalarla kanitlanmistir (Mandeel ve Al Laith, 2007;
Morte vd., 2008; 2009; El Enshasy vd., 2013; Bawadekji vd., 2016). Yerel olarak Orta
Dogu bolgesinde “kamma”, “kemeh”, “terfass”, “fagga” veya “zubaydi” olarak bilinen
bu mantarlar ilkemizde de “keme”, “kumi”, “domalan” olarak bilinmektedir.
Mikorizal yap1 olusturdugu bitki ise, halk arasinda “kumi otu” olarak bilinmektedir.
Yeraltt mantarlarinin dokular1 (burusuk, mor, piirtizsiiz ve retikiile) ve renkleri (beyaz,
kahverengi ve siyah) degisiklik gostermektedir. Triifler yasamlarini siirdiirebilmeleri
icin bir konak¢r bitkiyle mikorizal iliski kurmasi gereklidir. Fungus ile kok
kelimelerinin birlesimi ile olusan (myko+rhiza) “mikoriza”, bitkilerin ve martarlarin
iliski kurmasini ifade eder. Olusan bu yap: bitkinin topraktan su ve mineralleri
almasimi saglarken, mantarin da bitkinin fotosentez sonucunda elde ettigi besini
almasini saglamaktadir (Smith vd., 2008). Ayrica bu tiir simbiyotik bir iligki, zorlu
iklim kosullar altinda her iki tarafin da canli kalmasini saglamaktadir. Col triifleri,

Cistaceae familyasina ait ¢ok sayida tek yillik ve ¢ok yillik kserofit tiirii bitkiler ile
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ortak yasam siirdiirebilmektedir (Diez ve Martin, 2002; Gutiérrez vd., 2003; Mandeel
ve Al-Laith 2007; Kagan-Zur 1994,1999, 2008, 2014; Kagan-Zur ve Roth-Bejerano
2008; Zitouni-Haouar vd., 2014; Chevalier vd., 2014; Akyiiz vd., 2016).

Bazi triifler aromalar1 bakimindan gida katki maddesi olarak, sos ve benzeri gida
tirtinlerinde kullanilmis olup, bunlardan Tuber tiirleri aromalari bakimindan gida
sektoriinde ve gastronomide biiyiik ilgi gormektedir. Ozellikle, baz1 Tuber tiirlerin
aromalarini igeren yaglar (Triif yagi) ve onlardan iiretilen gida iiriinleri giinlimiizde
sosyo-ekonomik diizeyi yiiksek olan iilkelerde, yiiksek katma degerde, pazarda yer
almaktadir. Toplumda triiflerin aromasina olan ilginin artmasiyla bilim insanlar1 da bu
yondeki arastirmalarini arttirmistir. Bugiine kadar triiflerde 200'den fazla ugucu
organik bilesik (VOC) oldugu (Kanchiswamy vd., 2015) ve aroma bilesenlerinin
triifin yetistigi alanlara ve biyogesitliklerine gore degistigi bilinmektedir (Splivallo
vd., 2011; Pacioni vd., 2014). Triifler’de alkan, alken, aldehit, alkol, keton, terpen,
ester, bazi siilfiir bilesikleri ve organik asitler gibi ugucu organik bilesiklerin (VOC)
bulundugu ¢esitli ¢alismalarda agiklanmistir (Vita vd., 2015; Wernig vd., 2018;
Khalifa vd., 2019). Ayrica triiflere 6zgii kesfedilen biiylik kompleks yapili bilesiklerin
de oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Pelusio vd., 1995; Bellesia vd., 1996; Mauriello vd.,
2004; Gioacchini vd., 2005; Aprea vd., 2007). Trif tirlerinin, dimetil siilfit ve dimetil
distilfitler gibi kiikdirtlii bilesikler sayesinde essiz aromaya sahip oldugu bilinmektedir.
Ayrica, 1-okten-3-ol’den tiirevlendirilen yag asitlerinin varligi da aromada etkili
oldugu tespit edilmistir. Yapilan c¢alismalarda, Tuber tiirlerinde 2-oktenal, bis
(metiltiyo) metan, 2,3-biitandien (Diasetil), dimetil disiilfir (DMDS), etil butirat,
dimetil silfit (DMS), 3-metil-1-biitanol, 3-etil-5- metilfenol, 3-metil-4,5-
dihidrotiyofen,  3-metiltiyofen,  3-etil-5-metilfenol,  5-metil-2-propilfenol,  f-
feniletanol, 2,3-butanedion ve 3-etilfenol gibi bazi major aroma bilesenleri
belirlenmistir ( Mauriello vd., 2004; Zeppa vd., 2004; Splivallo vd., 2007; Splivallo
vd., 2011; Cullere vd., 2010, 2013a, 2013b; Kanchiswamy vd., 2015; Liu vd., 2015,
2017; Kamle vd., 2017). Col triflerinde de 1-okten-3-ol, benzaldehit ve
benzenasetaldehit, methional ve dimetil disiilfit, 2-metil biitanal ve 3-metilbiitanal,
hekzadekanoik asit oldugu belirlenmistir (Omer vd., 1994, Kamle, 2017). Ayrica,
bakterilerin aroma tizerindeki davraniglarini arastiran ¢alismalarin yaninda (Tirillini,
2000 ve Splivallo vd., 2007; Splivallo vd., 2015), cografi etkinin, genetigin,

mikrobiyomlarin aroma iizerine etkisini inceleyen ¢esitli ¢aligmalar da artmistir
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(Buzzini vd., 2005; Benucci ve Bonito, 2016; Le Roux vd., 2016; Vahdatzadeh ve
Splivallo, 2018; Vahdatzadeh vd., 2019).

Triiflere en yogun ilgi, olasilikla steroller, seramitler ve fenolik bilesikler, organik
asitler gibi biyoaktif bilesiklerin yaygin olarak bulunmasindan kaynaklandig: ileri
stiriilmektedir (Villares vd., 2012). Fenolik bilesikler kanser, kalp ve damarlara iliskin
hastaliklara ve iltihaplanmalara karsi koruyucu etki gosterdigi ileri siiriilmektedir
(Duru ve Tel-Cayan, 2015; Oztiirk, vd., 2015; Tel-Cayan vd., 2018; Cayan, vd., 2018;
Duru, Tel-Cayan, Deveci, 2019b). Etki mekanizmalar1 genellikle antioksidan
ozellikleriyle ilgili oldugu distiniilmektedir (Al-Laith, 2010; Villares vd., 2012).

Organik asitler, sebze ve meyve kalitesini ve duyusal 6zelliklerini korumada 6nemli
bir rol oynamakla birlikte, nitelikleri ve konsantrasyonlari mantarin lezzetine de etki
edebilir (Vita, vd., 2015; Tel Cayan, 2016). Yenilebilir mantarlardaki organik asitler
sentetik fenollerin, amino asitlerin, esterlerin ve aromatiklerin metabolik siirecleriyle
de yakindan ilgilidir. Cesitli triif mantarlar1 fenolik asitler bakiminda incelendiginde;
Tuber indicum: siiksinik asit, laktik asit, formik asit, asetik asit (Li vd., 2019); Tuber
pinoyi: malik asit, fumarik asit, sitrik asit, quinik asit icerdigi tespit edilmistir
(Stojkovi¢ vd., 2013).

Lipitler, yag asitleri, steroidler, sifingolipitler ve fosfolipitleri i¢eren genis bir gruptur.
Metabolizma i¢in enerji kaynagidir ve biomembranlar i¢in yapisal ve fonksiyonel
bilesenlerdir. Doymus yag asitleri viicutta asir1 olarak bulundugunda obezite,
kolestrol, kalp ve damar hastaliklar1 gibi saglik problemlerine yol agmaktadir (Willet
vd., 2011, Islam vd., 2019). Bunun aksine doymamis yag asitleri ve ¢oklu doymamis
yag asitleri olan omega-6, omega-3 ailesinden (aragidonik asit, a-linoleik asit)
alindiginda saglik icin, radikal giderici, kolon kanserini engelleyici, kalbi koruyucu
ozellik gostermektedir. Bu nedenle, diisiik kalorili bir diyette, yiiksek icerikli ¢oklu
doymamus yag asitleri gerekmektedir (Tang vd., 2011; Oztiirk vd., 2015; Tel-Cayan
vd., 2016; Tel-Cayan vd., 2017; Tokul-Olmez vd., 2018). Baslica temel yag asitleri,
T. pinoyi'de oleik asit, linoleik asit, palmitik asit (Stojkovi¢ vd., 2013); C.
pachysporus’ta linoleik asit ve S. tenuipes’de palmitik asit (Tel-Cayan vd., 2018);
Terfezia boundri’de linoleik asit, palmitik asit, oleik asit (Hamza vd., 2016a); T.
texense (Beuchat vd., 1993), T. melanosporum (Harki vd., 2006), T. magnatum
(Angelini vd., 2015), T. aestivum (Tang vd., 2011; Angelini vd., 2015), T. indicum
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(Tang vd., 2011; Li vd., 2019), T. sinence, T. himalayense ve T. borchii (Tang vd.,
2011), T. latisporum, T. subglobosum ve T. pseudohimalayense (Yan vd., 2017) vb.
Tuber tiirlerinde en ¢ok linoleik asit ve oleik asit oldugu tespit edilmistir. Ayrica ilk
kez arasidonik asit, eikosapentaenoik asit, dokosaheksanenoik asit ve y-linolenik asit

Tuber tiirlerinde tespit edilmistir (Tang vd., 2011).

Antimikrobiyal aktivitelerin mekanizmalar1 kesin olarak literatiirde a¢iklanmamustir,
ancak olas1 inhibe edici bilesenler mantar lektinleri, polisakkaritler ve lakkazlar oldugu
ifade edilmistir. Trif lektinleri, bakteriyel ekzopolisakkaritleri tanidigr ve bunlari
ortadan kaldig1 belirtilmistir (Frey-Klett vd., 2011; Elsayed vd., 2014). Ek olarak,
mantar polisakkaritleri bakteri savunma mekanizmalarini manipiile ettigi tespit
edilmistir. Ote yandan, lakkazlar, siiperoksit anyon radikallerini serbest birakan ve her
ikisi de patojenik bakterileri inhibe etme olasilig1 yiliksek olan, hidrojen peroksit iireten

fenollerin oksidasyonunu katalize ettigi aciklanmistir (Nadim vd., 2015).

Triif mantarlari, goz hastaliklar (trahoma) gibi ¢esitli bulagici hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. T. claveryi Chatin'in (kahverengi yer mantar1) su
ekstreleri, agar diflizyon teknigi kullanilarak 3 farkli bakteri tipine (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis) karsi etkisi 6l¢iilmiis ve her
lici de standartla (gentamisin siilfat) karsilastirildiginda 6 mg/mL konsantrasyonda
sirastyla 20,5 mm, 21 mm ve 26,5 mm inhibisyon alami ile iyi bir aktivite
gerceklestirdigi ifade edilmistir (Casarica vd., 2016). Baska bir ¢alismada T. boudieri
kloroform, aseton ve metanol oziitleri, E. coli, C. albicans ve S. aureus'a kars1 anti-
mikrobiyal aktivite sergilemistir. Bunlardan aseton oziitii, C. albicans'e karsi en
yiiksek inhibitor aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Dogan ve Aydin, 2013). T.
boudieri, T. claveryi, T. olbiensis, P. lefebvrei ve P. juniperi’nin metil alkol
oziitlerinin; E. coli, B. subtilis, P. aeruginosa, S. aureus, S. mutans, P. vulgaris, S.
typhi, C. tropicalis ve Trichophyton tiirlerini degisik oranlarda (8-22 mm ¢ap
araliginda) inhibe ettigi bulunmustur. Tirmania nivea ¢él triifiiniin yedi farkli bakteri
tizerinde yapilan caligmada, kloroform ve metanol ektrelerindeki aktiviteler, su ve
petrol eteri ekstreleriyle karsilastirildiklarinda daha yiiksek antimikrobiyal aktivite
gosterdigi tespit edilmistir (0,36-1,32 mg/mL) (Hamza ve Jdir, 2016a). Hamza vd.,
(2016b) benzer ¢alismayr Terfezia boudieri Chatin iizerinde gergeklestirmislerdir.

Sonuglara gore triifiin metanol ekstresi kayda deger bir inhibitor etki gdstermistir
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(0,25-1,3 mg/mL). Hussan ve Al- Ruqaie (1999), yaptiklar1 ¢alismada Tirmania
triifleri hem gram pozitif hem de gram negatif bakteriler {izerinde antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Buna ilaveten Tirmania triiflerinin su ve ctilasetat
ekstreleri ile karsilastirildiginda, metanol ekstrelerinin daha yiiksek bir antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu rapor edilmistir. Sonuglara gore %S5 su ekstresi %66,4 oraninda S.
aureus’un gelisimini etkili bir sekilde inhibe ettigi (Janakat ve Al-Fakhiri 2004, 2005)
ve T. claveryi, T. leonis ve T. nivea, triiflerin P. aeruginosa ve S. aureus'un biiyiimesini
%70-%100 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir (Gouzi, 2011). Gidalarin
muhafazasinda kullanilan kimyasal katki maddeleri yerine alternatif olarak,
mikrobiyolojik kalitesinin korunabilmesi i¢in Stojkovié¢ vd. (2013), tarafindan yapilan
caligmada tavuk ¢orbasinda Tirmania pinoyi’nin metanol ekstresi kullanildiginda,
Staphylococcus aureus’un biiyiimesini doza bagimli olarak hem oda sicakliginda, hem
buzdolabinda, basarili bir sekilde engelledigini ortaya cikartmistir. Baska bir
calismada, trahom teshisi konmus hastalara Terfezia claveryi suyu verilerek klamid
bakterilerinin inhibe edilmesi saglanmigtir (Alhussaini vd., 2016). Kornea enflamatuar
hasarina yol agan gram negatif bir bakteriye (Pseudomonas aeruginosa) karsi Terfezia
claveryi su ekstresinin etkisini 6l¢mek tizere in vitro testler yapilmistir. Calismada P.
aeruginosa’nin ii¢ klinik tiirtine (ATCC 14028, ATCC 27853 ve ATCC 9027) kars1
200 mg/mL’de Terfezia claveryi su ekstresi test edilmistir. Enfekte olmus kornealara
enfeksiyondan 24 saat sonra (%1) goz damlas1 uygulanmis ve en yiiksek inhibisyon
aktivitesi, P. aeruginosa ATCC 27853 kars1 gosterdigi (28+0,6 mm; inhibisyon
bolgesi ¢ap1) kaydedilmistir (Saddiq vd., 2016). Harir vd. (2019), yaptiklar1 bir
calismada Terfezia arenaria’nmin metanol, diklorometan ekstrelerinin A. niger,
Penicillium tiirleri ve C. albicans iizerine yiiksek antifungal etki gosterdigi, en yiiksek
inhibisyon ¢apinin 200 mg/mL’de A. niger’e karsi oldugu (22 mm) tespit edilmistir.
Ayrica diklorometan ekstresinin S. aureus, E. faecalis, E. coli, ve P. aeruginosa
izerinde metanolden daha etkin bir antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu tespit
etmislerdir. En yiiksek inhibisyon ¢ap1 100 mg/mL’de E. coli’ye kars1 oldugu (14 mm)
sonucuna varilmistir. Yapilan baska bir ¢aligmada S. aureus ve P. aeruginosa karsi
Tirmania pinoyi, Terfezia claveryi ve Picoa juniperi’nin etkisi incelenmistir.
Sonuglara gore, Tirmania pinoyi, Terfezia laveryi, patojenlere karst 50 mg/mL

konsantrasyonda minumum inhibisyon sergilemistir (Schillaci vd., 2017).
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[ltihaplanma, zarar gdren hiicrelere, patojenlere ve zararli uyaricilara karsi
viicudumuzda olusan karmasik biyolojik bir siire¢ oldugu ifade edilmistir.
Giliniimilizde, steroid olmayan antiinflamatuar ilaglarin (NSAID'ler) viicuttaki
enflamasyonu azaltmak i¢in siklikla kullanildigi belirtilmistir. Bununla birlikte, bir¢cok
calisma, NSAID'lerin uzun siireli uygulanmasinin, gastrointestinal sistem (GIT)
tizerinde 6nemli yan etkiler neden oldugunu gostermistir. Bunlar, mukozal lezyonlar,
kanama, peptik ilserler ve bagirsak delinmesi gibi sayisiz zararh etki igerir (Smalley
vd. 1995; Sinha vd. 2013; Elsayed vd. 2014). Triiflerin anti-inflamatuar etkisi,
siklooksijenaz-1 ve siklooksijenaz-2 (COX-1 ve 2) iizerindeki inhibitor etkileri ile
gosterilmistir. Beara vd. (2014), COX-1 ve 12-LOX inhibisyonunun, in vitro kosullar
altinda T. aestivum ve T. magnatum kullanilarak antiinflamatuar tizerindeki etkisini
arastirmis ve sadece T. magnatum metanol ektresi (ICso: 2,18 mg/mL) standartlara
(asetilsalisilik asit ve kersetin) gore antiinflamatuar 6zellik gosterdigi tespit etmistir.
Ayrica, E. laphomyces granulatus triiflerinden elde edilen etanol ekstresinin COX-

2'nin inhibisyonunda, 50 ug/mL konsantrasyonunda %68'e ulagmustir.

2.2. Picoa Tiirleri Uzerine Yapilan Calismalar (Kimyasal Bilesenleri ve Tibbi
Etkileri)

Ulkemizde dogal yayilis gosteren Picoa tiirlerinin varligi gesitli bilimsel
arastirmalarda tespit edilmistir (Giicin vd., 2010; Sahin 2012; Tiirkoglu ve Castellano,
2014; Castellano ve Tiirkoglu, 2015b; Akyiiz vd., 2015b; Kirbag vd., 2015; Tiirkoglu,
20153, 2005b; Akyiiz vd., 2016).

Picoa tiirleri yetistigi sahalarda, yerel halk tarafindan topraktan sopa yardimi ile
cikarilmakta, giinliik olarak toplanarak tiiketilmekte ve bazi tiirler (Terfezia alttiirleri)
gibi ticari olarak satilmaktadir. Col triifleri Orta Dogu ve Kuzey Afrika toplumlarinda
oldukca degerli oldugu icin bu bolgelerdeki insanlar tarafindan ve bir¢ok toplumda
kendilerine 6zgii bir yiyecek olarak tiikketilmektedir (Murcia vd., 2003; Trappe vd.,
2008; El Enshasy vd., 2013; Bawadekji vd., 2016). Aromasi ve diger bazi
aktivitelerinden dolay1 olduk¢a 6nemli olan triifler, besinsel ve lezzet degeriyle de
diinya ¢apinda tinlenmistir. Ne yazik ki, verimliligi ¢cok diisiik oldugu i¢in diinya

niifusunun biiyiik bir kismi bu lezzetli triiflere erisememektedir. Yiizlerce ton iiretilen
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triif, diinya geneline yetersiz kaldig1 i¢in de pahalidir. Beslenme agisindan zengin
oldugu ve hicbir yan etkisinin olmadigi bilinen yenilebilir triif c¢esitlerinin
verimliliklerini artirmaya ve kiiltiire almaya yoOnelik calismalar siirdiiriilmektedir.
Diger triif mantarlariyla karsilastirildiginda ¢ol triiflerinden olan, Picoa tiirlerinin
taksonominin yanisira, kimyasi, dagilimi ve ekolojik dneminin aydinlatilmas: ile ilgili
calismalar yetersiz kalmistir. Col triifleri ile kserofit tiirii bitkiler arasindaki mikorizal
iliski kurak ve yar1 kurak eckosistemlerde Onemlidir ¢ilinkii ekolojik bir rol
oynamaktadir. (Honrubia, 1992). Ayrica Trif mantarlar1 erozyonu onlemede ve
collesme ile miicadelede, alternatif, siirdiirtilebilir tarimsal bir iiriin olmasi ve biyolojik
cesitlilige destek olmasi ile de eko-turizme 6nemli bir katki sunmaktadir (Al-Qarawi
vd., 2012; Bawadekji vd., 2016).

Picoa’lar topragin kismen yiizeyinde yetisebildiginden dolayr kuslar igin besin
kaynagi olmakta ve bu nedenle kus triifii olarak anilmaktadir (Alsheikh ve Trappe,
1983; Castellano, vd., 2004; Tiirkoglu, 2015b; Bawadekji, vd., 2016). Picoa tiirlerinin
yillik ve ¢ok yillik olan Cistaceae ailesine ait ve Helianthemum cinsleri ile mikorizal
ortaklik siirdiirdiigli belirtilmistir (Gutiérrez, vd., 2003; Slama vd., 2010). Picoa
hakkinda yapilan siniflandirma calismalar1 baslangictan beri glebanin renginin
yaninda, sporocarp kokusu, peridyum, spore, askomatanin morfolojisi gibi 6zelliklere
dayanmistir (Maire, 1906; Giicin vd., 2010; Shissi vd., 2010). Ancak siniflandirmanin
tamamen, morfolojik karakterlere dayali olarak yapiliyor olmas1 zordur ve yakin tiirler
ile yapilan ¢alismalarda yetersiz kalmaktadir (Jamali ve Banihashemi, 2012, 2013).
Ciinkii ekolojik sartlar, cevresel faktorler de etkisini géstermektedir. Son zamanlarda
molekiiller metotlar kullanilarak, Picoa’larin  smiflandirilmas1  ¢alismalari
incelenmektedir. Filogenetik calismalar siirdiiriiliirken, molekiiler isaretleyiciler
izerinde yapilan caligmalar farkli Picoa tiirlerini ayirmada kullanish olacagi

diistiniilmektedir (Zitouni-Hauoar vd., 2014).

Besinsel igerik hakkinda yapilan c¢alismalarda, Picoa lefebvrei’nin toplam mineral
igeriginin zengin oldugu, %23 protein, %18 karbonhidrat, %1 ham yag, %3 ham lif,
toplam 26 aminoasit ve 11 yag asidi igerdigi tespit edilmistir (Bokhary ve Parvez,
1993). Ayrica Murcia vd. (2003), P. juniperi iizerinde yaptig1 ¢alismada igeriginde
637,8 g/kg nem igerdigi, kuru baz tizerinden 82,1 g/kg kiil, 225,4 g/kg protein, 199,4
g/kg yag, 130,4 g/kg lif ve 366,6 g/kg karbonhidrat i¢erdigi tespit edilmistir. Bu tespit
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ihmal edilmekte olan ¢dl triiflerinin gozetilmesi gerektigini ve insanin beslenmesi i¢in

yiiksek nitelikli bir iiriin oldugunu gostermistir.

Picoa lefebvrei (Pat.), Tirmania nivea (Desf.) ve Terfezia boudieri (Chatin) tiirlerinin
aroma bilesenlerinin karakterizasyonu ve karsilastirilmasi ¢alismasinda, bu tiirler
acisindan 1-okten-3-ol’in molekiiler ana bilesen oldugu, diger triif tiirlerine nazaran
Picoa lefebvrei’in 1-okten-3-ol’ii daha az igerdiginden dolay1 daha az aromatik bir triif
oldugu belirtmistir (Kamle vd., 2017).

Murcia vd. (2002), yaptiklar1 c¢alismada Terfezia claveryi ve Picoa juniperi
antioksidan aktivitelerinin %77 ve %85 inhibisyona sahip olduklarini saptamistir.
Akyliz vd. (2015a), yaptig1 bir ¢alismada T. boudieri, T. claveryi, T. olbiensis, P.
lefebvrei ve P. juniperi’nin metanol oziitlerinin, DPPH radikalini giderme etkisi
Olglilmiis ve buna gore gruplar karsilastirildiginda; 100 pL 6rnek eklenen grupta en
fazla serbest radikal giderme aktivitesinin %8 ile T. boudieri’de oldugu saptanmustir.
T. boudieri, T. claveryi, T. olbiensis, P. lefebvrei ve P. juniperi’nin metanol
ekstrelerinin E. coli, B. subtilis, P. aeruginosa, S. aureus, S. mutans, P. vulgaris, S.
typhi, C. tropicalis ve Trichophyton tiirleri’nin gelisimlerini degisik oranlarda (8-22
mm ¢ap) inhibe ettigi ortaya ¢ikarilmistir. Terfezia tiirlerinin metanol ekstresinin, test
mikroorganizmalarina kars1 Picoa tiirlerinden daha etkili oldugu sonucuna varilmistir.
Yapilan bagka bir ¢alismada Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa karst
Tirmania pinoyi, Terfezia claveryi ve Picoa juniperi’nin etkisi incelenmis olup, bu
tirlerden Tirmania pinoyi, Terfezia laveryi, patojenlere karsi 50 mg/mL

konsantrasyonda minumum inhibisyon gostermistir (Schillaci vd., 2017).

Picoa tiirleri’nin sadece belirli besinsel 6zellikleri, antioksidan, antimikrobiyal gibi
tibbi aktiviteleri ve belirli aroma bilesenleri arastirilmis olmasma karsin kimyasal
igerikleri, 6zellikle biyoaktif bilesenlerin izolasyonlar1 ve yapilarinin aydinlatiimasi

tizerine bugiine kadar herhangi bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir.

2.3. Terpenoidler

Sekonder metabolitlerin en dnemli yapitaslarindan biri olan terpenoidler, genis ve

yapisal farklilik gosteren bilesik simifinda yer alir. Karbon ve hidrojen igermenin
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yaninda oksijen igeren yani alkol, keton, aldehit ve asit grubu tasiyan terpenler de
yaygin olarak bulunmaktadir. Bunlar terpenoid olarak adlandirilirlar. Dogada en ¢ok
bitkilerde goriilmekte; serbest bir yapida bulunabildigi gibi bazen de glikozitleri
halinde veya proteinlerle kompleks yapida goriilmektedirler. Terpenler, bitkilerin yani
sira liken, alg ve mantarlarda da oldugu tespit edilmistir (Hanson, 1972; Croteau,
Porter, Spurgeon, 1981; Harborne, 1984; Dewieck, 2002; Tesso, 2005; Duru., 1999;
Duru ve Tel-Cayan, 2015).

2.3.1. Terpenlerin biyosentezi ve sitmiflandirmasi

Terpenlerin ana iskeletleri 5 karbonlu izopren (2—metil-1,3-butadien) molekiillerinden
olustugundan, smiflandirilmalari izopren birimlerinin sayisina gore yapilir. Ruzicka
tarafindan “izopren kurali” olarak tanimlanmis ve bu kurala gore biitiin terpenlerin
karbon iskeletleri izopren birimlerinin birden fazlasinin birlesmesiyle olusmustur
(Hess, 1975). 1zoprenler, kapali formiilii CsHs olan renksiz, ugucu siv1 hidrokarbondir.
2-metil-1.3- biitadien olarak da bilinir. izopren kuralina gore 5 karbon icermekte olan
bir yap1 Hemiterpenler olarak tanimlanir. Izoprenin birbirleriyle baglanmasiyla yeni
terpenoid simifi bilesikler meydana gelmektedir. Monoterpenler, seskiterpenlerden
(C10 ve C15) baslayan zincire, baska izopirenlerin eklenmesiyle diterpenler (C20),
triterpenoidler, steroller (C30) ve karotenoidler (C40) meydana gelmektedir (Sekil 2.1.
ve Cizelge 2.1.) Bu terpenoidlerin her bir grubu bitkilerin biiyiime, metabolizma ve
ekolojisi tizerinde biiylik 6nem tasimaktadir (Hanson, 1972; Roberts, 1972; Hess,
1975; Croteau, 1981; Harborne, 1984; Duru., 1999; Dewieck, 2002; Tesso, 2005).

Cizelge 2.1. Terpenlerin siniflandirilmasi

izopren sayisi Karbon Sayis1  Sinifi
1 5C Hemiterpenler
2 10C Monoterpenoidler
3 15C Seskiterpenoidler
4 20C Diterpenoidler
6 30C Triterpenoidler
8 40C Tetraterpenoidler (Karotenoitler)
n Cn Poliizoprenler
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Izopiren, mevalonik asitin baslangic maddesi olan Asetil KoA’dan sentezlenmektedir.
Iki Asetil KoA birbiriyle tepkimeye girer ardindan iigiincii Asetil KoA molekiilii eklenir
ve 6 karbonlu yap1, NADPH* H* yoluyla Asetil KoA’nin serbest kalmasiyla mevalonik
asit hidrojenlenir. Mevalonik asit mikroorganizmalarda biiyiime faktorii ve ayrica
Oonemli bir ara Urindiir. Mevalonik asit, 2 molekiil adenozintrifosfat (ATP) ile
fosforlanmas1 mevalonik asit-5-pirofosfatin olusmasini saglar. Mevalonik asit-5-
pirofosfatin tersiyer hidroksil grubunun fosforlanmasinin ardindan, dekarboksilasyon
ve dehidrasyon reaksiyonlari ile izopentil pirofosfat meydana gelir. Canli hiicrelerinde,
izopentenil pirofosfat, izomerik dimetilalil pirofosfat ((CHs).CCHCH;OPP) ile denge
icindedir. Izopentil pirofosfat ve dimetilalil pirofosfatin  baglanmasiyla
geranilpirofosfat olusmaktadir. Geranil pirofosfata bir bagka izopren iinitesi
eklenmisse, bir seskiterpen olan farnesil pirofosfat elde edilir. ilave, "basindan kuyruk
kismina" olusur: CH2 grubu, IPP'nin "bas1", pirofosfatin ucuna, geranil pirofosfatin
"kuyrugu" na eklenir. Elde edilen farnesil pirofosfat, ac¢ik zincirli bir triterpen
olusturmak iizere "kuyruktan kuyruga" birlestirilebilir. Bdylece tiim canh
organizmalar ig¢in onemli olan steroidleri igeren siklik triterpenlerin baslangic
mekanizmasi olusur. Geranilgeranil pirofosfat, diger diterpenlere doniistiiriilebilir ya
da C40 olusturmak tizere siklik yapilara doniisebilir. Bu sekilde tetraterpenler, yani
karotenoidler elde edilir (Hanson, 1972; Roberts, 1972; Hess, 1975; Croteau,1981).
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Sekil 2.1. Terpenlerin biyosentezi
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2.3.2. Triterpenoitler

Triterpenler alt1 izopren biriminden olusmus otuz karbonlu iskelete sahip yapilardir,
bitkilerde serbest veya bagli olarak bulunurlar. Triterpenler tasidiklar1 halka sayisina
gore baglica; trisiklik, tetrasiklik ve pentasiklik yapilar olarak siniflandirilirlar. Ayrica
kompleks yapida olup, cogunlukla yapilarinda alkoller, aldehitler ve karboksilli asit

gruplarin1 barindirmaktadirlar.

Halkaya bagl fonksiyonel gruplara ve halka sayisina gore li¢ gruba ayrilmaktadir. Bunlar
halka sayisina gore trisiklik, tetrasiklik ve pentasiklik olarak ii¢ sinifa ayrilir. Mindr
kisimlarmi asiklik, bisiklik ve trisiklik triterpenler, major kismin tetrasiklik ve pentasiklik
triterpenler meydana getirir. Tetrasiklik titerpenler, dammaran, lanostan, sikloloartan,
kukurbitan, tirucallane ve meliacan tipini i¢erir. Pentasiklik triterpenler olean, ursan, lupan

ve friedelan tiplerinin igerir (Sekil 2.2).

Sikloartan Tirucallan

AcO. OAc

Hooc,,,

24(E)-3p-hydroksilanosta- Leukopaksillon A Kukurbitakin B
8,24-dien-26-al-21-oleik asit

Sekil 2.2. Tetrasiklik triterpenler

Bugiine kadar bitkilerden ¢ok ¢esitli yapida triterpen izole edilip yapisi aydinlatilmasina

ragmen bugiin hala triterpen yapisinda yeni bilesikler karakterize edilmektedir.
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Triterpenoidlerin ¢esitli biyolojik aktiviteler gdstermesi bilim insanlarin bu tiir yapilara
olan ilgisini arttirmistir. # amyrin, () amyrin, lupan, fridelan tipi dahil olmak iizere pek
¢ok pentasiklik triterpenoidler ¢esitli biyolojik islemlerde 6nemli roller oynayan dogal
tiriinlerdir (Das ve Mahota, 1983; Butler, 2004 ; Butler, 2014; Zhang vd. 2019). Squalen,
oksidosqualen veya bis-oksidosqualen bilesiklerinin siklik tepkimeleri sonucu, dogal
iirlinlerden veya enzimatik reaksiyonlar neticesinde yaklasik olarak 200 farkli triterpen
iskeleti tanimlanmistir (Xu, vd., 2004). Bunlar genellikle renksiz, optikge aktif, kristal
yapida ve erime noktalar1 yiliksek bilesiklerdir (Harborne, 1984, Tel-Cayan, 2016).
Triterpenlerin karakterize edilmesinde UV spektrumu, IR, NMR ve MS spektroskopi
teknikleri kimyasal yapinin belirlenmesinde 6nemli bir yere sahiptir. Triterpenler
yapilarinda genellikle 8 adet metil grubuna sahiptir. Bu nedenle, 'H NMR
spetrumunda karakteristik olan metil gruplarmin boliinmeleri ve kimyasal kaymalari
triterpenin iskeleti hakkinda énemli bilgiler vermektedir (Erdik, 1993; Budzikiewicz
vd., 1964).

Mantarlar, steroid ve terpenoid peroksitleri igeren ¢ok miktarda peroksit iiretir. Mantar
hidroperoksitleri nadir bulunan yapilardir. Antikanser 6zelligi bulunan ergosta-4,6,8
(14),22-tetraen-3-one Vietnam’da toplanan Xylaria tiirlerinin metanol ekstraktindan
izole edilmistir (Quang ve Bach, 2008). Ayrica bu sterol diger bagka mantar tiirlerinin:
Alternaria solani (Ai vd., 2012) ve Diospyros maritime koklerinden (Kuo vd.,1997),
¢in triifii Tuber indicum’dan (Jinming vd., 2001), Lentinus edodes den (Rivera vd.,
2009) Aspergillus niger’den (Zhang vd., 2007), Aspergillus versicolor’dan,
Talaromyces tiirlerinden, Xanthoparmelia ’den (Yuan vd.,2018), endofilik bir mantar
olan Chaetomium tiiriinden izole edilmistir. Geleneksel Cin tibbinda uzun siire
kullanilan Chaga mantar1 Inonotus obliquus inoterpenes ve iki hidroperoksi steroid

lanostan triterpen igermektedir (Vil vd., 2019).

Simdiye kadar mantarlardan ¢ok gesitli triterpen yapisinda bilesenler izole edilmis ve
bunlarin genellikle lanostan iskeleti yapisinda olusan triterpenler oldugu tespit
edilmistir. Triterpenlerin, antibakterial, antikanser, antikandidal, antikolinesteaz,
antikompliment, antileishmanial, antiinflamatuar, antiinvasiv, antimalarial,
antioksidan, antituberkular, antitumor, antiviral ve sitotoksik aktivite gdsterdigi cesitli
caligmalarda arastirilmistir (Wasser vd., 1997; Gao vd., 2003; Tiirkoglu, 2007; Duru
ve Tel Cayan, 2015).
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2.4, Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, genellikle glikozitler halinde bulunabilen, aromatik halkaya sahip,
genis bir bilesik sinifidir. Fenolikler, basit fenol ve polifenoller olarak ikiye ayrilirlar.
(Sekil 2.3.).

Hidroksi Sinnamik asit

Fenolik asitler
Hidroksi benzoik asitler

— Basit Fenoller

Kumarinler
Digerleri Stilbenler
Lignanlar

Fenolikler

Gallik asit
Tanninler Katesin/Epikatesin
Polimerleri

— Polifenoller

Flavon, Kalkon,
Flavanoidler . Flavanol, Flavanon
I[soflavanon, Antosiyanin

Sekil 2.3. Fenolik bilesiklerin simflandirilmasi

Flavonoidlerin serbest radikal giderici 6zellikleri iizerine yapilan ¢aligsmalar, fenolik
bilesenlerin antioksidan olarak tanimlanmasina olanak saglamistir (Duru ve Tel-
Cayan, 2015). Antioksidan aktivite gostermeleri, yapilarindaki hidroksil gruplarmin
varligindan oldugu disiiniilmektedir (Hatano vd. 1989). Reaktif oksijen tiirevleri,
fenolik bilesikler ile konjuge olabilir boylece DNA, proteinler, lipitler radikal
saldirilara ve sonradan gelecek olan oksidasyonlara karsi korunmus olurlar.
Polifenolik bilesikler iceren zengin diyetlerin diizenli olarak tiiketilmesiyle mutajenez
ve karsinogenez iizerinde inhibe edici etkilerin ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir (Tanaka
vd. 2011). Ayrica, fenolik bilesiklerin kardiyovaskiiler, ateroskleroz, kanser, diyabet,
alzheimer ve parkinson gibi pek ¢ok hastaliklar iizerinde durdurucu etkisinin oldugu
tespit edildigi ¢alismalar bulunmaktadir (Miniati, 2007; Oztiirk vd., 2015). Bu nedenle
dogal kaynaklarda fenolik bilesiklerin tespit edilmesi arastirmalar agisindan 6zellikle

onemlidir.

Fenolik asitleri igeren fenolik bilesikler bitkilerde oldugu gibi mantarlarda da bulunan

ikincil metabolitlerdir. Triif mantarlar1 tizerindeki yogun ilgi, steroller, seramitler ve
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fenolik bilesikler gibi mikrokimyasallarin genis oranda bulundugu tespit edildiginde
olusmustur (Villares vd. 2012). Farkli bolgelerden elde edilen Tirmania nivea, Tuber
tirlerinden 10 kat daha fazla fenolik igerige sahip oldugu belirtilmistir (Al-Laith,
2010). Bu da ¢dl triiflerindeki fenolik bilesiklerin yogun olusunun yasadiklari zorlu
cevre kosullariyla agiklanabilecegini gostermektedir. Collerde, ayni giin, hava
sicakliklart hem ¢ok soguk hem de ¢ok sicak olabilir. Bu nedenle, baz1 bitkilerin veya
mantarlarin bu stresli kosullara dayanma kabiliyetlerinin, 6zellikle fenolik bilesiklerin
seviyelerinin artmasiyla, reaktif oksijen tiirlerini noétralize etmelerinden dolay1

kaynaklanmakta oldugunu gostermektedir (Al-Lait, 2010).

Tiim trif mantarlar1 fenolik bilesikler icermektedir ama bazi bilesikler triiflerin
kendisine 6zgii olabilecegi diislinlilmiistiir. Glinlimiize kadar tespit edilmis, triiflerde
yogun olarak bulunan bazi fenolik bilesikler ve bulunduklari triif mantarlar1 su
sekildedir: Tuber aestivum Vittad: hidrosinnamik asit, gallik asit ve protokateksik asit,
homogentisik asit ve 3,4-dihidroksibenzaldehit (Villares vd., 2012); hidroksibenzoik
asit, baicalin ve kamferol (Beara vd., 2014); Tuber indicum: gallik asit ve
protokateksik asit (Villares vd., 2012), gallik asid, p-kumarik asit, eriisik asit (Li vd.
2019); Tuber latisporum: p-hidrobenzoikasit, 3,4-Dihiroksibenzaldehit, homogentisik
asit (Yan vd. 2017); Tuber pseudohimalayense: homogentisik asit, 4-hidrobenzoikasit,
gallik asit (Yan vd., 2017); Tuber subglobosum’da: homogentisik asit, gallik asit (Yan
vd., 2017); Tuber melanosporum: vanillin (Zhang vd., 2018); p-hidroksibenzoik asit
(Villares vd., 2012); gallik asit, p-hidroksibenzoik asit, o-hidroksibenzoik asit, 2,5-
dihidroksibenzoik asit (Savini vd., 2017) Tuber magnatum Pico: epikatesin ve katesin
(Beara vd. 2014); Terfezia boudieri Chatin: katesin, sinnamik asit, ferulik asit ve p-
kumarin asit (Dogan ve Aydm, 2013); Terfezia pinoyi’de: p-hidroksibenzoikasit,
sinnamik asit (Stojkovi¢ vd. 2013); Chondrogaster pachysporus ve Setchelliogaster
tenuipes fumarik, protokatesik asit, linoleik asit (Tel-Cayan vd. 2017). Mantarlarda
organik asitlerin de mantarin biyolojik aktivitesine katki sagladigi bilinmektedir.
Triifler tizerine yapilan arastirmalarda T. indicum’da siiksinik asit, laktik asit, formik
asit, asetik asit belirlenirken, T. pinoyi’da malik asit, fumarik asit, sitrik asit, kinik asit

oldugu tespit edilmistir (Stojkovi¢ vd. 2013; Li vd. 2019;).

24



2.5. Besinsel I¢erikleri

Triifler gastronomik niteliklerinden ve katma degeri yiliksek olan {iriinlere
dontistiiriilebildiginden ticari degeri yliksek bir mantar tiirtidiir. Birgok ¢esit trif tiirii
kiiresel olarak taninmakta ve kuru olarak, piring ile kaynatilarak, pismis sebze
yemeklerinde et yerine kullanilmakta, diinya ¢apinda tiiketilmektedir (Hussein ve Eid,
1980; Khalifa 2019). Yiiksek oranda aroma tadi ve kokusuyla tercih edilmekte
(Dahham vd., 2018) ve ayrica diyet tiriinii olarak da dikkat cekmektedir. Bilindigi gibi
¢ol triifleri protein, aminoasit, vitamin, steroller, terpenler, yag asitleri, mineraller ve
karbonhidratlar gibi pekgok kimyasal bilesigin dogal kaynagidir (Bawadekji vd.,
2016). Cesitli ¢aligmalarda protein, yag, diyet lifi, kiil, esansiyel amino asitler
(metiyonin, fenilalanin, valin, serin, izolosin ve treonin) ve metaller (K, P, Fe, Cu, Zn
ve Mn) bakimindan zengin oldugu tespit edilmistir. Ornegin, El Enshasy vd. (2013)
¢ol triflerinin kimyasal analizi sonucunda kuru maddenin %20 ile 27'sini protein
olusturdugunu gostermistir. Farkli triif tiirleri arasinda besinsel igeriklerinin tiirden
tire degistigi bircok arastirmada kanitlanmistir. Cesitli triif tiirlerinin igeriklerine
iliskin bilgiler Cizelge 2.2.’de verilmistir. Kagan-zur ve Roth-Bejerano, (2008)’nun
yaptig1 ¢alismada ¢6l triiflerinin kuru madde igeriginin %?20-27 protein, %3-7,5
protein, yag (doymus ve doymamis yag asidi), %7-13 ham lif, yaklasik %60
karbonhidrat ve %2-5 oraninda askorbik asit, yiiksek seviyede potasyum, fosfor ve
makul miktarda demir igeriginin oldugu tespit edilmistir. Baska bir ¢alismada ¢ol
triiflerinin (Terfezia claveryi) besinsel bilesiminin %16 protein (kuru agirlik) %28,7
karbonhidrat %4 toplam ham lif ve %2 toplam ham yag icerdigini bulunmustur
(Bokhary ve Parvez, 1993). Hussan ve Al-Rugaie, (1999) Irak triiflerinde 3 farkli triif
tizerinde ¢alismustir. Terfezia claveryi, Tirmania nivea, ve Tirmania pinoyi protein
igerikleri %8,02 to 13,84, karbonhidrat oran1 %16,66-24,87 arasinda, kiil %4,9-5,9,
fosfor icerigi %9,7-25,5 arasinda degismistir. Saltarelli vd. (2008), 4 farkl taze triif
lizerinde aragtirma yapmuislardir. T. melanosporum, T. aestivum, T. magnatum ve T.
borchii protein igeriklerinin 100 g 6rnekte %8,7- 24 (kuru agirlik) arasinda degistigini
ispatlamistir. Ayrica triif mantarlar1 hem mineral iceriginde hem de miktarlarda biiyiik
farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir. Si, K, Na, Ca, Mg, Mn, Fe, Al, P, S, Cu ve Zn
iceren mineraller bulunmustur (Singer, 1961). Potasyum, fosfor, demir ve kalsiyum

minerallerinin Avrupa triiflerinde 6zellikle bol oldugu agiklanmistir (Saltarelli vd.
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2008). Cizelge 2.2.°de triif mantarlarmin besinsel icerikleri ile ilgili ¢alismalar

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.2. Triif mantarlarmin besinsel icerikleri

Terfezia
boudieri Chatin

Kuru madde: (%20-27) protein, (%3-7,5) yag, (%7-13) ham lif, (%60’a yakin) karbonhidrat ve (%2-5)
askorbik asit. Yiiksek seviyede potasyum, fosfatlar ve makul oranda demir

Kagan-zur ve Roth-
Bejerano, (2008)

Kuru madde: (%8) yag, (%4,49) kiil, (%26) protein, (%62) karbonhidrat, (%1-2) askorbik asit, (%0,1)
karotenoitler ve (%3,5) antosiyaninler

Hamza vd. (2016b)

Kuru madde: (%0,86-1,71) yag, (%1,40-2,73) protein, (%4,8-11,60) karbonhidrat, (%2,26-3,78) ham lif,
(%80,86-90,33) nem, (%1,02-1,98) kiil

Diindar vd. (2012)

Terfezia claveryi
Chatin

Kuru madde: (%6,2) protein, (%2,5) yag, (%57-58) oraninda linoleik asit ve (%18-21) palmitik asit

Al-Shabibi vd. (1982)

Kuru madde: (%19,6) protein, (%2,8) yaglar, (%7) lif, (%4,6) kiil ve (%1,8) askorbik asit

Sawaya vd. (1985)

Kuru madde: (%16) protein, (%28) karbonhidrat, (%4) kiil ve (%4) lif (%2) yag ve sodyum, potasyum,
fosfor, ¢inko, demir, kalsiyum, gibi elementler, nemi (%78), 9 doymus, 4 doymamis yag asidi, 29 aminoasit

Bokhary ve Parvez,
(1993)

Kuru madde: (730,9 g/kg) nem, (42,5 g/kg) kiil, (159,5 g/kg) protein, (69,5 g/kg) yag, (83,2 (g/kg) lif, (645,5
g/kg) karbonhidrat

Murcia vd. (2003)

%19,60) doymus yag asidi, yiiksek miktarda linoleik asit, (%17, 62) protein, (%62) linoleik asit

Dahham vd. (2018)

Taze 6rnek: (%73) nem, (%12,87) protein, (%3,9) yaglar, (%5,5) kiil, (%6.4) seker

Wabhiba vd. (2016)

Kuru madde: (%16,66) karbonhidrat, (%8,02) protein, (%9,7) fosfor; (%5,9) kiil

Hussan vd. (1999)

Terfezia hafizi

Kuru madde: (%5,4) protein, (%1,8) yaglar

Al-Shabibi vd.
(1982)

Tirmania nivea

Kuru madde: (9%27,2) protein, (%7,4) yaglar, (%13,2) lif, (%5.4) kiil ve (%5,1) askorbik asit

Sawaya vd. (1985)

Kuru madde: (%21,53) karbonhidrat, (%13,84) protein, (%25,5) fosfor; (%4,9) kiil

Hussan vd. (1999)

Taze 6rnek: (%68) nem, (%11,97) protein, (%2,5) yaglar, (%5,5) kiil, (%5,01) seker

Wabhiba vd. (2016)

Kuru madde: (6,78g/100 g) yag, (5,06 g/100 g) kiil, (28,81g/100 g) protein, (57,83g/100 g) karbonhidrat,
77,63 g/100 g nem, (10,68 mg/100 g) askorbik asit, (1,17mg/100 g) karotenoitler ve (29,1mg/100 @)
antosiyaninler

Hamza vd. (2016a)
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Cizelge 2.2. evam)

Tirmania pinoyi

Kuru madde: (82,60 g/ 100g kuru mantar) karbonhidratlar, (8,069/100g dw) protein, (%32,29) oleik, (29,72)
linoleik, (27,97) palmitik asit. (300,65 pg/100 g dw) p-Hidroksibenzoik ve (8,30 pg/100 g kuru mantar)
sinnamik asit; 4 organik asit: (0,83 g/ 100g kuru mantar) kinik, (0,35 g/ 100g kuru mantar) malik, (0,05 g/
100g kuru mantar) fumarik, (1,26 g/ 100g kuru mantar) sitrik asit

Stojkovié vd. (2013)

Kuru madde: (%24,87) karbonhidrat, (%10,5) protein, (%21,9) fosfor; (%3,6) kiil

Hussain vd, (1999)

Tuber borchii

Kuru madde: (%18,9) protein, (%6,21) yaglar, (%9,33) lif, (%52,81) karbonhidrat. Tannik asit gibi fenolik
icerik: %0,93

Shaker, (2005)

Coziilebilir protein: 13,1 g+1,26 g, Toplam karbonhidrat: 3,59 g (monosakkarit: 0,38 g. polisakkarit 3,21 g)

Saltarelli vd. (2008)

Tuber aestivum

(%11-12,9) protein, (%5,65) karbonhidrat, siilfiir igeren aminoasitlerin yaninda potasyum, fosfor, demir
kalsiyum gibi pek ¢cok mineral ve bazi yag asitleri (linoleik, palmitik, oleik)

Beara vd. 2014

Coziilebilir protein: 11,0 g+0,93 g, Toplam karbonhidrat: 5,65g (monosakkarit: 0,42 g. polisakkarit 5,23 g)

Saltarelli vd. (2008)

Tuber latisporum

Kuru madde: (%14,64) protein, (%2,4) yag, (%74,63) karbonhidrat, (%8,33) kiil, (%1,18) inositol, (%33,82)
sorbitol, (%1,25) glukoz, (%13,84) trehaloz, (%50,1) sekerler

Yan vd. (2017)

Tuber Kuru madde: (%10,96) protein, (%2,23) yag, (%78,68) karbonhidrat, (%8,13) kiil, (%2) inositol, (%22,65) | Yan vd. (2017)
subglobosum sorbitol, (%0,92) glukoz, (%4,41) trehaloz, (%29,98) sekerler
Tuber Kuru madde: (%14,78) protein, (%2,55) yag, (%74,4) karbonhidrat, (%8,33) kiil, (%0,9) inositol, (%17,55) | Yan vd. (2017)

pseudohimalayen
se

sorbitol, (%1,22) glukoz, (%4,22) trehaloz, (%23,89) sekerler

Tuber magnatum

(%20,5-24) protein, (%2,23) karbonhidratlar, siilfiir igeren aminoasitlerin yaninda potasyum, fosfor, demir
kalsiyum gibi pek ¢ok mineral ve bazi yag asitleri (linoleik, palmitik, oleik)

Beara vd. (2014)

Cozilebilir protein 24,0 g+1,02 g, toplam karbonhidrat: 2,23g (monosakkarit: 0.53 g. polisakkarit 1,70 g)

Saltarelli vd. (2008)

Tuber texense

Kuru madde: (%16,1) protein, (%2,8) yaglar, (%75) karbonhidrat, (%6,1) kiil, (%45) oleik asit, (%38)
linoleik asit, (%11,4) palmitik asit; elementler: (%2,49) potasyum, (%1,29) fosfor, (%0,68) siilfiir

Beuchat vd.,(1993)

Tuber
melanosporum

Coziilebilir protein: 8,7 g+0,83 g, Toplam karbonhidrat: 1,77g (monosakkarit: 0,25 g. polisakkarit 1,52 g)

Saltarelli vd. (2008)

Picoa  juniperi
Vittad.

Kuru madde: (82,1 g/kg) kiil, (225,4 g/kg) protein, (199,4g/kg) yag, (130,4 g/kg) lif ve 366,6 g/kg
karbonhidrat

Murcia vd. (2003)
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2.6. Steroidler

Tim steroidler, 17 karbonlu bir ¢ekirdek yapiya sahip olup, bagh bir siklopentan ve
ti¢ tane siklohekzanin birbirine gegirilmis sekli ile ifade edilmektedir. Diger bir ifade
ile, fenantren molekiiliiniin tiimiiyle hidrojene olmasi ile bir siklopentan halkasina
baglanmasi sonucu olugmaktadir. Ayrica steroidler tetrasiklik halkali lanostan tipi
triterpenlerden olugsmus ancak C4 ve C14 numarali karbonlarda ii¢ metil grubu
eksiktir. Steroidler canli dokularda hormon olarak islev gormektedir ve Asetil
KoA’ni biosentezi yoluyla olusurlar. Halkalara baglanmis farkli fonksiyonel gruplar
sayesinde ayirt edilebilirler (Harborne, 1984). Steroid hormonlar grubunda 5 ana yap1
bulunmaktadir. Bunlar 18 karbon i¢eren disi hormonlarini meydana getiren ostran, 19
karbonlu ve erkek hormonunu olusturan androstan, 21 karbonlu projestatif
hormonlarint ve kortkosteroitleri (bobrek iistli bezi hormonlar1) meydana getiren
pregnan, 24 karbonlu ve safra asitlerini olusturan kolan, 27 karbon igeren ve kolestrolii

meydana getiren Kolestan yapilaridir.

Steroidler bitkilerde, hayvanlarda, mantarlarda ve yosunlarda olduk¢a yaygin olarak
bulunan; viicutta hiicre zarlarinin bilesenleri olarak islev goéren dogal veya sentetik
bilesiklerdir. Kolesterol, safra asidi, cinsiyet hormonlari, vitamin D, adrenal korteks
hormonlari hayati 6neme sahip bilesiklerdendir. Kortizonun enflamatuar hastaliklar
etkili bir sekilde tedavi edebileceginin 1949'da kesfedilmesi, modern tip agisindan
¢1gir acan Onemli bir gelisme olmustur. Bu bulusa takiben, kadinlar i¢in dogum
kontrol ajani olan stereoid yapisindaki progestreonun kesfedilmesi eklenmistir (Hogg,
1992). Steroidal yapilarin en onemlilerinden birisi kolesteroldiir ve tiim hayvansal
dokularda bulunurken bitkilerde bulunmaz. Kolesterol, steroidlerin temel yapisini
gostermektedir. Yan zincirdeki farkliliklar steroller, steroidal saponinler, kardiyoaktif
glikozitler, kortikosteroitler (bobrekiistii bezi hormonlari) ve cinsiyet hormonlar1 gibi

biyolojik olarak 6nemli dogal iiriinler elde etmekte rol alirlar.

Kolestroliin olusumu bir triterpen olan skualen ile gergeklesir. Onemli bir biyoaktif
bilesik olan skualenenin halka kapanmasi reaksiyonlari ile hidroksilasyonun
sonucunda lanosterol olusur. Lanosterol daha sonra kolestrol gibi steroidlere

doniismektedir. Ergosterol, kolesteroliin  hayvan hiicrelerinde gorev yaptigi
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fonksiyonlarin ¢oguna hizmet eden bir steroldiir (Hess, 1975; Tasan, 2008). Ayrica
bitkisel yaglarda bulunan ergosterol D2 vitamini haline doniisiir Sekil 2.4 ve 2.5’te

streroidlerin genel yapisi ¢izilmistir.

Son zamanlarda bitkilerde oldugu gibi mantarlardan da izole edilen steroidler
calismalarda yer almaktadir. Bu cesitli steroidlerin antikomplement, antimikrobiyal,
antitiiberkiiloz, antiviral ve antikanser aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Oztiirk vd.,
2015).

50-6a epoksi ergosta-7,22-dien-3p-ol

Ergosta- 5,22-dien 3p-ol

Sekil 2.5. Steroid yapih bilesiklere 6rnekler
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2.7. Polisakkaritler

Birden fazla monosakkaritin glikozidik bag ile baglanmasiyla olusan biyolojik yapilar
polisakkarit olarak isimlendirilir. Polisakkaritlerin smiflandirildirilmasi, olusan
monosakkarit birimleri, anomerik, o veya L konfigurasyonlari, halka biiyiikliikleri ve
icerdigi substituentlere gore yapilir. Polisakkaritler, kimyasal yapilarina gore
incelendiginde ikiye ayrilir. Bunlar homoglikanlar ve heteroglikanlardir (Anand vd.,
2013; Oztiirk vd., 2015). Homoglikanlar tek ¢esit seker iinitesi icerirken,

heteroglikanlar ise birden fazla ¢esit seker tinitesi igerirler.

Glukanlar temel olarak glukoz tabanli, f-(1—3), f-(1—6), a-(1—3) veya a-(1—06)
yoluyla baglanmis glikozidik bagli polimerlerdir (Lindequist vd., 2005). Glukanlarin
tamamu biyoaktivite gosterirken, aralarinda f-glukanlar bagisiklik sistemine etki eden
ve antitiimor aktivite gosteren polisakkaritler arasinda yer almaktadir (Hu vd., 1994).
Mantarlarin da major bilesenlerinden birisi  polisakkaritlerdir. Ornegin lentinan,
krestin, sizofillan gibi polisakkaritlerin antitimor, immunomodiilator, antidiyabetik,
hipokolesterolemik, antioksidan, antimikrobiyal ve probiyotik aktivitelerine iliskin
¢ok sayida arastirma goze carpmaktadir (Bederska-Lojewska vd., 2017; Patel ve
Goyal, 2012). Yapilan galismalarda, Pleurotus tuber-regium mantarinda f-p-glukan
polisakkariti, meme kanserine karsi etki gosterdigi (Zhang vd., 2001; Zhang vd.,
2006), Ganoderma lucidum mantarinda heteroglukan, mannoglukan, glikopeptit
polisakkaritinin  hiperglisemi, antitimér ve antioksidatif etki  gosterdigi
(Mizuno,1999), Hericum erinaceus mantarinda heteroglukan, heteroglukanpeptit
polisakkaritleri hiperglisemi, antitimor aktivite gosterdigi (Kawagishi vd., 1990;
Hobbs, 2000), Lentinus edodes mantarinda manoglukan, polisakkarit protein
kompleks, glukan, lentinan polisakkaritinin antitiimor, antiviral aktivite gosterdigi
(Chihara vd., 1970; Hobbs, 2000), Grifola frondosa mantarinda proteoglukan, glukan,
galatomannan, heteroglukan, grifolan tipi polisakkaritlerin antitiimér, antiviral aktivite
ve karacigeri koruyucu etki gosterdigi (Kim vd., 2004), Polypours umbellatus
mantarinda glukan tipi polisakkaritin antitimor aktivite gosterdigi (Yang vd., 2004),
Tremella aurantialba mantarinda heteroglukan tipi polisakkaritin hiperglisemi etki
gosterdigi (Liu vd., 2003), Phellinus linteus mantarinda glukan polisakkaritin

antitiimor aktivite gosterdigi (Kim vd., 2004) rapor edilmistir.
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Zhao vd. (2014) yaptiklari ¢aligmada, 52 polisakkarit T. melanosporum, T. indicum, T.
sinense, T. aestivum ve T. indicum, T. himalayense, T. sinense’nden izole edildigi
belirtilmis ve bu polisakkaritlerin HepG2 (hepatoseliiler karsinom), A549 (akciger
adenokarsinomu), HCT-116 (kolon karsinomu), SK-BR-3 (gogiis kanseri), ve HL-60
(promyelositik 16semi) hiicrelerine karsi in vitro kosullarda antitimor etki gosterdigi
ortaya ¢ikarilmistir. Boylece, polisakkaritlerin gostermis oldugu antitimor aktivitenin,
baglh olan proteinin molekiil agirhiina ve zincir konformasyonuna gore degistigi
belirtilmistir. Cin’in siyah triifii olarak bilinen Tuber sinoaestivum’dan iki asidik
polisakkarit TSP-I (Tuber sinoaestivum polisakkarit-1) ve TSP-I1 (Tuber sinoaestivum
polisakkarit-2) elde edilirken, potansiyel bir immiinomodiilator olabilecegi ortaya
cikarilmistir. Arastirmada kompleman fiksasyon aktivitesi test edilmistir. TSP-1 ve
TSP- 11 polisakkaritlerinin 1Cso degerleri 32,0 £2,3 mg/mL, 38,4+5,2 mg/mL olarak
verilmistir (Li vd., 2017). T indicum (Luo vd., 2010, 2011), T. huidongense ‘den
manoz (Man), glikoz (Glc), galaktoz (Gal), ramnoz (Rha) igeren heteroliganlar (Chen
vd., 2016; Pattanayak vd., 2017); T. rufum’dan Glc, Gal ve furuktoz igeren
heteroliganlar izole edilmistir (Pattanayak vd., 2017). THWP-1 ve THWP-2 (suda
¢oziinebilir Tuber huidongense -1,2) her ikiside a- p-Glc igeren asidik polisakkaritler
oldugu (sirasiyla 128 kDa ve 729 kDa) ve sirasiyla 4mg/mL’de %82,22, %60,25
ABTS katyon radikali giderim aktivitesi gosterdigi bu nedenle iki polisakkaritin yeni
bir antioksidan kaynagi olabilecegi ortaya konmustur (Chen vd., 2016). Luo vd. (2011)
tarafindan yapilan ¢alismada, Tuber indicum’dan elde edilen TIP-1 (Tuber indicum
polisakkarit-1) ve TIP-2 (Tuber indicum polisakkarit-2)’nin DPPH serbest radikal
giderim aktivitesi ICso degerleri 1,74 ve 1,39 mg/mL olarak dl¢iilmiis. Standart olarak
kullanilan BHT’den (ICso: 0,62 mg/mL) daha diisiik bir antioksidan etki gostermis
oldugu tespit edilmistir. PC12 (Sicanlarda adrenal medula freokmositom)’una karsi

koruyucu 6zelligi oldugu tespit edilmistir.

2.8. Antioksidan Aktiviteler

Bir elementin veya bilesigin oksijen ile tepkimeye girmesi oksidasyon olarak
aciklanmaktadir. Reaktif olmayan oksijenin kismi olarak indirgenmesi (Kumar, 2014;
Neha vd., 2019), reaktif oksijen tiirlerini (ROS) olusturmaktadir. Genellikle ROS,
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stiperoksit anyon (O2), hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikal (OH), singlet
oksijen, nitrik oksit (NO) ve daha fazlasini igerir; bu, hiicre hasarina ve DNA'ya zarar
vermesinin yani sira onun yayilmasina sonugcta kalp, karaciger, kanser, ndrodejeneratif
hastaliklarina yol agmaktadir (Kim vd., 2015; Neha vd., 2019). Reaktif oksijen
olusmasina, iltihaplanma (Husain vd., 2012), serbest metal iyonlar1, oksidatif patlama
(Takashima vd., 2012), sigara dumani, dig kaynakli olan cevresel kirleticilere, UV
151masi, radyasyon ve metabolize edilmis ilaglarin yan triinlerine maruz kalinmasi

neden olmaktadir (Neha vd., 2019).

Antioksidanlar, ROS'un bozucu etkisini dnleyerek oksidatif strese bagli hastaliklar
ortadan kaldirir (Neha vd., 2019). Dogada antioksidan olan molekiiller serbest
radikalleri gideren, oksidasyonu engelleyen maddelerdir. Antioksidanlar, radikallerle
kiigiik reaktif tiirler olusturduklar i¢in “serbest radikal giderici (siipiiriicii)” olarak
kabul edilirler (Neha vd., 2019). Giinimiizde gidalarin oksidasyonla bozulmasini
onlemek i¢in, antioksidanlarin kullanilmasi bir zorunluluk haline gelmistir. Fenolik
bilesikler, askorbik asit, karotenoidler, bazi protein bazli bilesikler, fosfolipitler ve
steroller, gidalarda bulunan dogal antioksidanlardir. (Choe ve Min, 2009). Triifler de
yiiksek icerikte antioksidan ve fenolik bilesiklere sahiptir (Chen vd., 2016; El Enshasy
vd. 2013; Beara, 2014; Patel, 2017).

T indicum’dan elde edilen polisakkaritler, farelerin PC12 hiicreleri iizerinde denenmis
ve buna gore H20. stres etkenine karsi polisakkaritlerin koruyucu ozellikleri
arastirdlmigtir. TIP-1 ve TIP-2 polisakkaritlerinin siiperoksit anyonu giderim
aktivitesinin 1Csp 3,06 ve 2,32mg/mL, bulundugu 0.25-2 mg/mL TIP-1 ve TIP-2
kullanildiginda PC12 hiicrelerinin H202 (300 mM) hasardan korunabildigi sonucuna
vartlmistir (Luo vd., 2010). Baska bir ¢alismada DPPH radikallerine kars1 Terfezia
boundieri’nin radikal giderim etkisi ol¢iilmiis ve 5 mg/mL konsantrasyonda ICso
degerinin 0,031 mg/mL oldugu tespit edilmistir (Dogan ve Aydin, 2013). Zhang vd.
(2018) siyah triifiin su ekstresinin serbest radikal giderim aktivitesini ve hiperglisemi
tizerine etkisini incelemislerdir. Sonucunda siyah triifiin su ekstresinin sicanlarda
glikoz seviyelerini azalaltabilecegi ortaya ¢ikmistir. Bu triifiin hipoglisemik etki i¢in
bir tedavi ajani olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Zhang vd., 2018). Li vd. (2019) tarafindan
dort farkli bolgeden Hebei, Tibet, Yunnan, ve Liaoning toplanmis T. indicum'un

antioksidan aktiviteleri incelenmis. Buna goére Yunnan’dan toplanan triiflerin en
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yiksek DPPH" ve ABTS" radikal giderim aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir
(ICs0: 0,93 ve 0,68 mg/mL). Hamza vd. (2016) T. nivea iizerine yaptiklari ¢alismada,
fenolik ve flavonoid igerigi en yiiksek olan ekstrelerin 7 farkli bakteriye kars1 6nemli
bir antimikrobiyal aktivite gosterirken ayni zamanda DPPH serbest radikal giderim
aktivitesine (ICso: 0,26 mg/mL) ve lipit peroksidasyon inhibisyon aktivitesine (I1Cso:
0,51 mg/mL) sahip oldugu belirlenmistir. T. boundieri Chatin iizerinde yapilan
calismada ise DPPH radikali giderim aktivitesi, 1Cso: 0,20 mg/mL, lipit

peroksidasyon inhibisyon aktivitesi 1Cso :0,36 mg/mL degerinde bulunmustur.

Wahiba vd, (2016) Terfezia claveryi ve Tirmania nivea isimli iki triif tiirtiniin,
antioksidan aktiviteleri birbirine yakinken standart maddelere nazaran oldukga diisiik
oldugu saptanmistir. Giiney Cezayir'den temin edilen Terfezia leonis, Tirmania pinoyi
ve T. nivea triifleri arasindan Terfezia leonis’inin en iyi antioksidan aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. T. leonis, T. pinoyi, ve T. nivea 'min 2.6 mg/mL’de DPPH"
radikal giderim aktivitesi %92,47, %53,06 ve %41,34 oldugu rapor edilmistir (Gouzi
vd., 2013). T. latisporum, T. subglobosum, T. pseudohimalayense‘nin DPPH" ve OH"
serbest radikallerine kars1 1yi bir antioksidan olduklar1 saptanmistir. Triifler arasinda
Tuber pseudohimalayense’nin DPPH ve hidroksil radikallerine karsi antioksidan
aktivitesinin en yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sirasiyla Eso: 6,03+£0,26; 1,11£0,04). T.
latisporum ise demir iyonu selatlama aktivitesinin diger triiflerdinkinden daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Eso: 0,82+0,07) (Khalifavd., 2019; Yan vd., 2017). Tel-Cayan
vd. (2017) tarafindan yapilan c¢alismada, Chondrogaster pachysporus ve
Setchelliogaster tenuipes tiirlerinin antioksidan etkileri incelenmistir. Sonuglara gore,
C. pachysporus’un ABTS radikal giderim aktivitesi tiim ekstrelerde referans olarak
kullanilan a-Tokoferol’den daha yliksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica CUPRAC
testinde en yiiksek aktiviteyi yine C. pachysporus gostermistir (Aoso: 23,21+£0.07
pg/mL). En yiikksek lipit peroksidasyon inhibisyon aktivite goOsteren ise
Setchelliogaster tenuipes mantar1 olmustur (6,25+0,2 pg/mL). T claveryi ¢6l triifiiniin
etanol ekstresinin DPPH, FRAP, ABTS serbest radikal giderim aktivitelerinin kayda
deger bir aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (ICso: 52, 48,5ve 64,7 pg/mL)
(Dahham vd., 2018). Ayrica, Elaphomyces granulatus'tan izole edilen siringik asit ve
siringikaldehit gibi bilesiklerin ve T. indicum'dan elde edilen polisakaritlerin sirasiyla,
0,7 mg/mL ve 0,62 mg/mL oldugu belirlenmistir (Luo vd., 2011). Murcia vd. (2002)

yaptiklart ¢alismada Picoa juniperi ve Terfezia claveryi’de linoleik asit
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peroksidasyonunun inhibisyon aktivitesinin %85 ve %77 oldugu saptanmistir. Akyiiz
vd. (2015) yaptigi bir ¢alismada T. boudieri, T. claveryi, T. olbiensis, P. lefebvrei ve
P. juniperi’nin metanol 6ziitlerinin; DPPH radikalini giderme etkisi 6lglilmiis. Buna
gore gruplar karsilagtirildiginda 100 puLL 6rnek eklenen grupta en fazla serbest radikal
giderme aktivitesinin %8 ile T. boudieri nin oldugu saptanmistir (Akyiiz vd., 2015a).

2.9, Enzim Aktiviteleri

Enzimler, metabolizmada yer alan birgok metabolik yolun diizenlenmesinde kontrol
gorevi yapan en onemli faktorlerden biridir (Nelson vd., 2005). Giiniimiizde en ¢ok
aragtirilan biyomolekiiller olmakla birlikte hakkinda elde edilen bilgiler yeni
enzimlerin ve enzim inhibitorlerinin tasarlanmasini miimkiin hale getirmistir
(Friedman, 1996). Enzim inhibitérlerinin fayda sagladigi hastaliklardan biri
alzheimerdir. Alzheimer hastali§i, beyindeki ndorotransmiterlerin  azalmast,
kolinesteraz metabolizmasindaki degisim ve dejenerasyonu ile iliskili olup adini,
Alman Doktor Alois Alzheimer'dan almistir (Small ve Cappai, 2006). Alzheimer
hastaligi’nin sebebi tam olarak aydinlatilamamasina ragmen, asetilkolin (ACh)
seviyesinin azalmasiyla iliskilendirilmektedir (Grossberg, 2003; Nordberg ve
Svensson, 1998; Atta-ur-Rahman ve Choudhary, 2001). Beyinde kolinerjik iletimde
Biitirilkolinesteraz (BChE) ve Asetilkolinesteraz (AChE)  rol oynamaktadir.
Asetilkolinin (ACh) hafizadaki uyarict etkisi ve sentezinden sorumlu kolin
asetiltransferaz enziminin hastalikta belirgin bir azalmaya neden olmasi, hastaligin
kolinerjik oldugunun diisiiniilmesine yol agmistir (Tel vd., 2012; Tel-Cayan vd.,
2015). AChE, asetilkolini pargalayan bir enzimdir ve amiloid S-peptid olusumunu da
hizlandirdig1 gézlenmistir. Asetilkolinesteraz enzim inhibitdrleri asetilkolin yikimini
onler ve noronal sinapstaki asetilkolin miktarin1 arttirarak kolinerjik sinapslardaki
etkisini uzatir. Dolayisyla, asetilkolinesterazin (AChE) inhibisyonu Alzheimer
hastaligina kars1 en yaygin kullanilan tedavi seklidir (Orhan vd., 2007).

Diinyada ¢apinda yaklasik 50 milyon kisi demans hastas1 oldugu ve her y1l 10 milyon
kisinin bu hastalifa yakalandig1 belirtilmistir. Alzheimer hastaligi, en sik goriilen
bunama rahatsizhigidir ve demansin %60, %70’ini igerir. Diinya Saglk Orgiitii niin

2018’de yayinladigi rapora gore 2050 yilina kadar yaklasik 152 milyon kisiye varacagi
35



ifade edilmistir. Ayrica hastaligin su anki maliyeti yaklasik 1 trilyon ABD dolar1
oldugu ve bunun 2030 yilina kadar iki katina ¢ikacagi tahmin edilmektedir (Bray vd.,
2018).

Alzheimer ve demans igin bugiin mevcut olan farmakolojik tedavilerin higbiri
Alzheimer’in semptomlaria neden olan ve hastalig1 6liimciil yapan noéronlarin hasar
ve yikimini yavaslatmaz veya durdurmaz. ABD Gida ve llag Idaresi (FDA),
Alzheimer’in rivastigmin, galantamin, donepezil, memantin, ile birlestirilmis
memantin ve takrin tedavisi i¢in alt1 ilacit onaylamistir. Memantin harig, bu ilaglar
beyindeki norotransmiterler denilen kimyasallarin miktarini artirarak semptomlari
gecici olarak iyilestirir. Memantin, beyindeki bazi reseptorleri sinir hiicrelerine zarar
verebilecek asirt uyarilmadan bloke eder (Anonim, 2019). Halen tedavide kullanilan
ajanlarin beklentilere tam olarak cevap verememesi, yan etkiler igermesinden dolay1
cok sayida bitkisel ajanlar diyet takviyeleri ve tibbi gidalar piyasaya sunulmustur.
Cesitli arastirmalar alternatif tedavide kullanilan bu irlinlerin farkli etki
mekanizmalari lizerinden, giinliik yasam aktiviteleri (uyku, duygu durum ve bilissel
bozukluklar) {izerinde olumlu etkiler olusturdugunu ortaya koymustur. (Orhan vd.,
2007; Anand vd., 2017). Giiniimiizde uygulanan tedavilerin mevcut yan etkilerinden
dolayi, yan etkisi olmayan dogal ve yeni AChE inhibitorlerinin ortaya c¢ikarilmasina

ithtiya¢ duyulmaktadir.

Enzim inhibitdrleri, mide ile ilgili hastaliklarda da arastirma konusu olmustur. Ureaz
enzim inhibitérii kronik mide rahatsizliklarimi tedavi etmede kullanilabilmektedir.
Urenin amonyak ve karbondioksite hidrolizini katalizleyen enzim, iireaz olarak
adlandirilir. Bakteriyel kaynakli, Klebsiella aerogenes iireazi, Bacillus pasteurii
iireaz1, Helicobacter pylori iireaz en bilinenleridir. Ureaz enzimi, bakterinin mide
icinde diisiik pH’da yasamasina olanak saglamasiyla birlikte kansere yol agabilecek
gastrit ve peptik iilser patojenezinde gorev almaktadir (Demiray ve Yilmaz, 2007).
Helicobacter pylori midede kolonize olarak yasayabilen bir mikrororganizmadir.
Urenin hidroliz olmasiyla amonyak, mide asidini nétralize eder ve Helicobacter
pylori’nin kolonizasyonunu destekler. Tahris edici amonyagin olusumuyla iilserojenik
etki gerceklesir. Helicobacter pylori mide kanseri gelisiminde karsinojen bir bakteri
oldugunu Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 1994 yilinda, kabul etmistir (Neubauer vd.,
1997). H. pylori’nin gastrit, intestinal metaplazi ve gastrik asit sekresyonundaki

bozukluklara iliskili oldugu, bakterinin tireaz enzimi ile pH artisina neden olmakla
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birlikte tilseri artirdig1, bu durumun da mide mukozasindaki oksidatif hasara yol actig1
tespit edilmistir (Levi vd., 1989; Ruiz vd., 1996; Ari, 2006). Bu nedenle iireaz enzim
inhibisyonu, iireaz iireten bakterilerin yol actig1 enfeksiyonlar i¢in tedavi olarak
goriiliir (Ozer vd., 2004; Demiray ve Yilmaz, 2007; Ding, 2009, Sarica, 2019). Bu
yaklasimla Dbirlikte kronik mide rahatsizliklarii tedavi etmede iireaz enzim

inhibitorlerinin kullanimina yonelik ilgi giin gegtikce artmustir.

2.10. Sitotoksik Aktivite

Diinya Saglik Orgiitii'ne gore, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra dliimlere
yol agan ikinci biiylik sebep olarak saptanmustir. 2015 yilinda neredeyse 8,8 milyon
kiginin 6liimiine yol agmistir (Bray ve ark. 2018). Kiiresel olarak 6 oliimden biri,
tilkemizde ise her 5 6liimden biri kanser nedeniyle gergeklesmistir (Anonim, 2018).
Tiikkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi tarafindan son yillarda 2015 kansere iliskin
degerlendirmeler mevcuttur. Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan
yayinlanmakta olan “Bes Kitada Kanser” isimli bes kitada kanser sag kalim1 ifade eden
bir kitap ve ayn1 zamanda Londra Hifzissithha ile Tropikal Tip Okulu 6nciiliigiinde
kanser sag kaliminin diinya ¢apinda izlenebilmesi i¢in kurulmus kiiresel bir program
yapilmistir. Bu sistemde 71 iilke, 18 kanser tiirline ait veriler bulunmaktadir.
Tiirkiye nin 9 merkezinin (Ankara, Antalya, Bursa, Edirne, Erzurum, Eskisehir, Izmir,

Samsun ve Trabzon) kaydi yapilmigtir (Anonim, 2018).

Uuslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan yaymlanan GLOBOCAN
verilerine gore erkeklerde en sik goriilen ilk bes kanserin dagilimi Cizelge 2.3.’te
verilmektedir. Sirasiyla Akciger, Prostat, Kolorektal, Mesane, Karaciger diinyada
erkeklerde en sik goriilen ilk bes kanser tiirtidiir. Uuslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
(IARC) tarafindan yayinlanan GLOBOCAN, verilerine gore kadinlarda en sik goriilen
ilk bes kanserin dagilimi Cizelge 2.4.’te verilmistir. Diinyada en sik goriilen kanser
cesitleri sirastyla Meme, Kolorekral, Uterus serviksi, Akciger, Uterus korpusu kanser

turadir.
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Cizelge 2.3. Erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri

Tiirkiye* Diinya IARC AB ABD

(liye 24) (iiye 28)
Akciger Akciger Prostat Prostat Prostat
Prostat Prostat Akciger Akciger Akciger
Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal
Mesane Mesane Mesane Mesane Mesane
Mide Karaciger Mide Bobrek Bobrek

* (Anonim, 2018; Bray, 2018)

Cizelge 2.4. Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirleri

Tiirkiye* Diinya IARC AB ABD
(iye 24) (iiye 28)

Meme Meme Meme Meme Meme

Troit Kolorektal Kolorektal Kolorektal Akciger

Kolorektal Uterus serviksi Akciger Akciger Kolorektal

Uterus korpusu Akciger Uterus serviksi Uterus korpusu Troit

Akciger Uterus korpusu Uterus korpusu Uterus serviksi Uterus

*(Anonim, 2018; Bray, 2018)

Sekil 2.5.’te tilkemizde 2018 yil1 i¢inde tespit edilen yeni kayitlar gosterilmistir. Her
yasta ve cinsiyet temel alinarak toplam 210.537 kanser tanisi igerisinde oranlar ve
sayilar ifade edilmistir. Ulkemizde en son resmi verilere gore kanser siklig1 erkeklerde
yiiz binde 259,9 kadinlarda ise yiiz binde 183,2’diir. Bir y1l igerisinde 176.934 kisiye
kanser teshisi konuldugu, Tirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi tarafindan ifade
edilmistir. Kanser risklerinin bu sekilde devam etmesiyle birlikte, 2040 yilinda 29,5
milyon yeni vakanin olugsmasi tahmin edilmektedir. Bu tahminlere gore, onlimiizdeki
yillarda gelisecek olan kanser vakalarmin biiyiik bir boliimiiniin yine az gelismis
tilkelerde meydana gelecegi diisiiniilmektedir (Anonim, 2018).

1.

Akciger Akciger 34.703 (%16,5)
16%

Meme 22.345 (%10,6)
6. Diger Kolorektal 20.031 (%9,5)
anserie Prostat  17.332 (%8.2)
49% 3. Troit 13.033 (%6,2)
Kolorekt
al Diger 103.093 (%49)
10% Kanser
Prostat o
6% 8% Toplam 210.537 bin kisi

Sekil 2.6. Tiirkiye’nin 2018 yilina ait kanser vakalari oran ve sayilar (Yas, cinsiyet ayrimi
olmaksizin)
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Sekil 2.7. Diinyada her 100.000 kisi’de bulunan ve iilkelere gore standart yasta, erkek ve kadin

kanser oram

Diinya ¢apinda elde edilen sonuglara gore, meme kanseri kiiresel kanser oraninin

%24,2°ni (2.089 milyon yeni vaka), 6lim orani %15,0 (626000-679000 o&liim);

kolorektal kanser vakasi %10,2'sini (1,8 milyon yeni vaka) 6liim oran1 %9,2 (881,000
6liim); rahim agz1 kanseri %6,6'sin1 (569-817 yeni vaka) 6liim oran1 %7,5'ini (311,365
6liim) ifade etmektedir (Bray, 2018). Diinyada her 100.000 kisi’de bulunan ve iilkelere

gore standart yasta, erkek ve kadin kanser oran1 Sekil 2.7’de verilmistir.

Avrupa kitasina bakildiginda, diinyanin %9’luk kisminda yer almasmna karsin,

diinyanin %25 oraninda kanser hastasina sahiptir (Ferlay vd., 2018). AB’nin iiye

devletleri, 2012’de yaklasik 2,6 milyon yeni kanser vakasi sonucunda Avrupa

toplaminin %76’smin yani 1,26 milyon kisinin 6liimii ile sonuglandigini agiklamistir

(Ponti vd., 2017).
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2019 yilinda Amerikan Kanser Dernegi tarafindan cgesitli tahminler yapilmistir.
Degerlendirmede 228.150 akciger kanser tanis1 konulan hastalarin yaklasik 142.620
Kisinin 6liimiiyle sonuglanacagi; meme kanserinde ise 268.600 kisinin meme kanseri
oldugu ve 41.760 kisinin 6liimii ile sonuglanacagi; 174.650 yeni prostat kanseri vakasi
sonucu, yaklasik 31.620 oliimiin meydana gelecegi ongoriilmektedir (Siegel vd.,
2019).

Kanseri tedavi etmede kemoterapi ve radyasyonun ciddi yan etkileri oldugu igin,
bircok kanser hastasi antikanser aktiviteye sahip yeni dogal bilesikler igeren
tamamlayici tedavi metodlart aragtirmak zorunda kalmaktadirlar (Patel, 2010; Kaur,
2011). Antikanser aktivete gosteren dogal {irlinlerden biri tibbi mantarlardir.
Mantarlar, 6zellikle antikanser ve immiin sistemini giiclendirici 6zellikleriyle
degerlendirilmektedir.  Antihipertansiyon, antialerjik, antiviral, antimutajenik,
antimikrobial, antiinflamatuar gibi pek c¢ok tibbi ve biyolojik aktivite gosterdigi
belirlenmistir (Zhang vd., 2007; Tiirkoglu vd., 2007; Tong vd., 2009; Duru ve Tel
Cayan 2015). Iceriginde bulunan polisakkaritler, triterpenoidler, polisakkarit-protein,
protein-peptid kompleksi gibi bilesiklerin ¢esitli aktivitelerden sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. Ornegin “Krestin” mantar kaynakli (Trametes versicolor) bir ilag
olup, ilag pazarinin yaklasik %25’ine sahiptir. “Schizophyllan” (1,3-1,6 beta-glukan
polisakkarit), Schizophyllum commune 'den izole edilen kanser hastaliginda bagisiklig
artirict olarak kullanilmaktadir (Zhang vd., 2013; Oztiirk vd., 2015; Duru ve Tel-
Cayan, 2015). PSP olarak bilinen bir madde Ganoderma lucidum’un polisakkarit-
peptitge zengin bir ekstraktidir ve Cin’de kanser i¢in kullanilan ilag piyasasinda biiytik
bir oranda yer almaktadir. Bu ekstraktinin kullanildig1 gida ve ilag destek iiriinleri
oldukea yiiksek bir pazar payma sahiptir (Moradali vd., 2007; Tong vd.,2009; Tel-
Cayan, 2016).

Ayrica bir yer alti mantart olan triifler de farkli tiir timor hiicrelerine karst yeni ve
etkili tedaviler sunmaktadir. Beara vd. (2014) tarafindan (HeLa, MCF-7 ve HT-29)
timor hiicre hatlara kars1 T. magnatum ve T. aestivum metanol ve su ekstrelerinin
etkisi arastirilmig, MCF-7 timor hiicresine karsi ICso degeri 2,3 ile 34,5 pg/mL aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Buna ek olarak Dahham vd. (2018), tarafindan T.
claveryi'nin (MCF-7, HT-29, U-87 MG ve PC-3) kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik

aktivite gosterdigi belirlenmistir (Khalifa vd., 2019). T. melanosporum, T. indicum, T.
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sinense, T. aestivum ve T. indicum, T. himalayense, T. sinense’nden izole edilen
polisakkaritlerin HepG2 (hepatoseliiler karsinom), A549 (akciger adenokarsinomu),
HCT-116 (kolon karsinomu), SK-BR-3 (gogiis kanseri), ve HL-60 (promyelositik
16semi) hiicrelerine kars1 in vitro kosullarda etki gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir (Zhao
vd., 2014).

2.11. Triiflerden Elde Edilen Saf Bilesikler

Son zamanlarda yapilan aragtirmalar, bazi triif mantarlarinin insan viicudunda D
vitaminine doniigebilecek en yaygin mantar sterolii olan ergosteroidlere sahip
oldugunu kanitlamistir (Dogan ve Aydin, 2013). Ergosterol (ergosta-5,7,22-trienol) ve
brassikasterol (ergosta-5,22-dienol), T. melanosporum'un ana bilesenleri olarak
tanimlanirken, bir polyhidroksiergosterol {i¢liisii olan bir steroidal glukosid tuberosid
Tuber indicum’da bulunmakta oldugu tespit edilmistir (Harki vd., 1996). T. indicum
lizerinde yapilan bir ¢aligmada polihidroksi ergosterol tiirevleri olan (22E, 24R)-
ergosta-7, 22-dien-3b, 5a, 64-triol; 3-O-$-p-glucopyranosyl-(22E, 24R)-ergosta-7, 22-
dien-5a, 6p-diol; 5a, 8a-epidioxy-(22E, 24R)-ergosta-6, 22-dien-3p-ol; (22E, 24R)-
ergosta-5, 22-dien-34-ol; (22E, 24R)-ergosta-4, 6, 8 (14), 22-tetraen-3-on bilesikleri
izole edilmis. T. indicum’un dogadaki mantarlardan daha yiiksek oranda
polihidroksillenmis ergosterol glukozit’e sahip oldugunu kanitlamistir (Jinming vd.,
2001). Baska bir ¢alismada T. indicum kloroform metanol ekstresinden 9,10,11-
Trihydroxy-(12Z)-12-octadecenoic acid bir yag asidi ilk olarak izole edilmistir (Gao
vd., 2001). Luo ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, T. indicum’dan polisakkarit eldesi
icin saflastirilma islemleri gerceklestirilmistir. TIP-1, TIP-2, iki polisakkaritin molekiil
agirliklar tespit edilmistir. TIP-1"in sirastyla mannoz, glikoz, galaktoz ve ramnozdan
(molar orani: 3,93:1,24:0,75:1,26); TIP-2’nin mannoz, glikoz ve arabinoz’dan
olugsmakta oldugu (molar orani: 5,27:1,44:0,43) tespit edilmistir (Luo vd., 2011). T.
melanosporum, T. indicum, T. sinense ve T. aestivum fermentasyon yoluyla 52
polisakkarit izole edilmis. Bunlarda 4 polisakkarit hem fermentasyon sisteminde hem
de triifiin kendisinde kimyasal igerikleri ve molekiil agirliklar1 karsilastirilarak
karakterize edilmistir. T. m-FPS-a ve T. m-FPS-1 hem a- hem de $-D-glucan’1 oldugu;
F-T. m- MPS-1 ve T. m-FPS-1’nin protein gruplar igerdigi tespit edilmistir.
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Fermentasyon ve tiiriifiin kendisinden elde edilen polisakkaritler ayni bilesime sahip
oldugu ve tiim polisakkarit sisteminde p-mannoz, p-glikoz ve bp-galaktoz’un
bulundugu tespit edilmistir (Zhao 2014). Elamphomyces tiirleri iginde arsenik ve
bilesiklerinin var olup olmadig1 arastirilmistir. Yogun miktarda trimetilarsin oksit ve
metil arsendz asitin karaya ait organizmalarda tespit edildigi vurgulanmigtir. Elde
edilen konsantrasyonlara gore bu mantar tiiriinde arsenik biriktirmede etkin olabilecegi
belirtilmistir (Braeuer vd., 2018). Stanikunaite vd. (2009), yaptiklar1 ¢alismada
Elaphomyces granulatus’tan siringaldehit ve siringik asit izole edilmisler. Ayrica
calismada elde edilen bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin yaninda antiinflamuar
aktiviteleri de 6l¢tilmiis siringik asitin (ICso: 0,7 ng/mL) daha fazla antioksidan ve
antiinflamatuar aktivite (1Cso: 0.4 pg/mL) gosterdigi tespit edilmistir (Stanikunaite vd.,
2009). Tuber aestivum, Tuber melanosporum ve Tuber indicum tiirlerinin ergosterol
ve fenolik igerikleri HPLC ile arastirilmis olup, sirasiyla 0,36; 0,10; 0,09 mg/g
ergosterol esdegerleri (equivalents) tespit edilmistir (Villares vd., 2012). izole edilen
bilesikler Sekil 2.8’de verilmektedir.

Cizelge 2.5. Triiflerden elde edilen bioaktif bilesikler

Ascomycota/Elaphomyces granulatus/ Elaphomycetaceae/ Fruiting bodies: (Stanikunaite
vd., 2009); (Elsayed vd., 2014)

OH
OH

H3CO OCHs
HsCO OCH,

cHo Siringaldehit COOH Siringik asit

Tuber borchii Vitt. (Lanzotti ve lorizzi, 2000)

Ergosterol
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Cizelge 2.5.(dvam)

Tuber melanosporum (Harki vd.,1996)

Brassikasterol Ergosterol

T. indicum, Tuberaceae, Fruiting bodies: T. indicum/ Tuberaceae/ Fruiting bodies: (Jinming vd.,
2001; Li, 2011)

AN

HO

(22E,24R)-ergosta-7,22-dien-34,5a,65-

3-0O-p-D-glukopiranosil-(22E,24R)-ergosta-7, triol

22-dien-50, 64-diol

HO
5a, 8a-epidioksi-(22E,24R)-ergosta-6,22-dien-34-ol (22E,24R)-ergosta-5,22-dien-34-ol

(22E,24R)-ergosta-4, 6, 8 (14), 22-tetraen-3-on

T. indicum/ Tuberaceae/Fruiting bodies: (Gao vd., 2001)

OH

WWCOOH

OH OH

9, 10, 11-trihidroksi-(122)-12-octadekanoik asit (trihidroksilat tekli doymamis yag asidi)

T. indicum/ Tuberaceae/Fruiting bodies: (Luo vd., 2011)
Polisakkarit (TIP-1)
Polisakkarit (TIP-2)
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Cizelge 2.5, (devam)

Basidiomycota/Astraeus pteridis (Shear) Zeller/Astraeaceae/Fruit-bodies: (Stanikunaite vd., 2008)
1-) R=a-OH: R1=0: 3-epi-astrahygrol

2-) R=R1=0: Astrahygrone

3-) R=0 R1=a-OH: Astrapteridon

4-) R=$-OH R1=0a-OH. Astrapteridiol
5-) R=R1=a-OH: 3-epi-astrapteridiol

CoO”

N+

IO

N,N,N-trimetilfenilalanin
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Mantar Materyalleri

Doktora tezi kapsaminda, kimyasal igeriklerini ve biyolojik aktivitelerini arastirmay1
planladigimiz ve iilkemizde dogal olarak yayilis gosteren. Picoa lefebvrei (Pat.) Maire

ve Picoa juniperi Vittad ‘nin en uygun iklim kosullar1 dikkate alinarak toplanmustir.

Picoa lefebvrei (Pat) Maire 1 Mart-15 Mayis tarihleri arasinda Denizli’den
TUBITAK 114Z644 nolu proje materyali olarak Prof. Dr. Mehmet Emin Duru
tarafindan toplanmis ve Mugla Sitki Kogman Universitesi Triif Uygulama ve
Arastirma Merkezi’'nde teshisi yapilmistir. Mantar 6rnegi Mugla Sitki Ko¢man
Universitesi, Biyoloji Béliimii Fungaryumu’nda MTM-1701 kodu ile saklanmaktadur.

Picoa juniperi Vittad 1 Mart-15 Mayis tarihleri arasinda Elazig-Malatya civarinda
TUBITAK 114Z644 nolu proje materyali olarak Prof. Dr. Mehmet Emin Duru
tarafindan toplanmis ve Mugla Sitki Kogman Universitesi Triif Uygulama ve
Arastirma Merkezinde teshisi yapilmistir. Mantar 6rnegi Mugla Sitki Kogman
Universitesi, Biyoloji Béliimii Fungaryumu’nda MTM-1702 kodu ile saklanmaktadur.

3.2. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.2.1. Kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

[-karoten, linoleik asit, a-Tokoferol, gallik asit, protokatesik asit, fumarik asit, 3,4-
dihidroksi benzoik asit, katesin hidrat, p-hidroksi benzoik asit, 6,7-dihidroksi kumarin,
kafeik asit, vanilin, 2,4-dihidroksi benzoik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, kumarin,
trans-2-hidroksi sinnamik asit, ellajik asit, rosmarinik asit ve trans sinnamik asit Sigma
kimyasaldan; 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), ve Biitillenmis Hidroksi Anisol
(BHA) Fluka; Tween-40 [polioksietilen sorbitan monopalmitat], ferrozin, demir-I1-
klortir, bakir-11-klortir, neokuprin, amonyumasetat, 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), 5,5’-dittiobis (2-nitro-benzoik asit)
(DTNB), asetilkolin kloriir (AcCl), biitirilkolin iyodiir (Bul), elektrik baligindan
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asetilkolinesteraz [AChE, Type-VI-S, EC 3.1.1.7, 425.84 U/mg], at serumundan
biitirilkolinesteraz [BChE, EC 3.1.1.8, 11.4 U/mg], iireaz [Type-I1l from Jack Beans,
EC 232-656-0, 20990 U/g solid], bor trifluorid—metanol kompleks (BF3/MeOH),
silika jel 60 (0,063-0,200 mm; 70-230 mesh ASTM, Merck KGaA 1.07734), ince
tabaka plaklar1 (Alufolien Kieselgel 60F254, Merck KGaA 1.05554), TLC silika jel
60 RP-18 (Cam plate F254S, Merck KGaA 1.15685), sodyum karbonat, aliiminyum
nitrat, potasyum asetat, disodyum hidrojen fosfat, sodyum dihidrojen fosfat,
pirokatekol, sodyum hidroksit, stilfirik asit, nitrik asit, meta fosforik asit, hidrojen
kloriir, fenol, hekzan, kloroform, etil asetat, metanol ve kullanilan tiim ¢oziiciiler
Merck (Darmstadt, Almanya)’den temin edildi. L929 Fibroblast, MCF-7, PC-3 ve
H1299 hiicre hatlart KUBTAL doku ve hiicre kiiltiir koleksiyonundan saglanmistir.
DMEM (Biological Indisturies), Fetal Bovine Serum (Biological Indisturies),
Penicillin-Streptomycin (Biological Indisturies), WST-1 kiti (Roche), Fenol Red’siz
DMEM (Biological Industries), Ribonuclease-A (Serva Israil), Hoechst (Serva Israil),
Propidium lodide (Serva lsrail), Trypsin-EDTA, plastik malzemeler (Biological
Industries), Trypan Blue (Biological Indisturies), PBS (fosfat tampon c¢ozeltisi),
DMSO (Dimetil siilfoksit, Merck (Darmstadt, Almanya)) analiz i¢in kullanildu.

Kullanilan diger kimyasallar ve ¢oziiciiler analitik safliktadir.

3.2.2. Cozeltilerin hazirlanmasi

3.2.2.1. p-karoten renk agilimi yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

X/

% [-karoten reaktifinin hazirlanmasi: 0,5 mg f-karoten tartilarak kloroformda (1

mL) ¢ozildi. 200 pL Tween—40 ve 20 pL lineloik asit ilave edildi ve

karistirildi. Vakumlu olarak doner buharlastiricida kloroform uzaklastirildi ve
tizerine 50 mL oksijenle doyurulmus ultra saf su ilave edilerek kuvvetlice

calkaland.

3.2.2.2. DPPH serbest radikal giderim yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

s DPPH c¢oézeltisinin hazirlanisi (0,1 mM): 4 mg DPPH, 100 mL metanolde

¢ozildi.
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3.2.2.3. ABTS" katyonu radikal giderim yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

% ABTS™ Cozeltisinin Hazirlanmasi (7 mM): 19,2 mg ABTS tartildi ve 5 mL

utra saf suda ¢6ziildii. Konsantrasyonu 2,45 mM olacak sekilde lizerine 3,3 mg
K2S20g ilave edildi ve karistirildi. Karanlikta oda sartlarinda 12-16 saat
bekletildi.

3.2.2.4. CUPRAC yonteminde (Bakur (I1) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi)
yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

s Cu (I) ¢ozeltisinin hazirlanmasi (10 mM): CuCl,.2H20 katisindan 17,05 mg

tartilarak 10 mL ultra saf suda ¢oziildii.

¢ Amonyum asetat tamponunun hazirlanmasi (1M, pH=7): 0,77 g NHsAc tartildi

ve 10 mL ultra saf suda ¢oziildii.

X/

¢ Neokuprin ¢dzeltisinin hazirlanmasi (7.5 mM): 39 mg neokuprin tartildi ve 25

mL etanolde ¢oziildii.

3.2.2.5. Metal baglama aktivitesi yonteminde kullanilan ¢ézeltiler

+» Ferrozin ¢ozeltisinin hazirlanmasi (0.5 mM): Toz halindeki Ferrozin’den 2,47

mg tartilarak 10 mL saf suda ¢oziildii.

% (FeCl».4H20) cozeltisinin hazirlanmasi (0,2 mM): FeCl,.4H>O’nun katisindan

4 mg tartilarak 100 mL saf suda ¢oziildii.

3.2.2.6. Antikolinesteraz aktivitesi yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

¢ Fosfat tamponu hazirlanmasi (0,1 M): 8,89 g Na;HPO4.2H>0 tartildi. Hacmi

500 mL’ye tamamlandi. 1,56 g NaH2PO4.2H>0 tartild1 ve ultra saf su ile

¢Oziilerek 100 mL’lik hacme tamamlandi.

+» pH=8 tamponu hazirlanmasi: Hazirlanan NazHPO4’den 94,7 mL,
NaH2POs’den de 5,3 mL alinarak, pH metre ile pH’1 kontrol edildi. Cozelti
200 mL’ye seyreltildi.
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*

X/
L X4

pH=7 tamponu hazirlanmasi: NaHPO4’den 61 mL, NaH2PO4’den de 39 mL

alinarak, pH metre ile pH kontrol edildi ve 200 mL ye seyreltildi.

DTNB c¢ozeltisinin hazirlanmasi: pH=7 tamponunda 16 mg DTNB ¢6ziildii.

Baska bir yerde 7,5 mg NaHCO3 1 mL pH=7 tamponunda ¢6ziildii. Ikisi
karistirildi ve pH=7 tamponuyla 4 mL’ye seyreltildi.

Acl (Asetilkolin iyodiir) Hazirlanmasi: Acl‘dan 16 mg tartilarak 4 mL ultra

saf suda ¢oziildii.

Bul (Biitirilkolin iyodiir) Hazirlanmasi: Bul’dan 4 mg tartilarak 4 mL ultra

saf suda ¢oziildi.

3.2.2.7. Ureaz enzimi inhibisyon aktivitesi yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

X/
L X4

X/
L X4

X/
°

Fosfat tamponu hazirlanmasi (0,01 M): 0,1780 g NazHPO4.2H20 tartild: ve bir

miktar saf su ile ¢oziildii. Hacmi 100 mL olacak sekilde tamamlandi. 0,156 g
NaH2P04.2H20, 100 mL’lik balon jojeye konularak, bir miktar su ile ¢oziildii

ve 100 mL’ye tamamlandi.

pH=8.2 Tamponu hazirlanmasi: NazHPO4’den 96 mL, NaH2PO4’den de 4 mL

alindi. pH metre ile pH kontrol edilerek 200 mL’ye seyreltildi.

Fenol Reaktifi: 0,8 g fenol tartilarak, 10 mL suda ¢6ziildii. % 0,005 lik sodyum
nitropurisside hazirlamak i¢in 5 mg Na[Fe(CN)sNO].2H.O tartilarak 10
mL’de ¢oziildii. 4 birim sodyum nitropurisside ve 5 birim fenol alinarak
karigim hazirlandi.

Alkali Reaktifi: NaOH’ten 0,285 g tartildi ve 10 mL suda ¢oziildi. %10-15°
lik NaOCl’ten 0,47 mL alindi ve 10 mL suda ¢6ziildii. 1 birim NaOH ve 1 birim
NaOCl ile karisim hazirlanda.

Ure: 0.2553 g tartildi, 25 mL tamponda ¢oziildii.

3.2.2.8. Ince tabaka kromatografisinde kullanilan belirtecler

X/
o

Serik siilfat belirtecinin hazirlanmasi: 2,0 g Ce(SO4)2.4H20 tartilarak 100 mL

%10’luk H2SO4 eklenerek ¢oziildii. Hazirlanan belirteg, uygun c¢oziiciilerle
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hazirlanmis ince tabaka plaklarina piiskiirtiildiigiinde ve etiivde yaklasik 110

°C’de brrakildiginda lekeler olusturuncaya kadar bekletildi.

3.3. Aletler ve Diger Gerecler

A\ 4 vV V V V V V VY

vV V VYV V V V V VYV V

>

Micro-Plate Reader (96’11 mikropleyt okuyucu; Elisa Reader)

Doner Buharlastiric1 (Rotary evaporator)

Freeze dryer (Christ Alpha 1-4 LD)

Gaz Kromotografisi (GC) cihazi (Shimadzu GC-17 AAF, V3, 230V LV)

Gaz Kromotografisi-Kiitle spektroskopisi cihazi (GC/MS) (Varian 2100)
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC-DAD, Shimadzu)

Niikleer Manyetik Rezonans Cihazi (NMR), (Bruker Avance, 300 MHz, 400
MHz, 500 MHz ve 600 MHz (Cryo-cooled Problu)

Preperatif Recycle HPLC (LC-908, Geri Doniistimlii Preperatif HPLC, JNI,
Japan Analytical Industry Co., Ltd.)

Nicolet IS10 FT-IR (Thermo)

Kiitle Spektrometresi (JEOL MSRoute resoliisyon:1000)

UV Spektrofotometre (UV-Vis) (Shimadzu UV-1601, Japonya)

Azot ve Oksijen Tiipleri

Hassas Terazi (Scaltec SBA 31)

pH-metre (Thermo)

Manyetik karistirict (Heidolph MR 3001, Almanya)

Ultra saf su cihaz1 (Younglin Instrument, aquaMAX-Ultra, Kore)
Otomatik Pipetler (2-20 pL, 10-100uL, 20-200uL, 100-1000uL, 50-5000uL),
(Eppendorf, Almanya)

Hesap makinesi (Casio fx-3650P Super FX, Japonya), Pulvarizator, Balon
jojeler, armudi cam balonlar, Magnetler
ICP-MS (Agilent 7700x)
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3.4, Ekstrelerin Hazirlanmasi

Topladigimiz Trif tiirleri kurutulduktan sonra toz haline getirildi. Her bir materyalin
kuru miktarinin 5 kat1 kadar ¢6ziicii ile oda sartlarinda sirasiyla n-hekzan, kloroform,
aseton, metanol ve sicak su ile ekstraksiyonlari yapildi. Filtre kagidindan siiziildii ve
balonlara aktarilarak doner buharlastiricida vakum altinda ¢oziiciisii uzaklastirilip
ekstreler elde edildi. Metanol ekstraksiyonlarinda tam kurumayan kisim ile triiflerin
sicak su (80°C) ekstreleri siizme isleminden sonra balonlara aktarilarak sulu kisimin
derin dondurucuda (-20°C) donmasi saglandi ve liyofilizator ile ¢o6ziicii (su)
uzaklastirildi. Boylece her bir triiften artan polaritelerdeki ¢oziiciilerle toplam 5 ekstre

(n-hekzan, kloroform, aseton, metanol ve su) elde edildi (Sekil 3.1). Ekstrelerin

miktarlart Cizelge 3.1.’da verilmektedir.
Trif

. Mantarlari

r ———— Hekzan ile eksraksiyon

Kalnti Hekzan
ekstresi

Kloroform ile eksraksiyon

Kloroform

Kalut ekstresi

Aseton ile eksraksiyon

Aseton

Kalmt: Ekstresi

Metanol ile eksraksiyon

Kalmt

Metanol
Ekstresi

Sicak su fle eksraksiyon

Su ekstresi

Sekil 3.1. Mantarlarin ekstraksiyon islemleri
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3.5. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

3.5.1. p-karoten renk acilim yontemi

Linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge dien hidroperoksitlerinin
inhibisyonunun ol¢lilmesine dayanan metod (f-karoten-linoleik asit) ile ekstrelerin
antioksidan aktiviteleri belirlendi (Miller, 1971; Tel vd., 2012). Reaksiyonun
olusmasindan sonra, ¢ozeltide f-karotenin sar1 renginin giderek kaybolmasiin 470
nm’de UV-spektrofotometrede oOlciilmesiyle elde edilen sonuglar standart ile

karsilastirilarak verildi.

Farkli konsantrasyonlarda 6rneklerden 40 pL alindi ve mikroplakalara 3 tekrarl
olacak sekilde konuldu. f-karoten ¢ozeltisi hazirlandi ve her kuyucuga 160 pL eklendi
ve mikroplaka okuyucuda baslangi¢ absorbanslari 470 nm’de 6lgiildii. Ik Sl¢iimiin
ardindan ornekler 45°C’de inkiibasyona birakildi. Kontrol (metanol) grubunu igeren
kuyucuklardaki sar1 rengin acilmasi takip edilerek, her 30 dakikada bir 6l¢iim

surduruldu.

Tim verilerin f-karoten renk agilim orani (R), asagidaki esitlige gore hesaplandi:

Py
1
—
o |

(3.1)

In: Dogal logaritma, a: baslangig absorbansi, b: inkiibasyon sonundaki absorbans, t:

inkiibasyon siiresi (dak)

Antioksidan Aktivite (AA) asagidaki denkleme gore hesaplandi:

. Reooe — Re
AA (% Inhibisyon) = —<29mk 100 (3.2)

Kontrol

Axontrol kontroliin absorbansi, Agrer 0rnegin absorbansidir.

3.5.2. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi

Triiflerden elde edilen ekstrelerin ve saf maddelerin serbest radikali giderim
aktiviteleri, DPPH" serbest radikali ile tespit edildi (Blois, 1958). Farkli ¢oziiciilerde
¢oziinebilen 40 pL her bir 6rnek mikroplakalara konuldu ve 160 uL. DPPH ¢6zeltisi
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eklendi. 30 dak karanlikta inkiibasyona birakildi. Siire bittiginde 517 nm’de

mikropleyt okuyucu yardimiyla absorbanslari 6l¢iildii.

Serbest radikal giderim aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

DPPH Giderim Aktivitesi (% Inhibisyon) = 2Xentret=oreicy 100 (3.3)

Kontrol

Akontrol kontroliin absorbansi, Agrmer Ornegin absorbansidir.

3.5.3. ABTS" radikali giderimi aktivitesi yontemi

Trif ekstrelerinin ve izole edilen bilesiklerin katyon radikal giderim aktivitelerini
tespit etmek icin ABTS™ yontemi kullanildi (Re vd., 1999). ABTS ¢ozeltisi (7 mM)
hazirland1 ve 12 saat karanlikta bekletildi. Farkli konsantrasyonlarda her bir 6rnekten
40 pL alinarak mikropleyt kuyucuklarina 3 paralel seklinde konuldu ve iizerine 160
nL ABTS ¢ozeltisi ilave edildi. Orneklerin absorbanslari, kontrole karsi kiyaslandi ve

ABTS radikal giderim aktivitesi asagidaki esitlik yardimiyla hesaplandi:

ABTS™ Giderim Aktivitesi (% Inhibisyon) = 2Xenret"0meky 100 (3.4)

Kontrol

Axkontrol kontroliin absorbansi, Agrmer 6rnegin absorbansidir.

3.5.4. Cu (I1) indirgeme aktivitesi (CUPRAC) yontemi

Trif ekstrelerinin Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC)
kullanilarak —antioksidan aktivitesi tespit edildi (Apak vd., 2004). Farkli
konsantrasyonda olan 6rneklerden 40 puL alinarak, iizerine sirastyla 50 pL, 10 mM Cu
(IT) ¢ozeltisi, 50 uL neokuprin ¢ozeltisi, 60 uL. (NH4Ac) tamponu ilave edildi ve
karigtirildi. 1 saat siiresince oda kosullarinda inkiibasyona birakilarak, son olarak 450

nm’de absorbanslar1 6l¢iildii.

% Inhibisyon = 2Xentrot=4ormelcy 100 (3.5)

Kontrol

Akontrol kontroliin absorbansi, Agrer 0rnegin absorbansidir.
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3.5.5. Metal baglama aktivitesi yontemi

Triif ekstrelerinin metal baglama aktiviteleri Decker ve Welch, (1990) tarafindan
gelistirilen metoda gore belirlendi. Farkli konsantrasyonlarda belirli ¢dziiciilerle
hazirlanan 6rneklerden 40 pL, FeCl, ¢ozeltisinden 40 pL ve Ferrozin ¢ozeltisinden de
80 uL eklenerek karistirildi ve 10 dakika oda sartlarinda inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda 593 nm’de absorbanslar1 belirlendi ve asagidaki esitlik kullanilarak metal

baglama aktivitesi hesaplandi:

Metal baglama Aktivitesi (% Inhibisyon) = 2Xentrol=Aorneky 10 (3.6)

Kontrol

Axontrol kontroliin absorbansi, Agrer Ornegin absorbansidir.

3.6. Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz Inhibisyon Aktiviteleri Yontemi

Triif mantar1 ekstrelerinin asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi
Ellman vd. (1961) metodu ile gergeklestirildi. Substrat olarak asetiltiyokolin iyodiir
(Acl) ve biitiriltiyokoliniyodiir (Bul), enzim olarak yilan baligindan elde edilen
asetilkolinesteraz enzimi (AChE) ve at serumundan elde edilen butirilkolinesteraz
enzimi (BChE) kullanildi. Aktivite 6lglimii igin renk reaktifi olan 5,5’-Ditiyo-bis(2-
nitrobenzoik) asit (DTNB) her iki antikolinesteraz aktivitesinin Ol¢limii i¢in

kullanilirken, pozitif kontrol olarak Galantamin kullanildu.

Mikroplakalarin her bir kuyucuguna farkli konsantrasyonlar 10 pL 6rnek ¢ozeltilerin
tizerine 130 pL 0,1 M pH=8 fosfat tamponu ve 10 uL. AChE veya BChE enzim
cozeltisi eklendi. Oda sicakliginda (25 °C) 15 dak inkiibasyon siirdiiriildii. Stire
bitiminde 20 pL. DTNB ¢ozeltisi ve 20 uL Acl veya Bul eklenerek 10 dakika boyunca
412 nm dalga boyunda kinetik olarak 6l¢iim saglandi.

% Inhibisyon = 2£zm=A0mekcy 10 (3.7)

Enzim

Agnzim kontroliin absorbansi, Agex Ornegin absorbansidir.
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3.7. Ureaz Inhibisyon Aktivitesi Yontemi

Farkli derisimlerdeki Ornek c¢ozeltiler, iireaz enzimi inhibisyon aktivitesini tespit
etmek icin indofenol metodu kullanildi ve reaksiyon sonucundaki amonyagin tespit
edilmesiyle spektroskopik olarak belirlendi (Weatherburn, 1967). Ureaz enzimi ile
etkilestirildikten sonra substrat olarak iire eklendi. Mikroplakalara 10 pL farklh
konsantrasyonlardaki orneklerden, 25 pL iircaz enzim ¢ozeltisinden ve 50 uL iire
eklendi ve 30°C de 15 dak inkiibasyona birakildi. Kontrol grubu olarak 10 pL etanol
kullanildi. 45 pL fenol ve sodyumnitropurissit bulunduran fenol reaktifinden, 70 pL
sodyumbhidroksit ve sodyumhipokloréz bulunduran alkali reaktifinden ilave edildi ve
50 dakikanin ardindan 630 nm’de absorbansi 6l¢iildii (Khan vd., 2004).

% inhibisyon = 2£nzm=A0rmeicy 100 (3.8)

Enzim

Agnzim kontroliin absorbansi, Agmex Ornegin absorbansidir.

3.8. Fenolik Profillerin HPLC-DAD Sistemiyle Belirlenmesi

Triif orneklerinden yaklagik 3 g tartilip, 30 mL aseton: su (80:20) ¢oziicli sistemi
eklenerek -18°C’de 24 saat ekstraksiyon islemine tabii tutuldu. Ardindan 6rnekler
ultrasonik banyoda yaklasik 15 dak. boyunca bekletildikten sonra 4000 rpm’de 20°C’de
10 dakika santrifiijlendi. Whatman No 4 filtre kagidindan siiziildii ve kalint1 iki kez daha
ekstraksiyon yapildi. Coziicliler doner buharlastirici yardimiyla uzaklastirildi. Elde
edilen ekstre su: metanol ile tekrar ¢dziilerek, 0.20 um filtrelerden gegirildi. Ornek
HPLC-DAD (Shimadzu 20 AT series HPLC, Japan) cihaz ile analiz edildi (Barros
vd., 2009). Alikonma zamani, standart olarak kullanilan maddeler kullanilarak pik
cakistirma ve pik alani hesaplama gibi metodlar kullanarak nitel ve nicel sonuglar elde
edildi. Ayrica gallik asit, fumarik asit, katekin hidrat, vanilin, p-hidroksi benzoik asit,
6,7-dihidroksi kumarin, kafeik asit, 3,4-dihidroksi benzoik asit, p-kumarik asit, ellajik asit,
ferulik asit, kumarin, trans-2-hidroksi sinnamik asit, rosmarinik asit, 2,4-dihidroksi
benzoik asit, trans-sinnamik asit olan fenolik asit ve organik asit standartlar metanolde

coziilerek HPLC’ye verildi, fenolik profil analizi gerceklestirildi.

54



Cizelge 3.1. HPLC-DAD cihazi analiz sartlari

HPLC-DAD Cihaz Parametreleri

Kolon Cigkolon (5 um, 250 mm x 4.6 mm. i.d)

Mobil Faz A %0,5’lik CH3COOH igeren H20

Mobil Faz B %0,5’lik CH3COOH igeren MeOH

Kolon Firm Sicaklig1 40°C

Dedektor SPD-M20A DAD dedektor

Dedektor Dalga Boyu 280nm

Enjeksiyon Hacmi 20uL

Analiz siiresi 60 dakika

Gradient Program Zaman (dak)  Akis % Solvent A % Solvent B

(mL/dak)

0.01 1,500 90,00 10,00
2.00 1,500 80,00 20,00
15.00 1,500 70,00 30,00
30.00 1,500 00,00 100,00
33.00 1,500 99,00 01,00
35.00 1,500 99,00 01,00

3.9. Silillenme islemi ve GC-MS Analizi

1 mg madde 10uL susuz piridin @ de ¢ozildli, dzerine 15uL
Bis(trimetisilil)trifloroasetamit eklendi ve 20 dak. 80°C’de bekletildi. 100uL
Kloroform eklenerek seyreltildi ve GC-MS’e 0,2 uL enjeksiyon yapildi. Cizelge
3.2°de verilen sartlar kullanilarak, GC-MS analizi gelgeklestirilmistir. NIST

kiitiiphanesi kullanilarak 3.8’de yer alan bilesenlerin analizleri gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.2. GC-MS silleme analiz sartlar

Kolon DB-1 kapiler kolon (30 m x 0.25mm, 0.25um)

Tastyict Gaz He

Enjeksiyon sicakligi 280°C

Kolon sicaklig Firin sicakligi 100°C de 10 dakika bekletildi. Daha sonra 300°C”

ye 4°C/dak. hizla ¢ikarildi ve 300°C’de 10 dak. bekletildi (Toplam

70 dak)

Split Orani 1:20

Iyon Kaynag1 sicakligi 150 °C

Elektron enerjisi 70 Ev

Kiitle aralig1 28-450 m/z

Scan aralig1 0.01

Enjeksiyon miktari 0.2uL
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3.10. Sitotoksik Aktivite Testleri

3.10.1. Hiicre kiiltiirii

Trif ekstrelerinin saf bilesenlerinin kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerini
saptamak amaciyla PC-3, MCF-7 ve H1299 insan kanser hiicreleri sitotoksik etkilerini
arastirmak i¢in kullanildi. -86°C’lik derin dondurucu da saklanan Ostrojen reseptorlii
Fare Fibroblast (L929), Meme Kanseri (MCF-7), Prostat Kanseri (PC-3) ve Akciger
Kanseri (H1299) hiicre hatlar1 flasklara ekim yapilmak iizere ¢oziindirildi.
Kriyotiipte bulunan hiicreler falkon tiipe aktarildi. Uzerine 1 mL medyum (%100
DMEM+%10 FetalBovine Serum+%21 Antibiyotik) ilave edildi. 3000 rpm’de 1 dak.
santriflij edildi. Stipernatant kism1 dokiildii. Dipte kalan hiicrelerin tizerine her bir flask
icin 3,5 mL medyum ilave edilip homojen hale getirildikten sonra flasklara ekim
yapildi. 37°C’de 2 giin inkiibe edildi. Hiicrelerin yeterli sayiya ulasip ulasmadigini

belirlemek i¢in otomatik hiicre sayim cihazindan (Invitrogen-Countess) yararlanildi.

3.10.2. WST-1 sitotoksisite testi

48 kuyucuklu plate kullanilarak yapildi. Her kuyucuga 10* adet Fare Fibroblast
(L929), H1299, MCF-7 ve PC-3 hiicre hatlar1 ekildi. Uzerlerine %10 Fetal bovine
serum, %1 penisilin streptomisin igceren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) eklendi. Hiicreler 37°C de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi. 24
saatlik inkiibasyonun Picoa juniperi su (PJS), Picoa lefebvrei su (PLS), Picoa juniperi
metanol (PJM), Picoa lefebvrei metanol (PLM), 1 mg/mL olarak hazirlandi. Suda
¢oziinmeyen malzemeler (PJM, PLM) %5 DMSO+%95 DMEM hazir besiyeri
icerisinde c¢ozdiiriilerek 1mg/mL stok sollisyon hazirlandi. Tim malzemelerin
konsantrasyonlar1 200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 ug/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,25’
ug/mL olarak uygulandi. Her 6rnek 3 tekrarli olarak c¢alisildi. Uygulamanin ardindan
24 saat inkiibasyon yapildi. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki hiicrelerin
vasatlar1 atild1 ve yerine 200 pL fenol red igermeyen besiyeri (DMEM) eklendi. Her
kuyucuga 7,5 uL WST-1 soliisyonu eklendi ve 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan 440 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda absorbans o&l¢iimii yapildi
(Moghtader, 2014).
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3.11. Polisakkaritlerin izolasyonu ve Karakterizasyonlari

3.11.1. Polisakkaritlerin eldesi ve ¢oktiiriilmesi

Mantar 6rneginin sicak su ile elde edilen ekstresi, deiyonize su ile ¢oziildiikten sonra
Whatman No:4 siizgeg kagidi ile siiziildii. Elde edilen slipernatanin {izerine 1:3 Etanol
ilave edildi ve 4°C’de c¢oktiiriildii. Bu islem ii¢ kez tekrarlandi. Karisim 4°C
cikarildiktan sonra 4000 rpm’de 20° C’de 10 dakika santrifiijlendi. Coken kisim
(polisakkarit), siipernatan kisimdan Whatman No:4 siizge¢ kagidi ile ayrildi.
Siipernatan kisim atildi. Coken polisakkarit kisim 2-3 kez etanol ile yikandi (Rana vd.
2009).

3.11.2. Polisakkaritlerin ortalama molekiil agirhklariin hesaplanmasi

Molekiil Agirligi 40° C’ta bir Shimadzu RID-10A detector ve Shimadzu LC-10 ATvp
HPLC sisteminine uygun GPC Ultrahydrogel 1000 kolonu (7,8% 30,0 cm) ile tespit
edildi. Her akista 20 pL (5 mg/mL) 6rnek ¢ozelti enjekte edildi ve akis hiz1 0,6 mL/dak.
0,2 M NaCl ile elue edildi. Standart dekstranlar kalibre edilmis kolondan gegirildi ve
sonra eliisyon hacimleri sirasiyla molekiil agirliklarinin logaritmasina karsi grafige
gecirildi. Saflastirilan polisakkaritlerin eliisyon hacimleri ayni grafikte ¢izildi ve

molekiil agirliklart hesapland: (Iteku vd., 2013).

3.11.3. Polisakkaritlerin FT-IR ile analizleri

Thermo Scientific one Nicolet 1S10 FT-IR cihazt 650-4000 cm™ araliginda, ATR
kullanilarak analiz gergeklestirilmistir. ATR’de, kristalin (elmas yiizey) oldugu bolge
alkol ve kalint1 birakmayan pegete ile temizlendi ve kapagi kapatildi. Oncelikle
herhangi bir 6rnek koymadan bos havanin spektrumu alindi. Spektrum ekranda
gosterilmeden, ornek spektrumundan otomatik olarak ¢ikarildi. Arkaplan ¢ekimi
tamamlandiktan sonra 1 mg kadar Ornek kati, sivi (¢Oziiciisiiz) olarak kristalin
bulundugu bolgeye birakildi. Platformun iizerindeki baski eli ile uygun bir basing
uygulanarak kristalle numune arasinda uygun bir temas saglandi. Ornegin okumasi

gerceklestirildi.
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3.12. Kromatografik Yontemler

3.12.1. ince tabaka kromatografisi

Ince tabaka kromatografisinde (ITK), silika jel hazir plaklar (20 x 20 cm), ters faz
(RP1g) C1s dolgu maddeli plaklar tercih edildi. Triiflerden elde edilen ekstrelerin uygun
¢oziicii sistemlerinin tespit edilmesi, benzer maddeleri iceren fraksiyonlarin

birlestirilmesi, maddelerin saflik kontrolii i¢in preparatif ince tabaka sistemi yogun

olarak kullanild.

3.12.2. Kolon kromatografisi

Triiflerden elde edilen ekstrelerin fraksiyonlandirilmasi ve fraksiyonlardan madde

izole edilmesi igin silika jel ve RP-C1g dolgu maddeleri kullanildi.

Ekstreler, ince tabaka kromatografisinde uygun ¢oziicli sistemleri kullanilarak test
edildikten sonra fraksiyonlandirma c¢alismalar1 icin silika jel bulunan kolonlar
kullanildi. Bunun igin ekstreler ¢oziiciisiiyle ¢oziilerek silika jel ile karistirild1 ve oda
sicakliginda kurutuldu. Kolon ekstre miktarina uygun olarak se¢ildi. Dip kismina az bir
pamuk yerlestirildi ve boyunun 2/3 oraninda silika jel ile dolduruldu. Kolonun iist kismina
paketleme yoOntemiyle ekstre yerlestirildi. Ellisyona %100 hekzan ile baslandi ve
polarite artis1 uygulanarak sirasiyla kloroform, etil asetat ve metanol ile siirdiiriildii.

Eliisyon %100 metanol ile tamamlandi.

3.12.3. Preperatif HPLC-UV-RI kullanarak biyoaktif bilesenlerin izolasyonu

Kolon kromatografisi yoluyla fraksiyonlarin saflastirma c¢aligmalari, ince tabaka
kromatografisi ile 3 veya 4 bilesik icerdigi tespit edilinceye kadar siirdiirtildii.
Ardindan maddelerin saflastirilmas: i¢in Preparatif Recycle HPLC kullanildi.
Ayrilabilecegini diisiindiigiimiiz fraksiyonlardan 15 mg tartilip, kolon sartlarindaki
¢oOziiciisii ile ¢ozdiikten sonra Preparatif HPLC cihazina enjekte edildi. Bilesenlerin
ayrilma siireleri dikkate alind1 ve ardindan 30 mg fraksiyon cihaza enjekte edildi.

Birbirinden ayrilan maddeler cihazdan alind1.
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3.12.3.1. Preparatif HPLC ¢alisma sartlart

Kolonlar: Maddenin polaritesine gore farkli tip kolon sistemleri kullanildi.
Kolon 1: ODS-L-80, C1s kolon (250 x 20 mm ID; partikiil ¢ap1 5 uM)

Kolon 2: GS-320 (Size elution Chromatography Limit, 40.000 Da; igerik: %70
polivinil alkol ve %30 C18; 500 x 20 mm ID)

Kolon 3: JAIGEL-SIL, SH-0,43-15 (partikiil boyutu: 10/20 pm; boyut: 120(A)
Dedektorler: UV (254 nm) ve Refraktif Indeks

Coziiciiler: Maddenin polaritesine gore farkli tip ¢oziicii sistemleri kullanildu.

Sekil 3.2. Preperatif HPLC cihaz

3.13. Spektroskopik Yontemler

3.13.1. Niikleer manyetik rezonans

[zole edilen saf maddelerin; *H NMR, 3C NMR, DEPT ve 2D-NMR (HSQC, HMBC,
COSY) spektrumlar1 alindi ve ¢o6ziicii olarak da doéterokloroform (CDClg),
déterometanol (CD30D) ve doterosu (D20) kullanildi.

3.13.2. Kiitle spektroskopisi

Elektron iyonizasyon (EI-MS), Elektron spin iyonizasyon (ESI-MS) sistemleri

kullanilarak saf bilesiklerin kiitle spektrumlar1 alind.
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3.14. Istatistik Hesaplamalar

Aktivitelerin hesaplanmasinda 3 paralel testin ortalamasi alinarak + standart sapmalar
belirlendi ve % 95 giiven araliginda student t testi uygulandi. En kii¢tlik kareler yontemi
ile, dogrusal regresyon analizi yapildi. Egim, intersept ve korelasyon katsayilar
degerlendirildi. Verilerin homojenligi, Data varyasyonlarinin normalligi ve
homojenligi, %5 anlamlilik giiven seviyesinde degerlendirildi. Tek yonlii varyasyon
analizi, Anova Fisher yontemi kullanilarak Minitab 16 istatistik programi ile
degerlendirildi (P < 0,05).

3.15. ICsove Aos degerlenin hesaplanmasi

ICso degeri aktivite sonuglarinin %50 inhibisyon konsantrasyonu ile ifade edildi.
Ornek konsantrasyonu ile % inhibisyonunun grafiginden ICso degeri; &rnek

konsantrasyonun absorbansa karsi ¢izilen grafikten Aosdegeri hesaplandi.
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4. BULGULAR VE iRDELEME

4.1. Triif Mantarlarindan Elde Edilen Ekstrelerin Miktar Sonuclar:

Triifler toplandiktan sonra gélgede kurutuldu, tartildi. 403,10 g Picoa lefebvrei (Pat.)
Maire, 830,00 g Picoa juniperi Vittad. elde edildi. Cizelge 4.1°’de mantarlaradan elde

edilen ekstrelerin miktarlar1 ve verimleri verilmistir.

Cizelge 4.1. Mantarlardan elde edilen ekstrelerin miktarlar: ve verimleri

Mantar Ekstre Kodu Miktar1 % Verim

Picoa lefebvrei (Pat.) Maire  n-hekzan PLH 12,1 3,00
Kloroform PLC 49 1,21
Aseton PLA 45 1,12
403,19 Metanol ~ PLM 24,1 5,08

Su PLS 44.0 10,91

Picoa juniperi Vittad. n-hekzan PJH 20,8 2,5

Kloroform  PJC 13,2 1,59
Aseton PJA 5,9 0,71
830,09 Metanol  PJM 38,64 6,00
Su PJS 47,0 5,66

4.2, Triif Mantarn Ekstrelerinin Antioksidan Aktivite Sonuclar:

4.2.1. p-karoten renk acilim yontemi sonuglar: (lipid peroksidasyon inhibisyon
aktivitesi)

Picoa lefebvrei ve Picoa juniperi’nin n-hekzan, kloroform, aseton, metanol ve su
ekstrelerinin toplam antioksidan aktivitesi (lipit peroksidasyonu inhibisyon aktivitesi)
[karoten renk agilimi yontemi kullanilarak belirlendi. Sekil 4.1. ve Cizelge 4.2 de
trif tiirlerinin n-hekzan, kloroform, aseton, metanol ve su ekstrelerinin lipit
peroksidasyonu inhibisyonu aktiviteleri verilmektedir. Uzerinde calistigimiz
ekstrelerin aktiviteleri, standart olarak kullanilan ve sentetik antioksidan olan BHA ve
a-Tokoferol ile karsilastirildi. Elde edilen sonuglara gore, tiim ekstrelerin artan
konsantrasyonlarina paralel olarak inhibisyonlarinin da arttifi belirlendi. Cizelge
4.2’de de goriildigii tizere 800 pg/mL konsantrasyonda P. juniperi n-hekzan ekstresi
(%93,40), kloroform ekstresi (%79,85), P. lefebvrei n-hekzan ekstresi (%84,06),
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kloroform ekstresi (%74,55) inhibisyonlariyla diger ekstrelerden daha fazla aktivite

gosterdigi tespit edildi.

Cizelge 4.2. P. lefebvrei ve P. juniperi’nin f-karoten renk ac¢ilimi yontemiyle lipit peroksidasyonu

inhibisyonu aktivitesi

% Lipit Peroksidasyonu Inhibisyonu Aktivitesi

Ekstreler  100pg/mL 200pg/mL 400pg/mL 800pg/mL 1Cso(pg/mL)
n-hekzan 47,34+1,30"  68,95+2,03" 80,01+0,52® 93,40+1,36*  115,57+1,30!
s = Kloroform  40,24+1,69° 57,89+0,38° 65,85+1,03° 79,85+2,49¢  156,14+1,39"
8 09). Aseton 33,771,299 4575+1,21F  54,39+2,81% 66,42+0,86 372,70+1,549
a 5 Metanol 29,01+2,76°  44,81+1,179 54,66+1,979 67,05+2,66 398,25+2,14P
Su 10,05+2,74%  25,22+0,03! 35,35+2,23"  56,39+2,61"  671,51+1,90?
n-hekzan 39,01+0,33¢  49,13+2,70°  60,10+1,63¢9  84,06+1,47°  245,00+1,539
B Kloroform  28,99+2,72°¢  42,32+1,449  56,90+1,34%" 74,55+2469  363,58+1,99¢
8 & Aseton 16,20+2,14F  38,10+1,59" 54,50+0,32% 69,45+0,03¢" 386,25+1,02¢
a E Metanol 48,00+1,03> 55,05+1,319 67,68+0,44° 71,25+1,37¢  127,84+1,03
Su 35,88+2,20¢  45,31+2,70 57,90+1,12% 66,22+2,319 342 85+2 08f
BHA” 90,39+0,378  91,91+0,38%  93,79+1,16®  96,01+1,182 1,4040,01k
a-Tokoferol * 89,32+0,54%  92,70+0,69%  94,88+0,55%  96,04+0,58%  2,20+0,05%
*: Standart

Farkli ist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklari gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher Testi;
p <0.05).

E100ug/mL B200pg/mL 0O400pg/mL B800ug/mL

110
100
90
80
70 1%
60 T

50 +
40
30
20 T
10

o-Tokoferol }

o
1

Lipit peroksidasyon inhibisyon aktivitesi (%)

BHA ;

Kloroform =

n-Hekzan £
KlOFOfOI’m Iu!-!-!-!-!-!- [HHEEHE

Picoa lefebvrei Standartlar

Picoa juniperi

Sekil 4.1. P. lefebvrei ve P. juniperi’nin #-karoten renk a¢ihmi yontemiyle lipit peroksidasyonu
inhibisyonu aktivitesi
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4.2.2, DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi sonuclari

Picoa lefebvrei ve P. juniperi’nin n-hekzan, kloroform, aseton ve metanol ekstrelerinin
serbest radikal giderim aktivitesi DPPH® radikal giderim yontemi kullanilarak
belirlendi. Sonuglar Sekil 4.2°te ve Cizelge 4.3’te verilmektedir. Elde edilen sonuglara
gore, iizerine ¢alistigimiz tiim ekstrelerin ve standartlarin artan konsantrasyonlarina
paralel olarak radikal giderimlerinin de arttig1 belirlendi. Aktiviteler, referans madde
olarak kullanilan ve sentetik antioksidan olarak bilinen BHA ve a-Tokoferol ile
karsilastirildi. Test sonuglart hem % inhibisyon hem de hesaplanan 1Csq degerleriyle
Cizelge 4.3’te verilmektedir. P. lefebvrei ve P. juniperi’nin DPPH serbest radikal
giderim aktiviteleri karsilastirildiginda sirastyla, 800 pg/mL konsatrasyonda, P.
Juniperi’nin metanol ekstresi (%58,27), P. lefebvrei’nin metanol ekstresi (%57,54)
inhibisyon ile diger ekstrelerden daha yiiksek serbest radikal giderim aktivitesine sahip
oldugu hesaplandi (Cizelge 4.3). Picoa juniperi tizerine Murcia, (2002) ve Akyiiz vd.
(2015) tarafindan yapilan antioksidan aktivite testi sonucu da elde ettigimiz bulgulari
dogrulamaktadir. Diger trif tiirleri Ulizerine de antioksidan aktivite testleri
gerceklestirilmis olup bu g¢alismalar da elde ettigimiz sonuglarla uyum i¢indedir

(Dogan ve Aydin, 2013; Gouzi vd., 2013, Wahiba vd., 2016).

Cizelge 4.3. P. lefebvrei ve P. juniperi’nin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi

% DPPH Serbest Radikali Giderim Aktiviteleri

Ekstreler 100pg/mL 200pg/mL 400pg/mL 800pg/mL 1Cs0 (ng/mL)
n-hekzan 3,77+1,19" 5,99+0,92" 13,85+0,21'  27,55+0,51' >800°
m'é Kloroform  8,04+0,14 15,48+0,09¢  25,21+0,58"  47,12+0,29° >800?
S Z Aseton 3,43+0,66" 7,64+0,219 19,39+0,219  39,48+0,69" >800°
a = Metanol 13,03+0,68¢  17,67+0,38¢  32,87+0,99¢  58,27+0,19¢  671,83+0,56°
Su 9,57+0,47¢ 19,33+0,29¢  37,14+0,23¢  62,04+0,40° 618,10+0,34¢
n-hekzan 3,08+0,07™ 7,14+0,959 17,63+0,37"  33,50+1,21" >800°
g'g Kloroform  5,89+0,769  13,46+0,74"  25,75+0,61"  47,58+0,59°  >800°
D&ijf) Aseton 2,60+0,29 6,65+0,749" 17,74+0,64"  35,47+1,03¢ >8002
2 Metanol 13,49+0,39°¢ 19,87+0,14¢  33,554+0,11¢  57,54+0,01¢  674,67+0,65°
Su 11,67+0,41¢  20,40+1,17¢  41,84+0,62° 62,52+1,11° 594,00+0,83¢
BHA" 86,58+0,02°  88,36+0,29°  96,05+0,152  98,05+0,082  19,70+0,189
a-Tokoferol ™ 87,70+0,122  90,07+0,52%  94,74+0,15°  96,12+0,42°  38,75+0,23"
*: Standart

Farkli tist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklar: gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher Testi;

p <0.05).

63



B0100pg/mL B200pug/mL O400ug/mL l800ug/mL|

110

100
90 il
80
70
60
50
40
30
20

inhibisyon)

DPPH Radikali Giderim Aktiviteleri (%
o
Aseton =
Metanol
BHA |

Kloroform =2

n-Hekzan £
Kloroform =

o-Tokoferol

Standartlar

Picoa lefebvrei

Picoa juniperi

Sekil 4.2. P. lefebvrei ve P. juniperi’nin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi

4.2.3. ABTS" radikali giderim aktivitesi yontemi sonuclari

Picoa lefebvrei ve P. juniperi’nin n-hekzan, kloroform, aseton, metanol ekstrelerinin
katyon radikali giderim aktivitesi, ABTS yontemi kullanilarak belirlendi. Her iki
materyalin ilgili ekstrelerinin katyon radikali giderim aktiviteleri % inhibisyon ve
hesaplanan ICso (ug/mL) degerleri bazinda, BHA ve a-Tokoferol ile karsilastirmali
olarak Sekil 4.3’te ve Cizelge 4.4’te verilmektedir. Cizelge 4.4 incelendiginde,
konsantrasyon artiglarina paralel olarak, ABTS katyon radikali giderim aktivitelerinin
de arttig1 goriilmektedir. Buna gore, 800 ug/mL konsantrasyonda, sirasiyla, P. juniperi
kloroform ekstresi (%92,46), aseton ekstresi (%92,09), P. lefebvrei aseton ekstresi
(%92,13), kloroform ekstresi (%92,08), P. juniperi metanol (%91,56), diger ekstrelere

kiyasla en yiiksek inhibisyona sahip oldugu belirlendi (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. P. lefebvrei ve P. juniperi’nin ABTS katyon radikali giderim aktivitesi

(%) ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi

Ekstreler  100pg/mL 200pg/mL 400pg/mL 800ug/mL ICso (ng/mL)

= n-hekzan 23,77+1,059  34,42+1,49"  44,81+0,94"  72,84+0,90° 463,87+0,85?

s _qé_ Kloroform  24,09+0,939 41,96+1,32% 78,22+0,17¢ 92,46+0,33% 278,23+0,68¢
E 5 Aseton 25,71+0,23F  45,94+0,80°" 73,61+1,84% 92,09+0,03 271,16+0,93¢
Metanol 27,95+0,76°  50,64+0,86%  65,42+3,04"  91,56+0,10° 268,41+1,19¢
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Cizelge 4.4 (devam)

Su 33,78+1,42°  60,70+1,09°  78,16+0,15°  85,58+0,28d 147,86+1,48"
n-hekzan 17,88+0,39"  31,75+0,51" 56,63+0,519  90,56+0,52¢ 382,65+0,48°

g'g Kloroform  24,48+1,32" 48,28+0,95% 83,65+1,50° 92,08+0,17°  215,02+0,98"
= 8 Aseton 23,450,499  43,93+0,807 76,36+0,89%¢ 92 134+0,06%¢  279,15+0,56¢
2 Metanol 31,62+0,48°  56,16+£0,07¢  71,44+0,30°  91,47+0,02b¢ 210,42+0,219
Su 29,85+1,769  45,67+5,10¢" 60,62+7,709  71,22+7,70° 341,07+5,56°

BHA" 82,630,022  86,7+0,10a 90,75+0,05%  95,89+0,102 12,80+0,501

a-Tokoferol * 81,81+0,16%  85,83+0,12a  88,79+0,06  94,96+0,532 34,50+0,47

*: Standart

Farkli tist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklar: gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher Testi;
p <0.05).
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Sekil 4.3. P. lefebvrei ve P. juniperi’nin ABTS katyon radikali giderim aktivitesi
4.2.4. Cu (1) indirgeme kapasitesi (CUPRAC) yontemi sonuclari

Picoa lefebvrei ve P. juniperi nin n-hekzan, kloroform, aseton, metanol ekstrelerinin
indirgeme giicli, CUPRAC yontemi kullanilarak belirlendi. Ekstrelerin ve standartlarin
konsantrasyonun absorbansa karsi ¢izilen grafikten Bakir (II) iyonu indirgeme
antioksidan aktivitesi absorbans, Ao s degeri hesaplandi. Ao.s0 (ug/mL) olarak Sekil 4.4°te
ve Cizelge 4.5.’te verilmektedir. Belirtilen sonuglara gore indirgeme giicii kapasitesi;
800 pg/mL konsantrasyonda P. juniperi kloroform ekstresi %1,19, P. lefebvrei n-
hekzan ekstresi %1,25’lik absorbans degerleri ile diger ekstrelere nazaran daha yiiksek

indirgeme giiciine sahip oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.5. P. lefebvrei ve P. juniperi’nin CUPRAC yéntemiyle Cu®* indirgeme giicii aktivitesi

(%) Cu? indirgeme giicii aktivitesi
Ekstreler  100pg/mL  200pg/mL  400pg/mL  800png/mL  ICso (ug/mL)
n-hekzan 0,28+0,02* 0,47+0,02¢  0,72+0,01*° 1,09+0,02% 254,54+0,01"
Kloroform 0,24+0,03* 0,44+0,02*  0,70+0,07* 1,19+0,10® 271,92+0,55

© 5

82— Aseton 0,11+0,01® 0,17+0,01° 0,28+0,01* 0,49+0,04* >8007

& 5 Metanol 0,26+0,01* 0,44+0,028  0,70+0,01* 1,04+0,02% 268,81+0,029
Su 0,18+0,04* 0,40+0,24*  0,72+0,42% 1,10+0,68° 290,30+0,34¢

n-hekzan 0,27+0,01* 0,47+0,02*  0,76+0,02* 1,25+0,05* 232,92+0,02'

o & Kloroform  0,23+0,01* 0,29:0,21*  0,52+0,40° 0,89+0,73*  279,10+0,03°
S & Aseton 0,11#0,01* 0,21+0,08*°  0,26+0,01* 0,49+0,01* >800°
%% Metanol 0,240,012 0,4240,01*  0,45£0,34%  1,09+0,01*  322,50+0,09°
Su 0,16+0,00° 0,25+0,01*  051+0,01* 0,78+0,02° 391,67+0,01°
BHA" 1,7040,05% 2,89+40,41%  3,1940,03* 3,50+0,04* 25,17+0,01
a-Tokoferol 0,54£0,01% 1,0340,03*  1,8140,11° 2,93+0,16* 85,41+0,03
*: Standart

Farkli tist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklari gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher Testi;
p <0.05).
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Sekil 4.4. P. lefebvrei ve P. juniperi’nin CUPRAC yontemiyle Cu?* indirgeme giicii aktivitesi

4.2.5. Metal baglama aktivitesi yontemi sonuclar:

Picoa lefebvrei ve P. juniperi nin n-hekzan, kloroform, aseton, metanol ekstrelerinin
metal baglama aktivitesi Fe""(I) iyonunu baglama kabiliyetini dlgen Ferrozin-Fe (I1)
yontemi kullanilarak belirlendi. Triiflerinin metal baglama kapasite sonuclart Sekil 4.5
ve Cizelge 4.6’te verilmektedir. Yapilan bu ¢aligmalarda ekstrelerin ve standart olarak
kullanilan EDTA’nin Fe™(II) iyonunu baglama aktivitesi karsilastirilarak sonuglar
hesaplandi. 800 pg/mL konsantrasyonda, P. lefebvrei %73,21 inhibisyon gosterirken

P. juniperi’nin metanol ekstresi %68,23 inhibisyon gostermektedir. Bu sonuglara gore,
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her iki tiirlin metanol ekstresinin 800 pg/mL konsantrasyonda metal selat aktivitesinde

standart olarak kullanilan EDTA’nin 100pg/mL konsantrasyondaki aktivitesiyle

yarigmaktadir.

Cizelge 4.6. P. lefebvrei ve P. juniperi’nin Fe?*Ferrozin yontemiyle metal baglama aktivitesi

(%) Metal Baglama Aktivitesi

Ekstreler  100pg/mL 200pg/mL 400pg/mL 800png/mL I1Cs0 (ng/mL)
n-hekzan - 0,56+4,20" 11,96+3,18¢% 14,98+5,08¢  >8007?
. é Kloroform - - 4,77+6,66° 7,71+7,61f >800?2
8= Aseton - 3,00+0,19" 15,15+1,33¢ 32,69+1,92¢  >800°
& = Metanol 45,1842,89¢  52.86+0,79¢  54,95+0,24° 68,23+0,15°  199,93+1,02°
Su 56,37+0,79¢  61,52+4,52¢°  88,28+1,082 91,27+0,10*  63,55+1,63¢
n-hekzan - 13,78+1,32F  17,04+2,41¢ 24,07+0,84¢  >8002
g'g Kloroform - 2,48+2,85"  10,67+0,69%  16,74+1,52¢  >800?
28 Aseton - 8,04+1,749 10,48+12,27%  30,78+1,01¢ >800?
2 Metanol 493442299  550908+1,46%  72,76+0,57° 73,2142,07°  114,70+1,60¢
Su 62,90+1,21°  72,64+0,80° 87,80+1,172 92,02+0,08% 57,41+0,81¢
EDTA” 92,46+1,40°  94,65+0,56%  95,20+0,132 96,30+0,112  3,50+0,11f
- : aktivite yok
*: Standart

Farkl tist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklari gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher Testi;

p <0.05).
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4.3. Triif Mantar1 Ekstrelerinin Enzim Inhibisyon Aktivite Sonuclar

4.3.1. Antikolinesteraz aktivite yontemi sonuclari
4.3.1.1. Asetilkolinesteraz inhibisyonu aktivitesi sonuclar

Picoa juniperi ve P. lefebvrei sirayla n-hekzan, kloroform, aseton, metanol ve su ile
ekstraksiyonlarindan elde edilen ekstreler ile standardin asetilkolinesteraz enzim
inhibisyon aktivite (AChE) sonuglar1 Cizelge 4.7 ve Sekil 4.6’da verilmektedir. In
vitro kosullarda 4 farkli konsantrasyonda (25, 50, 100 ve 200 pug/mL) yapilan test
sonuclarina gore; biitiin ekstrelerin konsantrasyon artiglarina bagli olarak enzim
inhibisyon aktivitelerinin de arttig1 belirlendi. Ekstreler arasinda en yiiksek
inhinbisyon aktivitesini 100 pg/mL konsantrasyonda Picoa juniperi n-hekzan ekstresi
(%38,95) ve Picoa lefebvrei’nin n-hekzan ekstresi (%25,58) gostermektedir.
Galantamin standardiyla karsilastirildiginda 200ug/mL  konsantrasyonda Picoa
juniperi n-hekzan ekstresi orta diizeyde bir aktivite gostermistir. Farkli triif tiirleri
tizerinde asetil ve biitirilkolinesteraz enzim inhibisyon aktivitelerinin miinferit
caligmalar bulunmakta olup, elde ettigimiz sonuglar bu literatiirlerle uyum i¢indedir

(Akytiiz vd., 2015a; Kivrak, 2015; Tel-Cayan vd., 2017).

Cizelge 4.7. P. juniperi ve P.lefebvrei’nin Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi

(%) AChE inhibisyon Aktivitesi

Ekstreler 25ng/mL 50pg/mL 100pg/mL 200pg/mL
n-hekzan 14,78+0,53P 24,25+0,95°  38,95+0,66°  43,74+0,36"
n-hekzan 5,87+0,924 10,61+£0,82¢  19,43+0,79®¢  32,70+1,06°
Picoa juniperi Kloroform - 9,29+0,90f 16,97+1,02f  27,54+1,24
Aseton - 9,51+0,27¢F  15,28+0,949  24,51+1,209
Metanol - - 8,75+0,56' 15,48+0,76!
Su 8,25+0,36°¢ 14,80+0,78°  25,58+1,05¢  38,65+0,84°
n-hekzan 7,9840,45¢ 13,2740,63¢  22,64+1,42¢  35,51+0,96¢
Picoa lefebvrei Kloroform - 6,94+0,819 11,81+0,65"  20,88+0,55"
Aseton - 8,45+0,76" 13,92+1,319  21,54+0,77"
Metanol - 6,41+0,579 10,41+0,33"  17,01+0,98'
Galantamin® 90,05+1,56? 90,05+1,562  92,56+0,322  97,36=+1,132
-: aktivite yok
*: Standart

Farkli tist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklar: gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher Testi;
p <0.05).
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Sekil 4.6. P. juniperi ve P. lefebvrei’nin AChE inhibisyon aktivitesi
4.3.1.2. Biitirilkolinesteraz inhibisyonu aktivitesi sonug¢lar

Picoa juniperi ve P. lefebvrei sirayla n-hekzan, kloroform, aseton, metanol ve su ile
ekstraksiyonlarindan elde edilen ekstreler ile standartin biitirilkolinesteraz enzim
inhibisyon aktivitesi (BChE) 4 farkli konsantrasyonda test edildi. Elde edilen sonuglar
Cizelge 4.8 ve Sekil 4.7°de verilmektedir. Elde edilen verilere gore; biitiin ekstrelerin
konsantrasyon artiglarina bagli olarak enzim inhibisyon aktivitelerinin de arttig1
belirlendi. Ekstreler arasina en yiiksek aktiviteyi 100 pg/mL konsantrasyonda n-
hekzan ekstresi (%32,42) gosterirken, ayn1 konsantrasyonda kloroform ekstresi
(%29,56) ise ikinci sirada enzim inhibisyon aktivitesine sahiptir. Standart olarak
kullanilan Galantamin ile karsilastirildiginda 200pg/mL  konsantrasyonda Picoa
juniperi ve Picoa lefebvrei’nin n-hekzan ekstresinin BChE aktivitesinin orta diizeyde

bir etki gostermektedir.

Cizelge 4.8. P. juniperi ve P. lefebvrei’nin Biitirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi

(%) BChE Inhibisyonu Aktivitesi

Ekstreler 25ng/mL 50pg/mL 100pg/mL 200pg/mL
n-hekzan 11,26+0,83°  20,55+0,79®  32,42+1,14° 54,63+0,98°
Kloroform 9,24+0,88¢ 17,71+0,91¢  29,56+0,49° 44,51+1,20¢
Picoa juniperi Aseton - 8,75+0,699"  14,60+0,819 25,88+0,93"
Metanol 6,24+0,67¢ 10,08+0,95"  18,38+1,15 30,43+0,56°
Su - 5,65+0,41" 9,30+0,95' 15,96+0,58
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Cizelge 4.8. (devam)

n-hekzan 8,01+0,35° 15,30+0,69¢  26,63+0,85¢ 42,64+1,05¢
Kloroform 8,50+0,74° 13,40+0,72¢  23,45+1,25¢ 38,95+1,14¢
Picoa lefebvrei ~ Aseton - 7,84+0,34"  12,78+0,90" 21,51£0,92'
Metanol - 9,05+0,87"9  15,76+1,199 27,59+0,96°
Su - - 9,72+0,47" 16,23+0,841
Galantamin®  90,05£1,56*  92,56+0,32%  97,36£1,13®  98,56+1,11°
-: aktivite yok
*: Standart
Farkli ist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklar: gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher Testi;
p <0.05).
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Sekil 4.7. P. juniperi ve P. lefebvrei’nin BChE enzim inhibisyon aktivitesi

4.3.2. Ureaz inhibisyon aktivitesi sonuglar

Picoa juniperi ve P. lefebvrei sirayla n-hekzan, kloroform, aseton, metanol ve su ile
ekstraksiyonlarindan elde edilen ekstreleri ile standartlarin iireaz enzim inhibisyon
aktivitesi in vitro kosullarda 4 farkli konsantrasyonda olarak arastirildi. Elde edilen
sonuglar Cizelge 4.9 ve Sekil 4.8’de verilmektedir. Konsantrasyon artisina paralel
olarak enzim inhibisyon aktivitelerinin de arttig1 belirlendi. Buna gore; 200pg/mL
konsantrasyonda her iki tiiriin metanol ekstresi (sirasiyla 53,79+0,40; 55,42+0,86)
diger ekstrelerden daha yiiksek iireaz enzimini inhibe etmektedir. Ancak, standart
olarak kullanilan tiyoiireyle ile karsilastirildiginda, Picoa tiirlerinin iireaz enzim

inhibisyon aktiviteleri standarda gore orta diizeyde bir etki gostermektedir. Ayrica, triif
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tiirleri iizerine {lireaz enzim inhibisyon aktivitesi Terfezia claveryi iizerine Taskin vd,

(2018) tarafindan yapilmis olup, bulgularimiz ilgili literatiirle uyum igindedir.

Cizelge 4.9. P. juniperi ve P.lefebvrei’nin iireaz enzim inhibisyon aktivitesi

(%) Ureaz enzim inhibisyon aktivitesi

Ekstreler 25pg/mL 50pg/mL 100pg/mL 200pg/mL
n-hekzan - - 7,93+1,249 13,6+1,12f
Kloroform - - 6,24+0,54" 11,57+1,219
Picoa juniperi Aseton - 12,65+0,62"  21,46+0,78°  35,56+0,52¢
Metanol 12,7+0,51°¢ 21,5140,54°  36,90+1,12¢  53,79+0,40°
Su 8,82+0,04¢ 14,42+0,05¢  25,81+0,08¢  40,96+0,07¢
n-hekzan - 15,30+0,58%  8,90+0,75% 15,43+1,02f
Kloroform - - 9,94+1,05f 17,55+1,18¢
Picoa lefebvrei ~ Aseton 8,98+0,68¢ 14,48+0,42¢  25,80+0,58¢  41,79+0,77¢
Metanol 15,43+0,47° 24,80+0,84° 39,59+1,19°  55,42+0,86°
Su 9,25+0,85¢ 16,01+0,86¢  25,69+0,479  41,59+0,74°¢
Tiyoiire” 54,19+0,192 60,05+1,212  70,32+0,75%  80,56+1,05%
-1 aktivite yok
*: Standart

Farkli tist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklar: gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher Testi;
p <0.05).
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Sekil 4.8. P. juniperi ve P. lefebvrei’nin iireaz enzim inhibisyon aktivitesi

4.4, Triif Mantar Ekstrelerinin Sitotoksik Aktivite Sonuglari

Her iki trif mantarindan elde edilen metanol ve sicak su ekstrelerinin in vitro

kosullarda sitotoksisite calismalart Kirikkale Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi,
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Biyomiihendislik Boliimiinde Prof. Dr. Mustafa Tiirk liderliginde gerceklestirildi.
Sitotoksisite ¢alismast WST-1 ticari kiti kullanilarak yapildi. Elde edilen % canlilik
degerleri her bir hiicre icin ayr1 ayr Cizelge 4.10, Cizelge 4.11, Cizelge 4.12. Cizelge
4.13’te verilmektedir. Uzerine calistigimiz ekstrelerin sitotoksik aktiviteleri Meme
Kanseri hiicre hatti (MCF-7), Akciger Kanser hiicre hatt1 (H1299), Prostat Kanser
hiicre hatt1 (PC-3), fare Fibroblast (L929) hiicre hattina kars1 test edildi. Elde edilen
sonuglara gore, mantar ekstrelerinin Fibroblast hiicrelerine karsi sitotoksik etkisinin
kanser hiicre hatlarina gore daha diisiik degerde oldugu, kanser hiicre hatlarindan
Akciger Kanser hiicre hattina kars1 (H1299) sitotoksik etkinin Meme Kanser hiicre
hattina (MCF-7) gore daha yiiksek oldugu tespit edildi. Tiim hiicre hatlarinda
toksisitenin konsantrasyona bagli olarak degistigi ve konsantrasyon arttikca

toksisitenin arttig1 tespit edildi.

4.4.1. Ekstrelerin Meme Kanseri hiicre hattina (MCF-7) kars1 toksisiteleri

Ekstrelerin Meme Kanseri hiicre hattt (MCF-7) tizerine triif ekstrelerinin toksisitesi
incelendiginde, 100 pg/mL konsantrasyonda Picoa lefebvrei metanol ekstresi Picoa
juniperi’ye gore diger ekstrelerinden daha yiiksek toksisite gostermektedir (Cizelge
4.10).

Cizelge 4.10. P. lefebvrei ve P. juniperi ekstrelerinin Meme Kanseri hiicre hatti (MCF-7) iizerine

toksisitesi
% Hiicre Canhih

0 6,25 12,5 25 50 100 200
Ekstreler/Fraksiyonlar pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL
. Lo Metanol 100 101,1 98,4 94,6 86,9 71,4 54,2

Picoa juniperi
Su 100 99,8 98,3 95,7 92,4 91,3 82,1
Picoa lefeburei Metanol 100 102,4 99,2 94,5 78,6 57,9 41,5
Su 100 99,1 95,5 94,7 91,3 88,5 82,1

4.4.2. Ekstrelerin Akciger Kanseri hiicre hattina (H1299) kars toksisiteleri

Akciger Kanser hiicre hatti (H1299) {izerine triif ekstrelerinin toksisitesi
incelendiginde 100 pg/mL konsantrasyonda en yiiksek etkiyi P. lefebvrei su ekstresi
gostermektedir. Biitiin ekstrelerin konsantrasyon artisina paralel olarak H1299 kanser

hiicre hattina kars1 toksisite de artmaktadir. Sonuglar Cizelge 4.11°de verilmektedir.
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Cizelge 4.11. P. lefebvrei ve P. juniperi ekstrelerinin Akciger Kanseri hiicre hatti (H1299)
iizerine toksisitesi

% Hiicre Canhih@
0 6,25 12,5 25 50 100 200
Ekstreler/Fraksiyonlar pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL

Picoa juniperi Metanol 100 106,1 | 101,2 97,7 97,6 93,5 89,6
Su 100 99,1 95,6 92,3 86,2 85,5 79,1
Picoa lefebvrei Metanol 100 1477 | 1446 126 117 116 113,2
Su 100 51,6 46,4 38,9 34,7 27,8 25,6

4.4.3. Ekstrelerin Prostat Kanseri hiicre hattina (PC-3) karsi toksisiteleri

Prostat Kanser hiicresine (PC-3) lizerine triif ekstrelerinin toksisitesi incelendiginde
100 pg/mL konsantrasyonda, Picoa lefebvrei’nin ve Picoa juniperi’nin metanol
ekstresi, su ekstrelerinden daha yiiksek toksisite gostermektedir. Diger toksisite
testlerinde oldugu gibi artan konsantrasyona bagli olarak toksisitenin de arttig

goriilmektedir. Sonuglar Cizelge 4.12°te verilmektedir.

Cizelge 4.12. P. lefebvrei ve P. juniperi ekstrelerinin Prostat Kanseri hiicre hatti (PC-3) iizerine

toksisitesi
% Hiicre Canhihg1
0 6,25 12,5 25 50 100 200
Ekstreler/Fraksiyonl ’ ’
streler/Fraksiyonlar pg/mL | pg/mL pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL
Lo Metanol | 100 90.0 88,6 86,1 79,5 65,7 49,9
P. juniperi
Su 100 86,8 86,0 83,8 81,3 80,8 72,2
, Metanol | 100 911 89,3 86,0 71,9 53,3 38,2
P. lefebvrei
Su 100 86,2 83,6 82,9 80,3 78,3 72,2

4.4.4. Ekstrelerin Fare Fibroplast hiicrelerine (L929) karsi toksisiteleri

Genel olarak bakildiginda triif tiirlerinin saglikl hiicrelere kars1 toksisitesinin olmadigi

ve cok yiiksek konsantrasyonlarda bir toksisite gosterdigi belirlendi (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. P. lefebvrei ve P. juniperi ekstrelerinin Fare Fibroblast hiicreleri (L929) iizerine

toksisitesi
% Hiicre Canhih@

0 6,25 12,5 25 50 100 200
Ekstreler/Fraksiyonlar pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL

Picoa juniperi Metanol 100 112,7 | 106,44 99,5 97,3 86,2 78,1

Su 100 114,3 | 1106 | 108,1 | 102,1 94,2 81,5

Picoa lefeburei Metanol 100 131,2 | 1245 | 118,2 | 1157 | 1035 97,9
Su 100 128,6 | 127,2 | 120,7 | 1149 | 108,6 | 103,1
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Uzerine calistigimiz her iki triif tiiriiniin ¢esitli hiicre hatlar1 iizerine (MCF-7, PC-3 ve
H1299) toksisiteleri in vitro testlerle belirlendi. Picoa lefebvrei’den elde edilen polar
ekstrelerinin sirasiyla, Akciger Kanseri (H1299), Prostat Kanseri (PC-3) ve Meme
Kanseri (MCF-7) hiicre hatlarina karsi, kayda deger diizeyde toksisite gosterirken,
Fare Fibroplast L929 hiicre hattlarmna karsi sitotoksik olmadigi belirlendi. Picoa
juniperi metanol ekstresinin Prostat Kanseri hiicre hattina kars1, diger hiicre hatlarina
nazaran %065,7 canlilik oraniyla en yiiksek toksisiteye sahip oldugu belirlendi.
Sekil.4.9 ‘da 100 pg/mL konsantrasyonda su ve metanol ekstrelerinin 4 hiicreye olan
etkileri incelendiginde; P.lefebvrei metanol ekstresinin fare fibroblast hiicresine
toksisite gostermedigi halde PC-3 ve MCF-7 kanser hiicre hatlarina kars1 kayda deger
seviyede aktivite gosterdigi bu tez calismasiyla ortaya ¢ikarildi. Ozellikle P.lefebvrei
su ekstresinin Akciger Kanser hiicre hattina karsi %27,8 canlilik oranma
diistirmesinden dolay1 gosterdigi aktivite heyecan verici olarak bulundu. Farkli triif
tirleri {izerine c¢esitli kanser hiicre hatlarina karsi ¢alismalar yapilmis olup elde
ettigimiz sonuglar literatiirlerle uyum i¢indedir (Zhao vd., 2014; Beara vd., 2014;
Dahham vd., 2018). Sekil 4.9°da P. juniperi ve P. lefebvrei’nin ayni ekstrelerde 100
ug/mL’de fare Fibroblast hiicresi (L929), Meme Kanseri (MCF-7), Akciger Kanseri
(H1299) ve Prostat Kanseri (PC- 3) hiicre hatlarina kars1 elde edilen % canlilik

degerleri karsilastirilmistir.
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Sekil 4.9. P. juniperi ve P. lefebvrei’nin 100 png/mL fare Fibroblast hiicresi (L929) Meme Kanseri
(MCF-7), Akciger Kanseri (H1299) ve Prostat Kanseri (PC- 3) hiicre hatlarina karsi elde edilen
% canhhk degerleri
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4.5. Triif Mantarlarinin Fenolik ve Organik Asit iceriklerinin Analiz Sonuglar

Trif mantarlarinin fenolik ve organik asit bilesik profili HPLC-DAD sistemi
kullanilarak belirlendi. Fenolik ve organik asit standartlar1 olarak; gallik asit, fumarik
asit, kafeik asit, 3,4-dihidroksi benzoik asit (protokatesik asit), p-Hidroksibenzoik asit,
6,7-dihidroksi kumarin, kafeik asit, vanilin, 2,4-dihidroksi benzoik asit, p-kumarik
asit, ferulik asit, kumarin, trans-2-hidroksi sinamik asit, elajik asit, rosmarinik asit,
trans-sinnamik asit kullanildi. Kesim 3.8’de belirtilen yonteme gore elde edilen
ekstrenin HPLC-DAD sisteminde 280 nm de uygun kosullarda kromatogramlari
alindi. Her bir triifiin igerdigi fenolik ve organik asit profilleri standartlar ile
dogrulandi. Elde edilen spektrumlar Sekil 4.10, 4.11 ve 4.12’de verilmektedir. Bu
kromatogramlara gore sonuclar alikonma zamanlari, standartlarla pik c¢akistirma
yontemi ve internal standartlar kullanilarak elde edilen bilgilere gore triiflerde
arastirdigimiz bir seri fenolik ve organik asit bilesiklerinden tespit ettiklerimiz Cizelge

4.13’te listelenmis ve 1 g mantar icinde bulunan fenolik veya organik asit bilesik

miktarlar1 (ug) Cizelge 4.14’te verilmektedir.
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Sekil 4.10. Fenolik bilesiklerin ve organik asit bilesiklerinin 280 nm’de HPLC-DAD
kromatogrami
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Sekil 4.11. P. juniperi’de bulunan fenolik ve organik asit bilesiklerinin 280 nm’de HPLC-DAD

kromatogrami
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Sekil 4.12. P. lefebvrei’de bulunan fenolik ve organik asit bilesiklerinin 280 nm’de HPLC-DAD

kromatogrami

Cizelge 4.14. Triif mantarlarmm fenolik profilleri ve organik asit icerikleri (ng/g)

Fenolik Bilesikler Allk;l}rm(ilj ;li;nam P. iifge/l?g\;rei P. gll:g/lg)erl
Gallik asit 4,37 2,62 -
Fumarik asit 5,59 165,2 12,6
Protokatesik asit 6,87 - -
Katekin hidrat 8,46 0,78 2,39
p-Hidroksi benzoik asit 10,64 - -
7-Dihidroksi kumarin 11,62 - -
Kafeik asit 13,13 - 0,28
Vanilin 14,89 - -
2,4-Dihidroksibenzoik asit 15,54 - -
p-Kumarik asit 18,74 - -
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Cizelge 4.14.(devam)

Ferulik asit 19,76 - -
Kumarin 20,96 0,02 -
;rs?{ls-Z-Hidroksi sinnamik 21.98 i 0,27
Ellajik asit 22,54 - -
Rosmarinik asit 23,61 - -
trans-Sinnamik asit 24,52 0,15 0,54

- Tespit edilemedi

P. juniperi ve P. lefebvrei fenolik bilesikleri Cizelge 4.14’te karsilastirilarak
verilmistir. Buna goére fumarik asitin her iki triif tiirtinde de ana bilesen oldugu, P.
Jjuniperi’de fumarik asit miktarlar1 165,2 ug/g iken P. lefebvrei’de 12,6 pg/g oldugu
tespit edildi. Bunun yani sira, katesin hidrat ve trans-Sinnamik asit’in her iki tiirde de

ortak olan diger bilesenlerdir.

4.6. Triif Mantarlarimin Polisakkarit Bakimindan Zenginlestirilmis Ekstreleri
Uzerine Yapilan Analiz Sonuclar

Her iki triif tiiriiniin polisakkaritleri izole edilerek, diger bilesik siniflarindan
ayrildi. Coktiiriilen polisakkaritlerin molekiil agirliklar, HPLC DAD sisteminde jel
kolon kullanilarak hesaplandi. Ayrica, FTIR sisteminde karakteristik fonksiyonel
gruplar Tlzerine, yapilar1 karakterize edildi. Her iki trifiin polisakkaritlerinin
antioksidan aktiviteleri 5 ayr1 metot ile test edildi. Yapilan calisma asagida ayri

basliklar altinda verilmektedir.

4.6.1. Triif mantarlarinin polisakkaritce zengin olan ekstrelerin antioksidan
aktivite sonuclari

4.6.1.1. f-karoten renk agilimi yontemi sonug¢lart (lipit peroksidasyonu
inhibisyonu aktivite)
Polisakkaritlerin toplam antioksidan aktivitesi (lipit peroksidasyonu inhibisyon
aktivitesi) p-karoten renk agilimi yontemi kullanilarak belirlendi. Polisakkaritge
zengin olan triif ekstrelerin aktiviteleri, standart olarak kullanilan sentetik antioksidan
BHA ve a-Tokoferol ile karsilastirildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.15te
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verilmektedir. Sonuglara gore, lizerine g¢alistigimiz tiim ekstrelerin  artan

konsantrasyonlarina paralel olarak, inhibisyonlarinin da arttig1 belirlendi.

Cizelge 4.15. P. juniperi ve P. lefebvrei ekstrelerinin #-karoten renk agilimi yontemiyle lipit
peroksidasyonu inhibisyonu aktivitesi

% Lipit Peroksidasyonu inhibisyonu Aktivitesi
PEE?;'T?:I” 100ug/mL  200pg/mL  400pg/mL  800pg/mL ;Eg"’ij)
Picoa juniperi 45,67+0,09°  68,74+0,42°  81,01£1,03° 91,86+1,44°  81,16+0,85"
Picoa lefebvrei 4,25+0,81¢ 8,56+0,04°¢ 12,54+0,74°  27,70+1,75¢  >800%
BHA" 90,39+0,378  91,91+0,38%  93,79+1,16* 96,01+1,18%  1,40+0,01°
a-Tokoferol 89,32+0,54°  92,70+0,69%  94,88+0,55%  96,0440,58%  2,20+0,05¢
*: Standart

Farkli tist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklart gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher
Testi; p <0.05).

4.6.1.2. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi sonuglar

Trif tirlerinin polisakkaritce zenginlestirilen ekstrelerin serbest radikal giderim
aktivitesi DPPH* radikal giderim yontemi kullanilarak belirlendi. Sonuglar, Cizelge
4.16 ’da BHA ve a-Tokoferol ile karsilastirilarak verilmektedir. Cizelge 4.16 ’daki
verilere gore, konsantrasyon artisina paralel olarak ekstrelerin DPPH serbest radikal
giderim aktivitelerinin de artt1§1 goriilmektedir. Iki triif tiirlerinin DPPH serbest radikal
giderim aktiviteleri karsilastirildiginda sirasiyla, 800 pg/mL konsantrasyonda, P.
juniperi (%42,65), P. lefebvrei’den daha yiiksek serbest radikal giderim aktivitesine
sahip oldugu belirlendi (Cizelge 4.16). Genel olarak degerlendirildiginde,
polisakkaritce zenginlestirilen triif ekstrelerinin DPPH serbest radikal giderim

kapasitelerinin standart antioksidanlara kiyasla ¢ok daha diistik oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.16. P. juniperi ve P. lefebvrei ekstrelerinin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi

9% DPPH Serbest Radikali Giderim Aktiviteleri

Polisakkarit Ekstreleri 100pg/mL 200pg/mL 400pg/mL 800png/mL
Picoa juniperi 14,36+0,28°¢ 23,54+0,65¢ 31,65+1,74° 42.65+1,38P
Picoa lefebvrei 8,83+0,16¢ 14,30+1,08°¢ 25,20+1,21°¢ 27,64+1,84°
BHA" 86,58+0,02° 88,36+0,29° 96,05+0,152 97,79+0,082
a-Tokoferol 87,70+0,122 90,07+0,522 94,740,152 96,12+0,422

*: Standart

Farkli ist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklar1 gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher
Testi; p <0.05).
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4.6.1.3. ABTS" radikali giderim aktivitesi yontemi sonuglar

Trif tlrlerinin polisakkaritge zenginlestirilen ekstrelerin katyon radikal giderim
aktivitesi, ABTS™ giderim yontemi kullanilarak belirlendi. S6zkonusu ekstrelerin
katyon radikali giderim aktiviteleri, standart antioksidan olan BHA ve a-Tokoferol ile
karsilastirilmak suretiyle Cizelge 4.17°de verilmektedir. Cizelge 4.17. incelendiginde
ABTS katyon radikali giderim aktivitesi her bir ekstre i¢in 4 farkli konsantrasyonda
arastirtlmis olup, ekstrelerin artan konsantrasyonlarina paralel olarak inhibisyon
degerlerinin de arttigi goriilmektedir. Buna gore, 800 pug/mL konsantrasyonda, P.
lefebvrei’nin (%85,44), P. juniperi’ye kiyasla daha yiiksek inhibisyon gostermektedir

(Duru vd., 2017).

Cizelge 4.17. P. juniperi ve P. lefebvrei ekstrelerinin ABTS katyon radikali giderim aktivitesi

% ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi

Polisakkarit

Ekstreleri 100png/mL 200pg/mL 400pg/mL 800ug/mL ICs0 (ng/mL)
Picoa juniperi 18,56+0,40¢ 30,51£1,67°  49,06+0,18¢  69,92+1,28°  417,67+0,88?
Picoa lefebvrei 26,08+0,60° 51,67£0,16°  7827+0,53¢  85,44+038°  187,44+0,41°

BHA" 82,63+0,022 86,7+0,10? 90,75+0,05%  95,89+0,102 12,80+0,50¢
a-Tokoferol 81,81+0,16° 85,83+0,12%  88,79+0,06°  94,96+0,532 34,50+£0,47°
*: Standart

Farkl st simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklar: gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher
Testi; p <0.05).

4.6.1.4. Cu () indirgeme kapasitesi (CUPRAC) yontemi sonuglari

Uzerine c¢alisigmmiz Triif tiirlerinin polisakkarit bakimindan zenginlestirilen
ekstrelerin indirgeme giicii aktivitesi, CUPRAC yontemi kullanilarak belirlendi.
Cizelge 4.19°da ekstrelerinin indirgeme giicii aktivitesi, standart olarak kullanilan
sentetik antioksidan BHA ve a-Tokoferol ile karsilastirilmak suretiyle verilmektedir.
Cizelge 4.18’de verilen sonuglara gore trif tiirlerinin 800 pg/mL konsantrasyonda
indirgeme giicii aktivitesi sirayla, 0,80+1,90 ve 0,64+1,40 oldugu hesaplandi. Ancak

bu degerlerin standartlara gore gore oldukega diisiik oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.18. P. juniperi ve P. lefebvrei ekstrelerinin Cu*2 indirgeme giicii aktivitesi

% CUPRAC indirgeme giicii aktivitesi

Polisakkarit I1Cs0 (ng/mL)
Ekstreleri 100pg/mL 200pg/mL 400pg/mL 800pg/mL
Picoa juniperi 0,17+1,69°0  027+0,092  0,45£1,70°  0.80+1,90°0  466,66+1,34°
Picoa lefebvrei  0,13+0,15° 0,171,212 0,320,192 0,64+1,40° 612 5+2 95
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Cizelge 4.18, dvam

BHA" 1,70+0,052 2,89+0,412 3,19+0,032 3,50+£0,04*  25,17+0,0¢
a-Tokoferol ©  0,5440,012 1,03+0,03% 1,81+0,112 2,93+0,16*  85,41+0,0°

*: Standart
Farkli tist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklar: gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher Testi;
p <0.05).

4.6.1.5. Metal baglama aktivitesi yontemi sonuglar

Trif tirlerinin polisakkaritge zenginlestirilen ekstrelerinin metal baglama aktivitesi
Fe™(II) iyonunu baglama kabiliyetini 6lgen Ferrozin-Fe (II) yontemi kullanilarak
belirlendi. Cizelge 4.19°da verilmektedir. Ekstrelerin ve standart olarak kullanilan
EDTA’nin Fe™ (1) iyonunu baglama aktivitesi karsilastirilarak sonuglar hesaplandi.
Elde edilen sonuglara gore, P. lefebvrei (%92,27), P. juniperi (%90,11) polisakkarit
bakimindan zenginlestirilen ekstrelerinin diger triif tiirlerine nazaran daha yiiksek
metal baglama aktivitesine sahip oldugu belirlendi. 800 pg/mL konsantrasyonda P.
lefebvrei ve P. juniperi ekstrelerinin standart olarak kullanilan EDTA’nin 100pg/mL

konsantrasyondaki aktivitesiyle yaristig1 goriilmektedir (Cizelge 4.19)

Cizelge 4.19. P. juniperi ve P. lefebvrei ekstrelerinin Fe?* Ferrozin yontemiyle metal baglama
aktivitesi

% Metal Baglama Aktivitesi

Polisakkarit Ekstreleri 100png/mL 200pg/mL 400pg/mL 800ug/mL

Picoa juniperi 72,31+1,23b 79,77+0,10°¢ 85,65+0,15¢ 90,11+0,77¢

Picoa lefebvrei 71,10+1,84° 86,65+0,27° 89,46+0,65° 92,27+0,23°

EDTA" 92,461,402 94,65+0,562 95,20+0,132 96,30+0,112
*: Standart

Farkli iist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklar1 gosterir (tek yonli ANOVA, Fisher
Testi; p <0.05).

4.6.1. Trif mantarlarinin polisakkaritlerin ortalama molekiill agirhg:
sonuc¢lar

Triiflerden elde ettigimiz ve polisakkarit bakimindan zengin olan ekstrelerde
calismaya baslamadan 6nce, bir dizi dekstran (1000, 5000, 12000, 25000, 50000,
80000, 150000, 270000, 410000, 670000 Da) standardi 3.11.2’de yazilan sistem ve
kosullarda aragtirmak suretiyle, 6rneklerin eliisyon hacimleri tespit edildi. Eliisyon
hacmine kars1 molekiil agirligi grafigi cizildi. Bu ¢aligma tamamlandiktan sonra, triif
lerden elde ettigimiz numuneler, ayn1 kromatografik kosullarda analiz edildi ve
standartlar kullanilarak elde edilen eliisyon hacmine karsi molekiil agirlig: grafiginden

yararlanarak numunelerin molekiil agirliklar1 tespit edildi. Elde edilen sonuglar
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Cizelge 4.20°de; HPLC-DAD sisteminde elde ettigimiz her bir trif tiirliniin
polisakkarit ekstresinin kromatogrami Sekil 4.12 ve 4.13’te verilmektedir.
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Sekil 4.13. P. juniperi ekstresinin HPLC-DAD Kromatogrami
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Sekil 4.14. P. lefebvrei ekstresinin HPLC-DAD kromatogrami

Cizelge 4.1. P. juniperi ve P. lefebvrei’nin polisakkaritlerinin ortalama molekiil agirhklari

Triif Tiirinin Adi  Kodlari Orfgli‘r‘ﬁglh(g’;‘;kﬁl
Picoa juniperi PJS1 11482
PJS2 2089
Picoa lefebvrei PLS1 1148154
PLS2 10715
PLS3 2089
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4.6.2. Triif mantalarimin polisakkaritce zengin olan ekstrelerinin FT-IR
analiz sonuclari

Triif tlrlerinin 3.11.1°de belirtilen yontemle elde edilen polisakkarit bakimindan
zenginlestirilmis ekstreler Thermo Scientific one Nicolet IS 10 FT-IR cihazinda 800-
4000 cm™ araliginda spektrumlar alind1. Elde edilen spektrumlar Sekil 4.14, Sekil 4.15

ve 4.16 ‘da verilmektedir.

Sekil 4.15. P. juniperi’nin ekstresinin FT-IR spektrumu

-------------------------

41000 3500 T = B 150 oo
Wa - a1y

Sekil 4.16. P. lefebvrei’nin ekstresinin FT-IR spektrumu

Sekil 4.15 ve 4.16°te verilen FT-IR spektrumlarinda; 3200-3500 cm™°deki hidrojen
bagl hidroksil gruplarmni destekleyen absorbsiyon bantlari, 2900 — 2935 cm™'deki
absorbsiyon bantlar1 polisakkaritin varhigim1 ortaya ¢ikaran -CH genislemesinden

dolay1 goriilmiistiir. 1560 — 1645 cm™’ deki absorbsiyon bantlar polisakkaritteki — OH
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fonksiyonel gruplarini, 1370 — 1450 cm™’deki absorbsiyon bantlar1 -CH (O-CH>)
gerilme titresimlerini, 1200 — 1260 cm™’deki zayif titresim bandi C-O gerilme
titresimlerini, 900 — 925 cm™'deki absorbsiyon bantlar1 ana zincirdeki a bagh glikozil
gruplarmin varligini ve 990 — 1050 cm™ deki yogun absorbsiyon bantlari ise glikozidik
zincirindeki g baglarin varligmi gostermektedir. Uzerine calistigimiz ekstrenin
polisakkarit yapisinda oldugunu ve a ve £ baglanmalarinda ana zincirde var oldugunu
FT-IR ile yapilan ¢alismalarimizda ortaya c¢ikarilmistir. Trif tiirlerinin polisakkarit
ekstrelerinde yukarida agikca Dbelirttigimiz titresim bantlar1  ortak olarak
bulunmaktadir. Triif polisakkaritlerinde elde ettigimiz bu veriler bugiine kadar
mantarlarin  polisakkaritlerinin  karakterizasyonu {izerine yapilan c¢alismalarla

tamamen uyum igerisindedir (Kozarski vd. 2011).

4.7. Picoa Tiirleri Uzerine Yapilan izolasyon Cahismalar1 Sonuclar:

Tez ¢alismasina konu olan, lilkemizde dogal olarak yetisen ve ticari potansiyeli olan
Picoa tiirlerinin ¢esitli aktivite testleri, tez kapsaminda yapildi. Her iki triif tiiriinde
hem radikal giderim aktivitesi hem de gesitli kanser hiicre hatlarma kars1 etkinlik
gosteren, basta polar (metanol ve su ekstreleri) olan ekstre ve fraksiyonlar oncelikli
olarak calisildi. Ekstre ve fraksiyonlarin iizerinde DPPH ve ABTS radikali giderim
aktivite kontrollii olarak biyoaktif maddeleri izole etmek iizere ¢esitli kromatografik
tekniklerle calismalar yapildi. Bu ¢aligmalar kapsaminda ince tabaka kromatografisi
(ITK), kolon kromatografisi (KK), recycle HPLC, sistemlerinde farkli adsorbanlar

kullanilarak izolasyonlar gerceklestirildi.

4.7.1. Picoa juniperi’nin bioaktivite kontrollii izolasyon ¢calismalari sonuglari

P. juniperi’nin metanol ekstresinde kromatografik olarak fraksiyonlandirma yoluna
gidildi. Bu nedenle ince tabaka kromatografisinde denemeler yapilarak uygun ¢oziicii
sistemi ve adsorban se¢imi yapildi. Kolon kromatografisinde adsorban olarak silika jel
kullanildi. Metanol ekstresi (38,64 g) az miktarda uygun ¢oziiclide ¢oziilerek adsorban
ile karigtirildi. Uygun bir kolonda silika jel adsorban kullanildi ve karigim kuru tatbik
edilerek kolona yiiklendi. Eliisyona %100 n-hekzandan baslayarak sirasiyla, n-hekzan-

kloroform (100:0/0:100); kloroform-aseton (100:0/0:100) ve aseton-metanol
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(100:0/0:100) sistemleri kullanilarak eliisyon tamamlandi. Bu islem sonucunda
toplamda 72 fraksiyon toplandi. Toplanan fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi ile
yapilan testler sonucunda benzer olanlar birlestirildi ve toplamda 15 fraksiyon elde
edildi (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20. P. juniperi metanol ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin miktarlar

Fraksiyonun Kodu | Miktari Fraksiyonun Kodu Miktar:
1 |PIM1-8 425 mg 9 PJM 48-50 2650 mg
2 | PIM9-11 1020 mg 10 | PIJM 51-57 3340 mg
3 | PIM 12-14 447 mg 11 | PIM 58-60 2500 mg
4 | PIJM 15-21 600 mg 12 | PIJM 61-63 2710 mg
5 | PIM 22-26 825 mg 13 | PIM 64-67 2600 mg
6 | PIM 27-34 910 mg 14 | PIM 68-69 3110 mg
7 | PIJM 35-43 1200 mg 15 | PIM 70-72 3530 mg
8 | PIM 44-47 1000 mg

Cizelge 4.21. P. juniperi’den metanol ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin ABTS katyon

radikal giderim aktiviteleri

% ABTS Katyon Radikal Giderim Aktivitesi

Fraksiyonlar 100pg/mL 200pg/ mL 400pg/ mL 800pg/ mL
PJM 1-8 15,11+1,189 22,40+0,67 29,78+1,78 33,39+1,31"
PJM 9-11 3,70+0,94"' 7,96+0,54 10,87+0,27" 17,26+0,16¥
PJM 12-14 15,66+0,809 21,59+0,73! 27,95+0,13! 35,55+0,82"
PJM 15-21 12,98+0,74" 17,48+0,94% 19,69-+0,40% 27,29+0,471
PJM 22-26 3,10+0,65" 7,14+1,91" 10,61+1,33 12,79+0,09"
PJM 27-34 55,17+0,67° 72,83+0,33° 84,98+0,94¢ 87,93+0,04°
PJM 35-43 20,18+1,42f 30,76+0,84" 40,17+0,38" 72,52+1,78f
PIM 44-47 18,98+1,06¢ 32,70+1,329 54,50+0.91° 72,98+0,90f
PJM 48-50 20,01+1,44f 29,56+0,52" 50,15+0,159 64,43+1,219
PJM 51-57 23,68+0,34¢ 46,77+0,16 68,46+1,28° 88,54-£0,28°d
PJM 58-60 75,81+1,22° 83,71+0,07° 87,19+0,33¢ 90,05+1,57°
PJM 61-63 75,41+1,85° 80,50+0,23¢ 85,68+0,34¢ 88,36+1,54%
PJM 64-67 81,40+0,65% 83,43+0,23° 85,34+0,25¢ 87,26+0,96¢
PJM 68-69 75,59+1,47° 77,67+2,02¢ 85,74+0,18¢ 88,79+0,20°
PIM-70-72 51,39+0,60¢ 85,98+0,75% 89,21+1,20° 85,27+0,38°
BHA" 82,63+0,022 86,740,102 90,75+0,052 95,890,102
a-Tokoferol *  ['81 81+0,16° 85,83+0,122 88,79+0,06" 94,960,537
*: Standart

Farkli iist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derigsim arasindaki 6nemli farkliliklari gosterir (tek yonli ANOVA, Fisher Testi;

p <0.05).
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Cizelge 4.22. P. juniperi’den metanol ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin DPPH serbest
radikal giderim aktiviteleri

% DPPH Radikal Giderim Aktivitesi
Fraksiyonlar | 100pg/mL 200ng/ mL 400ng/ mL 800ng/ mL
PJM 1-8 11,01+0,71" 13,72+0,94' 20,05+1,01" 33,89+0,56"
PJM 9-11 3,05+1,11° 4,17+0,21™ 6,11+1,04" 10,15+0,66%
PIM 12-14 5,95+0,46'™ 8,09+0,79' 14,39+0,69% 24,07+2,49"
PJM 15-21 7,24+0,30) 9,95+0,10% 12,30+0,38' 16,53+1,34]
PJIM 22-26 7,00£1,01% 12,4240,40Y 18,67+1,90" 23,90+0,49'
PJM 27-34 47,80+0,64° 66,00+1,17° 80,61+0,10° 85,29+0,20°
PJM 35-43 2,77+0,20° 9,58+1,38% 10,52+0,71™ 17,000,401
PJIM 44-47 4,56+0,30n 9,88:+0,74% 16,99+1,26 31,72+0,72"
PJM 48-50 5,2940,11™ 12,35+0,824 15,00+0,37% 24,46+0,05"
PJM 51-57 6,27+0,194 11,52+1,28 20,41+0,24" 39,64+0,119
PJM 58-60 29,47+0,74° 50,46+0,66° 66,25+0,22¢ 69,75+0,94°
PJM 61-63 18,660,599 36,44+0,619 61,19+0,78° 71,77+0,32°
PJM 64-67 30,69+0,19¢ 45,91+1,33¢ 65,210,749 56,20+0,10°
PJM 68-69 21,20+1,04f 38,85+1,62f 40,89+0,10° 62,62+0,509
PJM-70-72 12,83+0,30" 16,57+0,28" 33,51+0,389 47,35+8,13"
BHA" ] 86,58+0,02° 88,36+0,29° 97,79+0,152 96,05+0,082
a-Tokoferol *  ["g550.6,12 90,07+0,522 04.740.15° | 96,12+0,42°

*: Standart
Farkli tist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklari gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher Testi;
p <0.05).

Picoa juniperi 'nin metanol ekstresinden elde edilen fraksiyonlar DPPH serbest radikal
giderimi ve ABTS" katyon radikali giderim aktiviteleri karsilastirildiktan sonra yiiksek
aktivite gosterip, miktar bakimindan, izolasyon galismalart igin yeterli olan ve ITK ile
kontrol edilip ayrilmasi miimkiin olan fraksiyonlarin izolasyon ¢aligmalarina devam
edildi. Saflastirilan bilesiklerin yapilarini aydinlatmak amaciyla *H-NMR, $*C-NMR,
APT, 2D (HMBC, HSQC) ve MS analizleri yapildi.
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Picoajuniperi
Metanol Ekstresi

72 fraksiyon

Silikajel ile kolon kromatografisi
Hekzan/ Kloroform/ Aseton/ Metanol
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Sekil 4.17. P. juniperi’nin metanol ekstresinin izolasyon diyagrami

Picoa juniperi kloroform ekstresinden bilesik izolasyonu yapilmasina karar verildi.
Kolon kromatografisi kullanilarak fraksiyonlandirildi. Buna gore ekstre, ince tabaka
kromatografisinde (ITK) denemeler yapilarak, uygun bir ¢oziicii sistemi ve adsorban
secimi yapildi. 13,2 g kloroform ekstresi kolon kromatografisinde silika jel adsorban
kullanilarak sirastyla hekzan: kloroform (100:0/0:100), kloroform: etil asetat
(100:0/0:100),  ¢oziicii  sistemleri  kullanilarak  fraksiyonlandirma  islemi
gerceklestirildi. Bu islemlerin ardindan ince tabaka kromatografisi yardimiyla benzer
olan fraksiyonlar birlestirildi ve 5 adet fraksiyon elde edildi (Cizelge 4.23). PJC-5
fraksiyonu DPPH serbest radikal giderimi ve ABTS" katyon radikali giderim aktivitesi
bakimindan digerlerine gore daha yiiksek aktivite gosterdigi i¢in PJC-5’in
fraksiyonlandirma islemleri yapildi (Cizelge 4.24, Cizelge 4.25 ve Sekil 4.18).
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Cizelge 4.23. P. juniperi kloroform ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin miktarlar

Fraksiyonun Kodu Miktar:
PJC-1 2,88 mg
PJC-2 100 mg
PJC-3 2,83 mg
PJC-4 3,089
PJC-5 3,299

Cizelge 4.24. P. juniperi’den kloroform ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin ABTS katyon

radikal giderim aktiviteleri

% ABTS Katyon Radikal Giderim Aktivitesi

Fraksiyonlar 100pg/mL 200png/ mL  400pg/ mL  800pg/ mL

PJC1 0,85+0,02¢ 2,16+£1,49%  3,06+0,03¢  4,87+0,05°
PJC 2 - 0,65+0,02¢ 3,66+0,05¢  3,51+0,04°
PJC3 3,06£1,28° 4,72+0,64>  8,78+1,92¢  20,52+3,41°
PJC 4 2,16+0,85  547+3 41° 11,79+2,98° 20,82+1,70°
PJC 5 1,86+0,02°¢  3,96+0,05°  16,61+0,15° 21,42+0,12°
BHA* 82,63+0,02%  86,7+0,10°  90,75+0,05% 95,89+0,102
a-Tokoferol * 81,81+0,16° 85,83+0,12%  88,79+0,06 94,96+0,532

-: aktivite yok

*: Standart

Farkl tist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklari gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher Testi;

p <0.05).

Cizelge 4.25. P. juniperi’den kloroform ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin DPPH serbest

radikal giderim aktiviteleri

% DPPH Radikal Giderim Aktivitesi

Fraksiyonlar 100pg/mL  200pg/ mL 400pg/ mL. 800pg/ mL
PJC 1 0,53+0,05¢  1,15+0,18°  1,64+0,18"  2,02+0,35°
PJC 2 0,28+0,02F  0,53+0,07"  0,77+0,05¢  1,60+0,06
PJC 3 0,7740,04%  1,64+0,08¢  2.89+0,07¢  5,00+0,01°
PJC 4 0,77£0,05¢  1,64+0,06°  2.27+020°  4,13+0,18¢
PJC5 2,64+0,03°  2,75+0,06°  6,49+0,25°  11,34+0,18°
BHA* 86,58+0,02° 88,36+0,29° 97,79+0,15%  96,05+0,08?
a-Tokoferol * 87,70+0,128  90,07+0,522  94,74+0,15°  96,12+0,422

*: Standart
Farkli tist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklar: gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher Testi;

p <0.05).

Picoa juniperi Kloroform Ekstresi
PJC-5 Fraksiyonundan

|

PJC-5 fraksiyonu: Silikajel ile kolon kromatografisi,
hekzan/etilasetat (PJC-1)

Sekil 4.18. P. juniperi’nin kloroform ekstresinin izolasyon diyagrami
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4.7.2. Picoa juniperi’den izole edilen bilesiklerin yap1 analizi

4.7.2.1. Brassikasterol (PJM-1)

HO
Molekiil formiilii: C2sHa60
Molekiil agirhgi: 398,35

Sekil 4.19. Brassikasterol (PIM-1)

PJM-1 bilesigi beyaz renkli olarak amorf halde elde edildi (7,5 mg). ince tabaka
kromatografisinde UV 254 nm’de goriinmeyen madde, serik siilfat belirteci
puskiirtiiliip yakildiginda (105°C) koyu mor renk olustugu gozlendi. Molekiil formiilii
C2sHa60 olarak belirlenen PJIM-1 numarali bilesigin yapist NMR (1D, 2D), MS, FT-
IR teknikleri kullanilarak aydinlatildi.

FT-IR spektrumunda (Sekil 4.20) gozlenen v 3423 cm™ “deki titresim bandi, hidroksil

gerilmesini ve v 2953 cm™‘deki titresim bandu ise vinilik gerilmesini gostermistir

'H- NMR spektrumunda (CDCls, 8 (ppm), 600 MHz, Sekil 4.21), § 0,67 (3H, s, H-18),
0,98 (3H, s, H-19), 6 0,80 (3H, d, J=6,6 Hz, H-27), 6 0,81 (3H, d, J= 7,2 Hz, H-26), 6
0,89 (3H, d, J= 6,6 Hz, H-28) ve 6 0,94 (3H, d, J= 6,0 Hz, H-21) ppm’de rezonans
olan sinyaller metil protonlarina aittir. 6 5,32 (1H, t, J= 2,4 Hz , H-6), 6 5,17 (1H, dd,
J=15,0; 7,8 Hz, H-22), 6 5,19 (1H, dd, J= 15,6;7,2 Hz, H-23), 6 3,50 (1H, m, H-3)
ppm’de rezonans olan olefinik hidrojen pikleri gorilmistir. & 3,50 (1H, m, H-3)
ppm’de rezonans olan pik C-3 pozisyonunda hidrojenin a konumunda oldugunu

gostermistir.
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13C-NMR spektrumu (CDCls, & (ppm), 150 MHz, Sekil 4.22) ve APT (Sekil 4.23)
spektrumlar1 beraber degerlendirildiginde 6 metil, 8 metilen, 11 metin ve 3 katerner
karbon belirlendi, 6 140,7 (C-5), 6 135,8 (C-22), 6 131,7 (C-23) ve 6 121,7 (C-6)
ppm’de rezonans olan pikler olefinik karbon sinyallerine, 6 20,9 (C-21), 6 19,9 (C-26),
6 19,6 (C-27), 6 19,4 (C-19), 6 17,6 (C-28) ve 6 12,1 (C-18) ppm’de rezonans olan

pikler ise molekiilde bulunan 6 adet metil sinyallerine aittir.

Kiitle spektrumun incelendiginde (Sekil 4.26), molekiiler iyon piki 398,3 [M]* olarak
g6zlenmistir. m/z 380 [M-H20]" parcalanma, bir molekiil suyun ayrilmasi sonucu

olusmustur.

'H-NMR (Sekil 4.21) 3C-NMR (Sekil 4.22), APT (Sekil 4.23), HSQC (Sekil 4.24) ve
HMBC (Sekil 4.25) spektrumlar1 birlikte degerlendirildiginde PJM-1 maddesinin
yapisinin tamami dogrulandi. Cizelge 4.26’daki H-NMR, C-NMR ve HMBC
degerleri literatiir ile karsilagtirildiginda, PJIM-1 maddesinin Brassikasterol (Sekil
4.19) oldugu belirlendi (Sethi vd, 2014, Kiigiikaydin, 2017).

Cizelge 4.26. Brassikasterol ‘iin (PJM-1) 'H-NMR, **C-NMR ve HMBC degerleri

C.no. | BC-NMR (3) 'H-NMR (§) HMBC
1 37,2 1,82 (1H, m), 1,06 (1H, m) C-19
2 31,9 1,80 (2H, m)
3 718 3,50 (1H, m) C-1,C-2,C-4
4 42,3 2,27 (1H, m), 1,82 (1H, m)
5 140,7 - C-1, C-4, C-19
6 1217 532 (1H, 1, J= 2,4 H) C-4,C8
7 31,7 1,95 (2H, m)
8 31,9 1,44 (1H, m)
9 50,2 0,91 (1H, m) C-7,C-8, C-19
10 36,5 -
11 21,1 1,46 (2H, m)
12 39,7 1,97 (1H, m), 1,15 (1H, m)
13 42,2 -
14 56,0 1,11 (1H, m) C-7,C-18
15 243 1,51 (1H, m), 1,00 (1H, m)
16 28,5 1,65 (1H, m), 1,23 (1H, m)
17 56,8 0,98 (1H, m) C-20
18 12,1 0,67 (3H, 5) C-12, C-14
19 19,4 0,98 (3H, s) C-1
20 40,1 1,97 (1H, m) C-21, C-22,C-23
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Cizelge 4.26.devam)

21

20,9 0,94 (3H, d, J=6,0 Hz) C-20, C-22
22 135,8 517 (1H, dd, J=15,0, 7,8 Hz) | C-20, C-21, C-28

23 131,7 5,19 (1H, dd, J = 15,6, 7,2 Hz) C-20, C-22, C-24
24 42,8 0,87 (1H, m) C-22, C- 27
25 33,1 1,43 (1H, m) C-27,C-28
26 19,9 0,81 (3H,d,J=7,2 H) C-24, C-25
27 19,6 0,80 (3H, d, J = 6,6 H2) C-24,C-25

28 17,6 0,89 (3H, d, J = 6,6 H2) C-25
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lonization mode: El+

Scan: R.T.:..53
Base: m/z 69: 60.8%FS TIC: 22490980
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Sekil 4.26. Brassikasterol‘ iin (PJM-1) EI-MS spektrum
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4.7.2.2. Ergosterol (PIM-2)

Molekiil formiilii: C2sH440

Molekiil agirhgi: 396,3

Sekil 4.27. Ergosterol (PIM-2)

PJM-2 kodlu bilesik beyaz amorf kati olarak elde edildi (10 mg). ince tabaka
kromatografisinde UV 254 nm’de goriinmezken, serik siilfat belirteci piskiirtiiliip
yakildiginda (105°C) koyu kahverengi renk olustugu gozlendi. Molekiil formiili
C2sH440 olarak belirlenen PJIM-2 numarali bilesigin yapist NMR (1D, 2D), MS
spektroskopi teknikleri kullanilarak aydinlatilda.

'H-NMR (CDCls, § (ppm), 500 MHz, Sekil 4.28) spektrumunda & 0,59 (3H, s, H-18),
0,79 (3H, s, H-19), 0,93 (3H, br. s, H-21), 0,82 (3H, s, H-25), 0,75 (3H, m, H-27), 0,76
(3H, m, H-28) ppm’lerde 6 metil protonu, 3,45 (1H, m, H-3) ppm’de bir oksijen bagl
metin protonu, 5,36 (1H, br. s, H-6), 5,54 (1H, s, H-7), 5,14 (1H, m, H-22) ve 5,11
(1H, m, H-23) ppm’lerde 4 olefinik proton gdzlenmistir.

13C-NMR (CDCls, (5 ppm), 125 MHz, Sekil 4.29) spektrumunda & 71,0 (C-3) ppm de
1 oksijene bagli karbon sinyali, 6 141,3 (C-5), 119,5 (C-6), 116,2 (C-7), 139,7 (C- 8),
131,8 (C-22) ve 135,6 (C-23) ppmlerde ise 6 olefinik karbon sinyali gdzlenmistir.

'H-NMR (Sekil 4.28), *C-NMR (Sekil 4.29), COSY (Sekil 4.30), HSQC (Sekil 4.31)
ve HMBC (Sekil 4.32) spektrumlari birlikte degerlendirildiginde PJIM-2 maddesinin
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yapisinin tamami dogrulandi. Cizelge 4.27°daki 'H-NMR, BC-NMR, HMBC ve
COSY degerleri literatiir ile karsilastirildiginda, PJIM-2 maddesinin Ergosterol (Sekil
4.27) oldugu belirlendi (Kanagasabapathy vd., 2011; Ivanova vd., 2013; Noh vd.,
2015; Li vd., 2015b, Kaplaner, 2017).

Cizelge 4.27. Ergosterol’iin (PIJM-2) 'H-NMR, C-NMR, HMBC ve COSY degerleri

C.no. |BC-NMR (5) 'H-NMR (§) HMBC COSY
1 38,3 1,16 (1H, m), 1,87 (1H, m) C-1,C-2
2 31,4 1,38 (1H, m), 1,78 (1H, m) C-4, C-5, C-10, C-19
3 71,0 3,45 (1H, m) H-4
4 40,2 2,34 (1H, m), 2,18 (1H, m) | C-2, C-3, C-5, C-6, C-10
5 1413 -
6 119,5 5,36 (1H, br. s) C-4, C-7,C-8, C-10 H-7
7 116,2 5,54 (1H, s) C-5, C-6, C-9
8 139,7 -
9 46,1 1,87 (1H, br. s) C-8
10 36,9 -
11 20,9 0,94 (1H, m), 0,95 (1H, m) C-8, C-9, C-12, C-13
12 28,1 1,23 (1H, m), 1,22 (1H, m)
13 42,7 -
14 54,5 1,19 (1H, m) C-8, C-13
15 22,8 1,26 (1H, m), 1,55 (1H, m) C-13, C-14
16 39,05 1,96 (1H, m), 1,98 (1H, m) C-15, C-17
17 55,6 1,17 (1H, m) C-16, C-18, C-20
18 11,9 0,59 (3H, s) C-12, C-13, C-14, C-17
19 16,1 0,79 (3H, s) C-1, C-5,C-9, C-10
20 40,4 1,95 (1H, br. s) C-17, C-21, C-22, C-23
21 20,9 0,93 (3H, br. s) C-17, C-20, C-22
22 1318 5,14 (1H, m) C-21, C-23, C-24 H-23
23 1356 5,11 (1H, m) C-22, C-24, C-28 H-22
24 42,7 1,81 (1H, br. s) C-26, C25, C-27, C-28, H-23
25 17,4 0,82 (3H, s) C-26, C24, C-27, C-28, C-23
26 32,9 1,39 (1H, m) C-24, C-25, C-27 H-27
27 19,5 0,75 (3H, m) C-24, C-25, C-26 H-26
28 19,8 0,76 (3H, m) C-23, C-24, C-25
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4.7.2.3. Ergosterol endoperoksit (PIM-3)

HO
Molekiil formiilii: C2sH4403

Molekiil agirhgi: 428,33

Sekil 4.34. Ergosterol endoperoksit (PJM-3)

Beyaz renkli olan PJM-3 bilesigi amorf halde elde edildi (4,5 mg). Ince tabaka
kromatografisinde UV 254 nm’de goriilen bilesik, serik siilfat belirteci ile piskiirtiiliip
yakildiginda (105°C) koyu yesilimsi renk olustugu goézlendi. Molekiil formiilii
C28H4403 olarak belirlenen PIM-3 numarali bilesigin yapist NMR (1D, 2D), MS
teknikleri kullanilarak aydmlatildi.

'H-NMR spektrumunda (CDCls, § (ppm), 600 MHz, Sekil 4.35) § 0,79 (3H, s, H-18),
0,80 (3H, d, J=6,5 Hz, H-27), 6 0,80 (3H, d, J=7,0 Hz, H-26), 6 0,86 (3H, s, H-19),
$0,88 (3H, d, J= 6,5 Hz, H-28) ve & 0,98 (3H, d, J=6,6, H-21)’da 6 tane metil; 5 3,95
(1H, m, H-3) ppm’de hidroksil grubuna komsu hidrojen; & 5,14 (1H, d, J=9,0, H-22)
ve 6 5,19 (1H, d, J=7,8, H-23)’de vinilik hidrojen; 6 6,22 (1H, d, J=8,4 Hz, H-7) ve &
6,49 (1H, d, J=8,4 Hz, H-6) olefinik hidrojen pikleri izlenmistir.

13C-NMR spektrumu (CDCls, & (ppm), 150 MHz, Sekil 4.36) DEPT-135 spektrumu

ile birlikte degerlendirildiginde 6 metil, 7 metilen, 11 metin ve 4 katerner karbon

gozlenmistir. & 66,4 (C-3) ppm’de hidroksillenmis karbon sinyali, & 135,4 (C-6), &

130,8 (C-7), & 135,2 (C-22) ve 6 132,3 (C-23) ppm’de olefinik karbon sinyalleri, &
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12,8 (C-18), 6 17,5 (C-19), 6 20,8 (C-21), 5 19,9 (C-26), & 19,7 (C-27) ve 6 18,1 (C-
28) ppm’de metil karbonlara ait sinyaller gézlenmistir. Cifte bagin yeri HMBC
spektrumu ile belirlenirken, C-5 ve C-8 arasinda bir peroksit kopriisiiniin oldugu
HMBC ve *C-NMR spektrumu ile belirlendi (Sekil 4.40, Sekil 4.36).

Kiitle spektrumu incelendiginde (Sekil 4.39), m/z 428 [M]" piki g6zlenmistir. m/z 410

[M-H.0]" par¢alanma, bir molekiil suyun ayrilmasi sonucu olusmustur.

'H-NMR (Sekil 4.35) *C-NMR (Sekil 4.36), DEPT-135 (Sekil 4.37), COSY (Sekil
4.38), HSQC (Sekil 4.39) ve HMBC (Sekil 4.40) birlikte
degerlendirildiginde PJM-3 maddesinin yapisinin tamami dogrulandi. Cizelge
4.28’daki 'H-NMR, ¥C-NMR ve HMBC degerleri literatiir ile karsilastirildiginda,
PJM-3 maddesinin ergosterol endoperoksit (Sekil 4.34) oldugu belirlendi (Kahlos
vd.,1989, Deveci, 2018).

spektrumlari

Cizelge 4.28. Ergosterol endoperoksit (PJM-3) *H-NMR, *C-NMR, HMBC ve COSY degerleri

C.no. | BC-NMR (3) 'H-NMR (3) HMBC COSY
1 36,9 2,10 (1H, m), 1,91 (1H, m) C-3,C-4

2 28,6 1,75 (1H, m), 1,33 (1H, m)

3 66,4 3,95 (1H, m)

4 30,1 1,81 (1H, m), 1,50 (1H, m)

5 79,4 -

6 1354 6,49 (1H, d, J = 8,4 Hz) C-5,C-8, H-6
7 130,8 6,22 (1H, d, J = 8,4 Hz) C-5, C-8

8 82,1 -

9 39,7 2,01 (1H, m)

10 35,6 -

11 23,4 1,49 (1H, m), 1,20 (1H, m) H-9
12 28,6 1,94 (1H, m), 1,24 (1H, m) C-13

13 44,6 -

14 51,0 1,55 (1H, m) C-13, C-18, C-8, C-15

15 34,6 1,93 (1H, m), 1,69 (1H, m) H-16
16 23,6 1,44 (1H, m), 1,21 (1H, m) H-17
17 56,1 1,21 (1H, m) C-12, C-13, C-14, C-18

18 12,8 0,79 (3H, s) C-12, C-13, C-17

19 175 0,86 (3H, 5) C-10, C-5, C-1, C-9

20 39,8 2,01 (1H, m) C-22, C-23

21 20,8 0,98 (3H, d, J = 6,6 Hz) C-17, C-22

22 1352 514 (1H,d,J=9,0Hz) | C-23,C-21,C-20,C-24 | H-23
23 132,3 5,19 (1H, d, J= 7,8 Hz) C-20, C-24

24 42,7 1,83 (1H, m) C-23 H-28
25 33,1 1,44 (1H, m)
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Cizelge 4.28 (devam

26 19,9 0,80 (3H,d,J=7,0Hz) C-25, C-24, C-27 H-27
27 19,7 0,80 (3H, d, J=6,5Hz) C-25, C-24, C-26
28 18,1 0,88 (3H,d,J=6,5Hz) C-25, C-24, C-23
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Sekil 4.41. Ergosterol endoperoksit’in (PIM-3) EI-MS spektrumu
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4.7.2.4. Ergosta 5,22-dien 3-O-f-p-glukopiranozit (PIJM-4)

Molekiil formiilii: C34 Hss Os

Molekiil agirhgi: 560,80

Sekil 4.42. Ergosta 5,22-dien 3-O-g-p-glukopiranozit (PIM-4)

Beyaz renkli olan PJM-4 bilesigi amorf halde elde edildi (7 mg). ince tabaka
kromatografisinde UV 254 nm’de goriilmeyen madde, serik siilfat belirteci
puskirtiiliip yakildiginda (105°C) erguvan renk gozlemlendi. Molekiil formiilii
Ca4Hs606 olarak belirlenen PIM-4 numarali bilesigin yapist NMR (1D, 2D), MS, FT-
IR teknikleri kullanilarak aydinlatildi.

FT-IR sprektrumunda (Sekil 4.43) gdzlenen v 3370 cm™de titresim band1 hidroksil

gerilmesini ve v 2955 cm™’deki titresim bandi vinilik gerilmeleri gostermistir.

'H- NMR spektrumunda (CD3OD, §(ppm), 600 MHz, Sekil 4.44) § 0,60 (3H, s, H-18)
ve 0,98 (3H, s, H-19) ile 6 0,91 (3H, d, J= 5,52 Hz, H-27), 6 0,76 (3H, d, J= 7,14 Hz,
H-26), 6 0,81 (3H, d, J= 6,9 Hz, H-28) ve 6 0,92 (3H, d, J= 6,5 Hz, H-21) ppm’de
rezonans olan pikler karakteristik ergostan tipi steroidin metillerine aittir. & 5,29 (1H,
br.s, H-6) ppm ile 8 5,12 (1H, dd, J=15,1;7,2 Hz, H-22) ve ¢ 5,10 (1H, dd, J= 15,1;
7,8 Hz, H-23) ve 6 3,49 (1H, m, H-3,) ppm’de rezonans olan pikler ergostan tipi bir
steroit yapisin1 desteklemistir. 6 3,49 (1H, m, H-3) ppm’de rezonans olan multiplet
pik C-3 pozisyonunda hidrojenin £ konumunda oldugunu da géstermistir. 6 4,31 (1H,
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d, J=7,8 Hz, H-1) ppm’de rezonans olan H-1/, sekerin anomerik protonuna ait olup,

sekerin S oldugunu ispatlamaktadir.

13C-NMR spektrumu (CD3sOD, &(ppm), 150 MHz, Sekil 4.45) ve HSQC (Sekil 4.46)
spektrumu ile degerlendirildiginde 6 metil, 9 metilen, 16 metin ve 3 katerner karbon
gozlendi. Aglikon kismi1 6 140,1 (C-5), 6 135,7 (C-22), 6 131,9 (C-23) ve 6 122,0 (C-
6) karakteristik piklerini vererek ergostan tipi steroid oldugunu belirtmistir. Seker
kisminda & 101,0 (C-1') ppm ile 6 61,6 (C-6') ppm arasinda rezonans olan 6 adet
karakteristik seker piki de izlenmistir. & 20,6 (C-21), & 19,8 (C-27), & 19,7 (C-19), &
19,5 (C-26), 6 17,5 (C-28) ve 6 11,9 (C-18) ppm’de rezonans olan pikler molekiilde
bulunan 6 adet metil sinyaline aittir.

HMBC spektrumunda 84,31 (1H, d, J=7,8 Hz, H-1’) ppm’de rezonans olan H-1/, 101,0
ppm’de rezonans olan C-3 ile etkilesmesi sekerin anomerik protonunun, aglikonun C-

3 pozisyonuna bagli oldugunu gosterdi.

Kiitle spektrumu incelendiginde (Sekil 4.48), molekiiler iyon piki [M]
gozlenmemistir. m/z 396 [M-seker]” ve m/z 380 [C2sHa4]" pargalanmalari bilesigin
C34H5606 kapali formiiliinii 6nermistir. m/z 163 [M-C2sHas0]" ve m/z 179 [M-C2gHas]*

parcalanmalar ise glukoz sekerinin yapida varligini gostermistir.

'H-NMR (Sekil 4.44) ®*C-NMR (Sekil 4.45), COSY (Sekil 4.46), HSQC (Sekil 4.47),
HMBC (Sekil 4.48) spektrumlart birlikte degerlendirildiginde PJIM-4 maddesinin
yapisinin tamami dogrulandi. Cizelge 4.29°daki H-NMR, BC-NMR, HMBC ve
COSY degerleri literatiir ile karsilastirildiginda, PIM-4 maddesinin ergosta 5,22-dien
3-O-f-p-glukopiranozit (Sekil 4.42) oldugu belirlendi (Jinming vd., 2008).

Cizelge 4.29. Ergosta 5,22-dien 3-O-f-p-glukopiranozit (PJM-4) *H-NMR, *C-NMR, HMBC ve

COSY degerleri
C.no. | BC-NMR (3) 'H-NMR HMBC COSsY
(9)
1 37,1 1,77 (1H, m), 0,97 (1H, m) C-19
2 24,1 1,44 (1H, m), 0,97 (1H, m) H-3
3 79,0 3,49 (1H, m) c-1 H-2, H-
4
4 38,6 2,3 (1H, m), 2,18 (1H, m) H-3
5 140,1 - C-19
6 122,0 5,29 (1H, br, s)
7 31,7 1,49 (1H, m), 1,17 (1H, m) C-6
8 31,8 1,87 (1H, m)
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Cizelge 4.29. (devam)

9 50,0 0,83 (1H, m)

10 36,6 - C-19

11 20,9 1,15 (1H, m), 1,37 (1H, m) C-19

12 39,5 1,88 (1H, m), 1,07 (1H, m) C-18

13 42,1 - C-18

14 55,7 1,03 (1H, m) C-17

15 28,1 1,86 (1H, m), 1,21 (1H, m) C-17

16 29,4 1,77 (1H, m), 1,17 (1H, m)

17 56,7 0,92 (1H, m) C-18

18 11,9 0,60 (3H, s) C-14

19 19,7 0,98 (3H, s)

20 40,1 1,93 (1H, m) C-22

21 20,6 0,92 (3H,d,J=6,5H2) C-22

22 135,7 5,12 (1H, dd, J = 15,1; 7,2 Hz)

23 131,9 5,10 (1H, dd, J = 15,1; 7,8 Hz) C-28 H-24

24 42,7 1,77 (1H, m) C-22, C-26, C-27, H-23,
C-28 H-28

25 32,0 1,36 (1H, m) C-26, C-27, C-28 H-26

26 19,5 0,76 (3H, d, J = 7,14 Hz) H-25

27 19,8 0,91 (3H,d, J=5,52 Hz)

28 17,5 0,81 (3H,d,J=6,9 H?) C-24, C-25 H-24

1 101,0 4,31 (1H,d,J=7,8 Hz) H-2/

2/ 73,4 3,18 (1H, m) c-3,c-4 H-1/, H-

3/

3 76,2 3,37 (1H, m) c-1,c2, c4 H-2/

4 69,9 3,34 (1H, m) c-3

5 75,6 3,18 (1H, m) H-6/

6 61,6 3,74 (1H, m), 3,66 (1H, m) H-5/
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4.7.2.5. Juniperon A (Yeni Bilesik) ( PIJM-5)

Molekiil formiilii: CsH1207
Molekiil agirhgi: 220,00

Sekil 4.50. Juniperon A (PJM-5)

PIM-5 bilesigi sivi, yapiskan olarak elde edildi (9,5 mg). Ince tabaka
kromatografisinde UV 254 nm’de goriinmeyen madde, serik siilfat belirteci
puskiirtiillip yakildiginda (105°C) kahverengi renk olustugu gozlendi. Molekiil
formiiliit CgH1207 olarak belirlenen PJIM-5 numarali bilesigin yapist NMR (1D, 2D),
MS, FT-IR teknikleri kullanilarak aydinlatildi. Yeni bir bilesik oldugu diisiiniilen
PJM-5 numaral1 bilesigin ince tabaka kromatografisindeki goriintiisii Sekil 4.60’ta

verilmistir.

FT-IR sprektrumunda (Sekil 4.51) maddenin » 3347 cm™’deki titresim bandi,
hidroksil gerilmesini ve v 2924 cm™deki titresim bandi CH olefinik gerilmesini
gostermistir.

'H-NMR spektrumunda (CDsOD, §(ppm), 600 MHz, Sekil 4.52), & 1,75 (1H, d,
j=14,04 Hz, H-2') ve 1,56 (1H, dd, j=11,70; 13,95 Hz, H-2) ppm’de rezonan olan
sinyaller C-2"na ait oldugu, oksijene bagli karbonlarin hidrojenleri 6 3,49 (1H, dd,
j=1,74;11,8 Hz, H-1), 5 3,44 (1H, dd, j=6,24; 11,6 Hz, H-1), 5 3,64 (1H, d, j=6,79 Hz,
H-5), 3,59 (1H, dd, J=12,33; 9,59 Hz) ppm’de rezonans olan pikler oldugu ve ester

yapisina bagli Karbonlara ait olduklar1 belirlenmistir.

APT-NMR spektrumu (CDsOD, &(ppm), 150 MHz, Sekil 4.53), HSQC (Sekil 4.55)
spektrumu ile degerlendirildiginde 3 metilen, 3 metin ve 2 katerner karbon

gozlenmistir. Asagi alanda & 177,2 ppm de rezonas olan pikler C-1' ile C-3' katarner
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karbonlarina aittir. & 67,79 (C-4), 6 68,77 (C-3), 6 73,15 (C-2) metin karbonlar1 olup
hidroksil bagl pikleri gostermistir.

Kiitle spektrumu incelendiginde (Sekil 4.57), molekiiler iyon piki [M]*
gbzlenmemistir. Ancak molekiiliin sirasiyla par¢alanmasi sonucunda (Sekil 4.58),
m/z:117,1 [M-C3sH204]*, m/z: 99,04 [M-CsHs0s], m/z: 87,04 [M-CsH40s] pikleri

CgH1207 kapali formiiliinii 6nerdi.

'H-NMR (Sekil 4.52), APT-NMR (Sekil 4.53), COSY (Sekil 4.54), HSQC (Sekil
4.55), HMBC (Sekil 4.56) spektrumlari birlikte degerlendirildiginde ve var olan
literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde, Juniperon A bilesiginin (Sekil 4.50) ilk defa bu tez
caligmasit ile izole edilmis yeni bir bilesik oldugu tespit edilmistir. Juniperon A bilesiginin
'H-NMR, APT-NMR, HMBC ve COSY degerleri Cizelge 4.30°da verilmektedir.

Cizelge 4.30. Juniperon A (PJM-5) 'H-NMR, APT-NMR, HMBC ve COSY degerleri

C.no. | APT'NMR () H-NMR () HMBC | COSY
1/ 177,2 - C-1
1,75 (1H, d, J = 14,04 Hz) H-3
/ ] y Uy ’ _ )
2 34,99 1,56 (1H, dd, J=11,70, 13,95 Hz) ! H-4
3 177,2 - Gl
3,49 (1H, dd J=1,74,11,8 Hz), )
. 6591 3,44 (1H, dd, J=6,24,11,6 Hz) C-2
2 73,15 3,73 (1H, td, J=6,09;1,98 Hz) ng,l
3 68,77 3,59 (1H, m) C-5 H-2/
4 67,79 4,05 (1H, s) c-2,c-3 | H-2
3,64 (1H, d, J=6,79 Hz),
5 66,77 c-1
3,59 (1H, dd, J=12,33;9,59 Hz)
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4.7.2.6. Juniperon B (Yeni Bilesik) (PIJM-6)

Sekil 4.59. Juniperon B (PJM-6)

Molekiil formiilii: CsH1207
Molekiil agirhgi: 220,00

PIM-6 bilesigi sivi, yapiskan olarak elde edildi (5,6 mg). Ince tabaka
kromatografisinde UV 254 nm’de goriilmeyen madde, serik siilfat belirteci
puskiirtiillip yakildiginda (105°C) kahverengi renk olustugu gozlendi. Molekiil
formiilii CgH1207 olarak belirlenen PIM-6 numarali bilesigin yapisi yapist NMR (1D,
2D), MS, FT-IR teknikleri kullanilarak aydinlatildi. Yeni bir bilesik oldugu diisiiniilen
PJM-6 numarali bilesigin ince tabaka kromatografisindeki goriintiisii PJM-5 numarali

bilesik ile birlikte Sekil 4.60°ta verilmistir.

Sekil 4.60. Juniperon B (PJM-6) ve Juniperon A’mm (PJM-7) iTK ile gésterimi

FT-IR sprektrumunda (Sekil 4.61) maddenin v 3326 cm™’deki titresim bandi OH

gerilmesi ve v 2917 cm™’deki titresim band1 CH olefinik gerilmesini gostermistir.

'H-NMR spektrumunda (CDsOD, &(ppm), 600 MHz, Sekil 4.62) 1,91 (1H, dd,
j=12,78, 4,99 Hz, H-2/): 1,30 (1H, q, j=12,09 Hz, H-2") ppm’de rezonans olan pikler
C-2 ait oldugu, 6 3,90 (1H, dd, j=11,03, 5,16 Hz, H-5); 6 3,10 (1H, t, J= 10,76 Hz, H-
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5), 6 3,50 (1H, d, j=4,71 Hz, H-1) ppm’de rezonans olan pikler oldugu ve ester

yapisina bagli karbonlara ait olduklar1 tespit edilmistir.

APT-NMR spektrumu (CD30D, 6(ppm), 150 MHz, Sekil 4.63), HSQC (Sekil 4.65)
spektrumlar1 ile degerlendirildiginde 3 metilen, 3 metin ve 2 katerner karbon
gozlenmisitir. Asag1 alanda & 176,4 ppm de rezonas olan pikler C-1’ ile C-3' katarner
karbonlarina aittir. & 72,90 (C-4), 6 73,73 (C-3), 6 78,48 (C-2) metin olup hidroksil
bagl pikleri gostermistir.

Kiitle spektrumu incelendiginde (Sekil 4.67), molekiiler iyon piki [M]*
gozlenmemistir. Ancak molekiiliin sirasiyla par¢alanmasi sonucunda (Sekil 4.68),
m/z:117,1 [M-C3H204]*, m/z 99,04 [M-C3H30s], m/z 87,04 [M-CsH40s] pikleri

CsH1207 kapali formiiliinii 6nermistir.

'H-NMR (Sekil 4.62), APT-NMR (Sekil 4.63), COSY (Sekil 4.64), HSQC (Sekil
4.65), HMBC (Sekil 4.66) spektrumlar1 birlikte degerlendirildiginde ve varolan
literatiir galigmalar1 incelendiginde, Juniperon B bilesiginin ilk defa bu tez calismasi ile
izole edilmis yeni bir bilesik oldugu tespit edilmistir. Juniperon B bilesiginin *H-NMR,
APT-NMR, HMBC ve COSY degerleri Cizelge 4.31°de verilmektedir.

Cizelge 4.31. Juniperon B’nin (PJM-6) *H-NMR, APT-NMR, HMBC ve COSY degerleri

C.no. | APT-NMR (3) 'H-NMR () HMBC COosY
1/ 176,4 - c-1
} 1,91 (1H, dd, J = 12,78; 4,99 Hz) ]
2 36,42 1,30 (1H, g, J=12,09 Hz) -1
3 176,4 - c-1
1 65,74 3,50 (1H, d, J=4,71 Hz) c-2,C-2 H-2/
2 c-5 C-
2 78,48 3,44 (1H, dt, J=10,12:4,95 Hz) -2, %‘2 C3 1 Ho
3 73,73 3,50 (1H, m) C-5 H-2/
4 72,90 3,34 (1H, td, J=9,48; 5,50 Hz) c-2/ H-5
3,90 (1H, dd, J=11,03; 5,16 Hz)
S 71,00 3,10 (1H, t, J=10,76 Hz) H-4
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Sekil 4.61. Juniperon B’nin (PJM-6) FT-IR spektrumu
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4.7.2.7. Adenozin (PIM-7)

Molekiil formiilii: C10H13Ns504
Molekiil agirhgi: 267,24

Sekil 4.69. Adenozin (PJM-T7)

PJM-7 kodlu bilesik kat1 halde elde edildi (4,0 mg). ince tabaka kromatografisinde UV
254 nm’de goriinen madde, seryum siilfat belirteci piiskiirtiiliip yakildiginda (105°C)
kahverengi renk olustugu gozlendi. Molekiil formiilii C10H13NsO4 olarak belirlenen
PJM-7 numarali bilesigin yapist NMR (1D, 2D), MS teknikleri kullanilarak
aydinlatildi.

'H-NMR spektrumunda (CD3sOD, &(ppm), 500 MHz, Sekil 4.70), & 8,17 (1H, s, H-2)
ve 6 8,30 (1H, s, H-8) ppm’de rezonans olan iki adet singlet ile 3-5 ppm arasinda
rezonans olan oksijene bagli karbonlara ait hidrojen sinyalleri yapinin adenozin
olabilecegi kanaatini olusturmustur. & 5,95 (1H, d, J=6,5 Hz, H-1/) ppm’de rezonans
olan pik anomerik hidrojene aittir. Sekerin diger pikleri & 4,15 (1H, g, H-4)), 5 4,31
(1H, dd, J=2,5; 5,0 Hz, H-3') ve § 4.00 (1H, ddd, J=5,1; 6,2; 6.3 Hz, H-2') ppm’de
rezonans olduklar1 goriilmiistir. & 4,45 (1H, dd, J=2,5; 12,5 Hz, H-5a) ve 4,37 (1H,
dd, J= 2,5; 13,0 Hz, H-5'b) ppm’de rezonans olan pikler ise sekerin metilen pikine

aittir.

13C-NMR (CD30D, §(ppm), 125 MHz, Sekil 4.71) ve HSQC (Sekil 4.72) spektrumu
ile degerlendirildiginde 3 adet katerner, 6 adet metin ve 1 adet metilen oldugu
izlenmistir. 6 152,4 (C-2) ve 6 140,0 (C-8) ppm’de rezonans olan karbonlar iki adet
elektronegatif atom arasinda bulunduklarini diigiindiirmiistiir. 6 149,0 (C-4*), 6 119,0
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(C-5%), & 156,2 (C-6*) katerner karbonlar1 degerlendirildiginde aglikonun adenin

yapisinda oldugunu dogrulanmustir.

C-1"in anomerik karbon oldugu, & 5,95 ppm’de rezonans olan anomerik protonun
149,0 (C-4*) ve 140,0 (C-8) karbon etkilesimleri ve HMBC korelasyonu ile
dogrulanmigtir. Ayrica anomerik protonu 5,95 ppm’de rezonans olmasi, sekerin

aglikona gore o pozisyonunda oldugunu kanitlamstir.

Kiitle spektrumu incelendiginde, (Sekil 4.74) m/z 267 [M]" piki, 7 doymamislik

derecesi ile C10H13NsO4 kapali formiiliinii dogrulamustir.

'H-NMR (Sekil 4.70) 33C-NMR (Sekil 4.71), HSQC (Sekil 4.72) ve HMBC (Sekil
4.73) spektrumlar birlikte degerlendirildiginde PJIM-7 maddesinin yapisinin tamami
dogrulandi. Cizelge 4.26’daki *H-NMR, *C-NMR ve HMBC degerleri, literatiir ile
karsilastirildiginda, PJIM-7 maddesinin adenozin oldugu belirlendi (Ciuffreda vd.,
2007; Elik, 2017).

Cizelge 4.32 Adenozin’in (PJM-7) *H-NMR, *C-NMR ve HMBC degerleri

C.no. BC-NMR(?) IH-NMR(5) HMBC

2 152,4 8,17 (1H, s) C-4,C-6
4* 149,0 -

5* 119,0 -

6* 156,2 -

8 140,0 8,30 (1H, s) C-2

1/ 87,9 5,95 (1H, d, J=6,5 Hz) C-4,C-8
2/ 73,4 4,00 (1H, ddd, J=5,1; 6,2; 6,3 Hz) c-3, c-4
3 70,6 431 (1H, dd, J=2,5; 5,0 Hz) c-1,c-5
4 85,9 4,15 (1H, q) c-3
5a 61,6 4,45 (1H, dd, J=2,5;12,5 Hz) c-3c-4
5 61,6 4,37 (1H, dd, J=2,5;13,0 Hz) c-3c-4
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4.7.2.8. Mannitol (PJM-8)

Molekiil formiilii: Cs H14 Os
Molekiil agirhigi: 205,0

Sekil 4.75. Mannitol (PJM-8)

Beyaz renkli olan bilesik amorf halde elde edildi (12,0 mg). Ince tabaka
kromatografisinde UV 254 nm’de goriinmeyen madde, serik siilfat belirteci
puskiirtiiliip yakildiginda (105°C) siyahimsi renk olustugu gozlendi. Molekiil formiilii
CeH140¢ olarak belirlenen PJIM-8 numarali bilesigin yapist NMR (1D, 2D), MS, FT-
IR teknikleri kullanilarak aydinlatildi.

IH-NMR (D0, 8(ppm), 600 MHz, Sekil 4.77) spektrumu & 3,74 (LH, dd, J=9,12; 2,50
Hz, H-1,1), § 3,54 (1H, dd, J=11,82; 6,18 Hz, H-1,1), 5 3,66 (LH, dt, J=6,00; 2,50 Hz,
H-2,2)) ve & 3,69 (1H, d, J=6,00 Hz, H-3,3') ppm’de rezonan olan pikler PJM-8

maddesinin anemorik protonu olmayan bir dogrusal seker oldugunu gostermistir.

13C-NMR (D20, §(ppm),150 MHz, Sekil 4.78) spektrumunda & 63,1 (C-1,1), & 70,8
(C-2,2)) ve 6 69,2 (C-3,3) ppm’de rezonans olan pikler izlenmistir. HSQC (Sekil. 3.79)
spektrumlart birlikte degerlendirildiginde 2 adet metin, 1 adet metilen karbon sinyali

goriilmiistiir.

Kiitle spektrumu incelendiginde (Sekil 4.81), m/z 205,0 [M+Na]" piki ile C¢H1406Na
kapali formiilii dogrulanmistir. B6liim 3.9°da verilen GC-MS sartlarinda, standartlar
ile karsilagtirildi. Sekil 4.78°de verilen GC-MS kromatogramlari, MS spektrumunun
Wiley 2008 kiitiiphanesi ile karsilastiriimasi ve FT-IR (Sekil 4.76), 'H-NMR (Sekil
4.77) BC-NMR (Sekil 4.78), HSQC (Sekil 4.79), HMBC (Sekil 4.80), ESI-MS (Sekil
4.81), spektrumlari birlikte degerlendirildiginde PJM-8 maddesinin yapisinin tamami
dogrulandi. Cizelge 4.33’te H-NMR, ¥C-NMR, HMBC degerleri, literatiir ile
karsilastirildiginda yapiin mannitol oldugu belirlendi (Duquesnoy vd., 2008, Tas, M).
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Cizelge 4.33. Mannitol’iin (PJM-8) *C-NMR *H-NMR ve HMBC degerleri

Cno. | “C-NMR () H-NMR (3) HMBC
, 3,74 (1H, dd, J= 9,12, 2,5 H2), o
11 631 3,54 (LH, dd, J = 11,82, 6,18 Hz) €3,3,C22
2-2 70,8 3,66 (1H, dt, J = 6,00, 2,50 Hz) C3,3,CL 1
33 69,2 3,69 (IH, d, J = 6,00 Hz) C2,2,C3,3
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Sekil 4.76. Mannitol’iin (PJM-8) FT-IR spektrumu
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4.7.2.9. Oleik asit, Linoleik asit (PJC-1) yap: analizi

HOJWW

Linoleik asit
Molekiil formiilii: C1sH320:2

Molekiil Agirhgr: 280,4

HOJI\/\/\/\/W

Oleik asit
Molekiil formiilii: C1sH3402
Molekiil Agirhgr: 282,5

Sekil 4.83. Linoleik asit, Oleik asit (PJC-1)

PJC-1 bilesigi renksiz, siv1 halde elde edildi (5,3mg). ince tabaka kromatografisinde
UV 254 nm’de goriinmeyen madde, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip yakildiginda
(105°C) kahverengi renk olustugu gozlendi. Molekiil formiilii C1gHz202 ve C1gH3402
olarak belirlenen PJC-1 numarali bilesigin yapist NMR (1D, 2D) teknikleri
kullanilarak aydinlatildi.

'H- NMR spektrumunda (CDCls, 8(ppm), 600 MHz, Sekil 4.84) 5,33 (1H, m, H-9),
5,35 (1H, m, H-10), 5,35 (1H, m, H-12), 5,31 (1H, m, H-13) ppm’de rezonans olan

pikler vinilik protonlara aittir.

APT-NMR spektrumu (CDCl3, 6(ppm), 150 MHz, Sekil 4.85)’de degerlendirildiginde,
6 metin, 2 katerner karbon belirlendi. Linoleik asite ait & 130,8, 129,1, ppm’de
rezonans olan pikler C-9, C-13; C-10, C-12’¢ ait iken, oleik asite ait olan pikler, &
130,8, ppm’de C-9 ve C-10 karbonlarina aittir. 6 32,7 ppm’de rezonans olan sinyaller

her iki yag asitinin C-2 pozisyonundaki karbona aittir.

'H-NMR (Sekil 4.84) APT-NMR (Sekil 4.85), COSY (Sekil 4.86), HSQC (Sekil 4.87)
ve HMBC (Sekil 4.88) spektrumlar: birlikte degerlendirildiginde PJC-1 maddesinin
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yapisinin tamanmi dogrulandi. Cizelge 4.33’daki H-NMR ve APT-NMR degerleri
literatiir ile karsilagtirildiginda, PJC-1 maddesinin Linoleik asit ve Oleik asit (Sekil
4.83) karisimi oldugu belirlendi (Schaefer, 1974; Davis vd., 1999).

Cizelge 4.34. Linoleik asit, Oleik asit’in (PJC-1) ‘H-NMR ve *C-NMR degerleri

Linoleik asit Oleik asit

C.no. | APT-NMR (5) IH-NMR (5) APT-NMR (5) IH-NMR ()
1 178,4 - 178,4 -
2 32,7 22 32,7 22

(1H, t, J=6,0 Hz) (1H, t, J=6,0 Hz)

3 26,1 1,59 (2H, m) 26,1 1,59 (2H, m)
4 30,8 1,30 (2H, m) 30,8 1,30 (2H, m)
5 30,8 1,26 (2H, m) 30,8 1,26 (2H, m)
6 30,8 1,33 (2H, m) 30,6 1,33 (2H, m)
7 30,5 1,30 (2H, m) 30,5 1,30 (2H, m)
8 28,1 2,08 (2H, m) 28,1 2,08 (2H, m)
9 130,9 5,33 (1H, m) 130,8 5,34 (1H, m)
10 129,1 5,35 (1H, m) 130,8 5,34 1H, m)
11 28,2 2,78 (2H, m) 28,2 2,16 (1H, m)
12 129,1 5,35 (1H, m) 30,5 1,30 (1H, m)
13 130,9 5,31 (1H, m) 28,1 1,33 (1H, m)
14 28,1 2,04 (2H, m) 28,1 2,04 (H, m)
15 30,3 1,30 (2H, m) 30,3 1,30 (2H, m)
16 33,1 1,30 (2H, m) 33,1 1,30 (2H, m)
17 23,7 1,30 (2H, m) 23,7 1,30 (2H, m)
18 14,5 0,38 (3H, t, J=6,0) 14,5 0,88 (3H, t, J=6,0)
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Sekil 4.85. Linoleik asit ve Oleik asit’in (PJC-1) APT-NMR spektrumu (150 MHz, CDCls)
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4.7.3. Picoa lefebvrei’nin bioaktivite kontrollii izolasyon ¢calismalari

Picoa lefebvrei’nin metanol ekstresinde kromatografik olarak fraksiyonlandirma
yoluna gidildi. Bu nedenle ince tabaka kromatografisinde denemeler yapilarak uygun
¢oziicii sistemi ve adsorban se¢imi yapildi. Kolon kromatografisinde adsorban olarak
silika jel kullanildi. Metanol ekstresi (24,1 g) az miktarda uygun ¢oziiciide ¢oziilerek
adsorban ile karistirildi. Uygun bir kolonda silika jel adsorban kullanild1 ve karigim
kuru tatbik edilerek kolona yiiklendi. Eliisyona %100 hekzandan baglayarak sirasiyla,
hekzan-kloroform (100:0/0:100), kloroform-aseton (100:0/0:100), aseton-metanol
(100:0/0:100) sistemleri kullanilarak elusyon tamamlandi. Bu islem sonucunda 35
fraksiyon toplandi. Toplanan fraksiyonun ince tabakalar1 kontrol edilerek, benzer

olanlar birlestirildi ve toplamda 14 fraksiyon elde edildi (Cizelge 4.35).

Cizelge 4.35. P. lefebvrei’nin metanol ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin miktarlar

Fraksiyonun Kodu | Miktari Fraksiyonun Kodu Miktar:
1 |PLM1-5 32,2mg 8 PLM 27 2049
2 |PLM6 259 9 PLM 28 129
3 |PLM7-8 602,8 mg 10 | PLM 29 404 mg
4 | PLM9-14 332 mg 11 | PLM 30 200 mg
5 | PLM 15-18 716,7 mg 12 | PLM 31-33 602 mg
6 | PLM 19-25 159 13 | PLM 34 636 mg
7 | PLM 26 469 14 | PLM 35 289

Picoa lefebvrei nin metanol ekstresinden elde edilen tiim fraksiyonlarin DPPH serbest
radikal ve ABTS katyon radikal giderim aktiviteleri Cizelge 4.36 ve Cizelge 4.37°da
verilmektedir. Sonuglara bakildiginda konsantrasyon artisina paralel olarak
fraksiyonlarin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi ve ABTS katyon radikal

giderim aktivitelerinin arttig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.36. P. lefebvrei’nin metanol ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin ABTS Katyon
Radikali Giderim Aktivitesi

% ABTS Katyon Radikal Giderim Aktivitesi

Fraksiyonlar 100pug/mL 200png/ mL 400png/ mL 800ung/ mL

PLM 1-5 3,02+0,90' 7,14+0,56' 9,98+0,01% 11,36+0,37%
PLM 6 4.33+0.02% 6,59:+0,05" 8,70+0,19' 14,00+0,14)
PLM 7-8 7,5140,3 1) 14,00+1,81" 21,55+0,75) 28,84+0,19"
PLM 9-14 18,20+0,15' 32,16+1,509 49,91+1,45" 87,81+1,18°
PLM 15-18 51,78+0,19" 61,19+0,17" 72,83+0,60° 80,75+0,28"
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Cizelge 4.36. vam

PLM 19-25 66,22+0,34° 71,91+0,19° 79,39+0,18° 89,43+0,51°
PLM 26 59,54+0,51° 65,791,027 75,17+0,24¢ 83,15+0,64°
PLM 27 64,46+1,4° 73,09+1,02° 79,16+1,25¢ 82,15+1,02¢f
PLM 28 55,811,001 62,19+1,72¢ 69,39+1,00" | 85,25+1,33¢
PLM 29 54,13+1,709 63,03+0,51¢ 71,19+0,119 78,90+0,17"
PLM 30 68,90+0,14° 73,18+0,17° 77,77+0,28° | 80,17+0,99¢
PLM 31-33 65,17+0,45% 70,17+0,55° 73,78+1,02f 78,66+0,78"
PLM 34 51,97+1,01" 67,00+1,84° 75,12+0,86° 81,12+0,17%
PLM 35 58,69+1,04° 61,12+1,13 72,99+0,86° 80,920,799
BHA" 82,63+0,02° 86,7+0,10° 90,75+0,05 95,89+0,10°
a-Tokoferol ©  ['81 81+0,162 85,83+0,12° 88,79+0,06" 94,96+0,53°

*: Standart
Farkli tist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklar: gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher Testi;
p <0.05).

Cizelge 4.37. P. lefebvrei’nin metanol ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin DPPH serbest
radikal giderim aktivitesi

% DPPH Radikal Giderim Aktivitesi
Fraksiyonlar | 100pg/mL 200ng/ mL 400ng/ mL 800ng/ mL
PLM 1-5 5,71+1,81¢ 9,31+1,169 11,20+1,400 17,84+1,88%
PLM 6 4.52+1,83¢f 6,25+1,07" 7,54+1,23" 11,84+1,88%
PLM 7-8 3,47+0,23f 5,58+0,47" 10,78+0,13" 14,77+1,13)
PLM 9-14 21,39+0,89° 41,61+1,99° 69,01+1,66° 74,95+1,34%
PLM 15-18 20,29+1,32° 42,12+0,83° 72,09+0,58° 76,85+0,92°°
PLM 19-25 19,71+0,92° 39,12+0,79° 62,12+1,61¢ 76,48+1,90°°¢
PLM 26 19,71+0,92¢ 39,12+0,79° 62,12+1,61¢ 76,48+1,90°°¢
PLM 27 15,68+0,55¢ 34,14+1,11° 54,65+0,44 74,21+1,68%
PLM 28 15,90+1,63¢ 27,91+0,31f 45,05+1,71" 77,44+1,11°
PLM 29 14,65+0,92¢ 28.86+1,17° 52,53+1,229 68,86+1,09¢
PLM 30 19,63+0,34° 34,36+1,35° 61,17+1,25¢ 75,07+1,35%
PLM 31-33 20,29+0,49¢ 36,33+1,06¢ 58,09+1,19¢ 62,74+1,90f
PLM 34 16,11+1,63¢ 32,69+0,48¢ 46,56+1,34" 57,78+1,06"
PLM 35 28,97+1,68° 40,67+1,51% 52,18+1,399 60,17+1,149
BHA" ] 86,58+0,02° 88,36+0,29° 97,79+0,152 96,05+0,082
a-Tokoferol * g5 56,1 17 90,07+0,528 04.7420.15° | 96.12+0,42°

*: Standart
Farkli tist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklar: gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher Testi;
p <0.05).

Picoa lefebvrei’nin metanol ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin DPPH serbest
radikal giderimi ve ABTS" katyon radikali giderim aktiviteleri karsilastirildiktan
yuksek aktivite gosterip, miktar bakimindan, izolasyon ¢alismalari i¢in yeterli olan ve
ITK ile kontrol edilip ayrilmasi miimkiin olan fraksiyonlar ile izolasyon ¢aligmalarina
devam edildi. Saflastirilan bilesiklerin yapilarim1 aydinlatmak amaciyla *H-NMR, *C
NMR, DEPT-90, DEPT-135, HMBC, HSQC ve MS analizleri yapildi.
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Sekil 4.89. P. lefebvrei’nin kloroform ekstraksiyonu fraksiyonlandirma islemleri

Ayrica Picoa lefebvrei kloroform ekstresinden bilesik izolasyonu yapilmasina karar
verildi. Kolon kromatografisi kullanilarak fraksiyonlandirildi. Buna gore ekstre, ince
tabaka kromatografisinde (ITK) farkli ¢dziicii sistemleriyle denemeler yapilarak,
uygun c¢oziicli sistemi ve adsorban segildi. 4,9 g kloroform ekstresi kolon
kromatografisinde silika jel adsorban kullanilarak sirasiyla hekzan: diklormetan
(100:0/0:100), diklormetan: etilasetat (100:0/0:100) ¢oziicti sistemleri kullanilarak
fraksiyonlandirma islemi gerceklestirildi. Bu islemlerin ardindan ince tabaka
kromatografisi yardimiyla benzer olan fraksiyonlar birlestirildi ve 5 adet ana fraksiyon
elde edildi. PLC-5 fraksiyonu DPPH serbest radikal giderimi ve ABTS" katyon
radikali giderim aktivitesi bakimindan digerlerine gore daha yiiksek aktivite gosterdigi
icin PLC-5’in fraksiyonlandirma islemleri yapilmistir (Cizelge 4.24 ve Cizelge 4.25;
Sekil 4.18).
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Cizelge 4.38. P. lefebvrei kloroform ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin miktarlar

Fraksiyonun Kodu Miktari
PLC-1 2650 mg
PLC-2 276 mg
PLC-3 507 mg
PLC-4 545 mg
PLC-5 451 mg

Cizelge 4.39. P. lefebvrei’den kloroform ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin ABTS katyon
radikal giderim aktiviteleri

% ABTS Katyon Radikal Giderim Aktivitesi

Fraksiyonlar 100png/mL 200pg/ mL 400pg/ mL | 800pug/ mL
PLC1 - - - -
PLC 2 2,11+0,05¢ 1,56+0,02¢ 5,77+0,05¢ 8,18+0,09¢
PLC 3 4,94+2,73° 8,36+0,21° 11,04+0,15¢ | 16,10+0,05¢
PLC4 3,16+2,31% 9,40+2,31¢ 13,5743,16° | 25,62+0,84°
PLC5 16,10+0,84° 21,75+1,68° | 40,79+2,52° | 61,32+0,84°
BHA* 82,63+0,02? 86,7+0,102 90,75+0,05% | 95,89+0,10?

a-Tokoferol* 81,81+0,16° 85,83+0,122 | 88,79+0,06* | 94,96+0,532

-1 aktivite yok

*: Standart
Farkl tist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklari gosterir (tek yonlit ANOVA, Fisher Testi;
p <0.05).

Cizelge 4.40. P. lefebverei’den kloroform ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin DPPH serbest
radikal giderim aktiviteleri

% DPPH Radikal Giderim Aktivitesi

Fraksiyonlar 100pg/mL 200pg/ mL | 400pg/ mL | 800pg/ mL
PLC1 2,76+0,05° 2,64+0,17% | 6,49+0,08¢ 11,34+0,18°
PLC 2 0,03+0,12¢ 1,56+0,18% | 1,27+0,709 2,76+0,35f
PLC 3 0,65+0,459 1,1440,23¢ 2,61+0,35 4,45+1,25°
PLC 4 2,6142,05° 3,10+2,219 4,81+0,06¢ 8,97+0,08¢
PLC5 4,45+0,17° 8,48+0,35° 16,07+0,03° | 31,12+0,52°
BHA* 86,58+0,022 88,36+0,29° | 97,79+0,15% | 96,05+0,08?

a-Tokoferol* 87,70+0,122 90,07+£0,52% | 94,74+0,15° | 96,12+0,422

*: Standart
Farkli tist simge degerleri, farkli ekstreler ve ayni derisim arasindaki 6nemli farkliliklari gosterir (tek yonliit ANOVA, Fisher Testi;
p <0.05).

Picoa lefebvrei Kloroform Ekstresi
5 fraksiyon’dan

5. fraksiyon Rcycle HPLC kolon kromatografisi
n-hekzan/etilasetat PLC-1

>

5. fraksiyon Rcycle HPLC kolon kromatografisi
kloroform/metanol PLC-2

Sekil 4.90. P. lefebvrei’nin kloroform ekstraksiyonu fraksiyonlandirma islemleri
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4.7.4. Picoa lefebvrei’den izole edilen bilesikler

4.7.4.1. Brassikasterol (PLM-1)

Sekil 4.91. Brassikasterol (PLM-1)

PLM-1 bilesigi beyaz renkli olarak amorf halde elde edildi (6,0 mg). Bu bilesigin

spektral verileri i¢in boliim 4.7.2.1.°e bakiniz.

4.7.4.2. Ergosta 5,22-dien 3-O-f-p-glukopiranozit (PLM 2)

Sekil 4.92. Ergosta 5,22-dien 3-O-B-p-glukopiranozit (PLM-2)

PLM-2 bilesigi beyaz renkli olarak amorf halde elde edildi (5,7 mg). Bu bilesigin

spektral verileri i¢in boliim 4.7.2.4’e bakiniz.
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4.7.4.3. Urasil (PLM-3)

Molekiil formiilii: C4H4N20O2

Molekiil Agirhgr: 112,02

Sekil 4.93. Urasil (PLM-3)

PLM-3 bilesigi beyaz renkli olarak amorf halde elde edildi (1,24 mg). Ters faz ince
tabaka kromatografisinde UV 366 nm’de halka seklinde koyu renkli goriiniirken, serik
stilfat belirteci piskiirtiliip yakildiginda (105°C) maddenin rengi kayboldugu
gozlendi. Molekiil formiilii C4HsN2O> olarak belirlenen PLM-3 numarali bilesigin
yapisi *H-NMR ve MS teknikleri kullanilarak aydinlatilda.

'H-NMR spektrumunda (CD3OD, §(ppm), 600 MHz, Sekil 4.94) aromatik bolgede &
7,39 (1H, d, J=7,6 Hz, H-6), 5 5,61 (1H, d, J=7,6 Hz, H-5) ve & 5,49 (1-NH) ile 8,54
(3-NH) pikleri izlenmistir.

Kiitle spektrumu incelendiginde (Sekil 4.95), m/z 112 [M]" piki 4 doymamiglik

derecesi ile C4H4N20; kapali formiiliinii dogrulamistir. EI-MS spektrumunda m/z 97,0
[M-3-NH]", m/z 69,0 ve m/z 42,0 kiitle par¢alanmalar1 goriilmektedir (Sekil 4.96).

'H-NMR (Sekil 4.94) ve EI-MS (Sekil 4.95) spektrumlar1 birlikte degerlendirildiginde
PLM-3 maddesinin yapisimin tamami dogrulandi. Cizelge 4.41°deki 'H-NMR,
degerleri literatiir ile karsilastirildiginda, PLM-3 maddesinin Urasil (Sekil 4.93)
oldugu belirlendi (Kokko vd.,1962).

Cizelge 4.41. Urasil’in (PJM-1) 'H-NMR degerleri

C.no. IH-NMR (5)
1* 5,49 (1H, s)
3* 8,54 (1H, s)
5 5,61 (1H, d, j =7,6 Hz)
6 7,39 (1H, d, j = 7,6 Hz)
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Sekil 4.94. Urasil’in (PLM-3) *H-NMR spektrumu (600 MHz; CDs:0OD)
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4.7.4.4. 1-p-L-xylofuranosil (PLM 4)

Molekiil formiilii: CoH12N20s6
Molekiil Agirhgr: 244,20

Sekil 4.97. 1-g-L-xylofuranosil (PLM-4)

PLM-4 bilesigi amorf halde elde edildi (2,72 mg). Ince tabaka kromatografisinde UV
254 nm’de gortinmeyen madde, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip yakildiginda (105°C)
koyu mor renk olustugu gozlendi. Molekiil formiilii CoH12N20s olarak belirlenen
PLM-4 numarali bilesigin yapisi NMR (1D, 2D), MS teknikleri kullanilarak
aydinlatildi.

'H NMR spektrumunda (CD3OD, &(ppm), 600 MHz, Sekil 4.98) & 8,00 (1H, d, J=8,4
Hz, H-6) ve & 5,68 (1H, d, J=8,4 Hz, H-5) ppm’de iki adet vinilik proton, & 5,89 (1H,
d, J=4,3 Hz, H-1) ppm’de iki heteroatom arasinda kalan anomerik proton
gozlenmistir. 5,89 (1H, d, J=4,3 Hz H-1/), 4,14 (1H, t, J=7,7 Hz, H-2/), 5 4,16 (1H,
t, J=4,3 Hz, H-3'), & 3,99 (1H, br. s, H-4") ppm’de oksijene bagli karbona ait metin
proton sinyali, 6 3,82 (1H, d, J=12,2 Hz, H-5a) ve 6 3,71 (1H, d, J=12,2 Hz, H-5b)

ppm’de metilen protonun sinyali izlenmistir.

APT-NMR spektrumu (CD30D, d(ppm), 150 MHz, Sekil 4.99) degerlendirildiginde
yapida 2 Kkaterner, 6 metin ve 1 metilen karbonu oldugu tespit edilmistir. 6 142,8 (C-
6) ve 6 102,7 (C-5) ppm’de metin karbonu, 5 166,3 (C-4), 6 152,5 (C-2) ppm’de ise

iki konjuge keton karbonil pikleri gézlenmistir.
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HMBC spektrumu incelendiginde 6 8,00 (1H, d, J=8,4 Hz, H-6) ppm’deki hidrojen
piki 6 152,5 (C-2), 56 166,3 (C-4), 56 102,7 (C-5), & 90,8 (C-1') ppm’deki karbonlariyla
korelasyon kurmustur. Ayrica 6 5,89 (1H, d, J=4,3 Hz, H-1") ppm’deki anomerik
proton, & 152,5 (C-2), 142,8 (C-6), 75,8 (C-3) ppm’deki karbonlar ile korelasyon
kurdugu i¢in glikozitin 1 pozisyonundaki azot atomu iizerinden bagli oldugu

belirlenmistir.
Kiitle spektrumu incelendiginde m/z 267°de [M+Na] piki goriilmiistiir.

'H-NMR (Sekil 4.98) APT-NMR (Sekil 4.99), COSY (Sekil 4.100), HSQC (Sekil
4.101) ve HMBC (Sekil 4.102) ESI-MS (Sekil 4.103) spektrumlart birlikte
degerlendirildiginde PLM-4 maddesinin yapisinin tamami dogrulandi. Cizelge
4.42°deki H-NMR, APT-NMR, HMBC ve COSY degerleri literatiir ile
karsilagtirildiginda, PLM-4 maddesinin 1-g-L-xylofuranosil (Sekil 4.97) oldugu
belirlendi (Gosselin vd., 1993).

Cizelge 4.42. 1-g-L-xylofuranosil’in (PLM-4) *H-NMR, APT-NMR, HMBC ve COSY degerleri

C.no. | APT-NMR(d) 1H'(';'3;\"R HMBC COoSY
2 152,5 -
4 166,3 -
5 102,7 5,68 (LH, J=8,4 Hz) C-4,C-6 H-6
5 142,8 8,00 (1H,d,J=84Hz) | C-2,C4,C5,C1 | Hb5
7 90,8 5,89 (1H, d, J=4,3 Hz) C-2,C-6, C-3 H-2/
ol 714 4,14 (1H, t, = 7,7 Hz) c-1,c5 H-1/
3 75,8 4,16 (1H, t, J= 4,3 Hz) c-1, c-4
4 86,4 3,99, (1H, br. s) c-2/
5 62,3 3,82 (1H, d, J= 12,2 Hz) c-2, c-4
5l 62,3 3,71 (1H, d, J= 12,2 Hz) c-2, c4
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Sekil 4.98. 1-p-L-xylofuranosil’in (PLM-4) 'H-NMR spektrumu (600 MHz, CD30D)
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Sekil 4.99. 1-g-L-xylofuranosil’in (PLM-4) APT-NMR spektrumu (150 MHz, CD3s0OD)
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Sekil 4.103. 1-g-L-xylofuranosil’in (PLM-4) ESI-MS spektrumu
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4.7.4.5. Eritriol (PLM 5)

Molekiil formiilii: C4H1004
Molekiil agirhgi: 122,11

Sekil 4.104. Eritriol (PLM-5)

PLM-5 bilesigi beyaz renkli olarak kristal halde elde edildi (2,25 mg). ince tabaka
kromatografisinde UV 254 nm’de goriinmeyen madde, serik siilfat belirteci
puskiirttiliip yakildiginda (105°C) siyahimsi yesil renk olustugu gdzlendi. Molekiil
formiilii C4H1004 olarak belirlenen PLM-5 numarali bilesigin yapist NMR (1D, 2D),
MS teknikleri kullanilarak aydinlatildi.

'H-NMR (D0, 5(ppm), 500 MHz, Sekil 4.105) spektrumu & 3,55 (1H, s, H-1-1/), &
3,69 (1H, d, J=10,8 Hz), 3,53 (1H, t, j=4,5 Hz) ppm’de rezonans olan pikler

1zlenmistir.

B3C-NMR (D0, &(ppm),125 MHz, Sekil 4.106) ve DEPT-135 (Sekil 4.107)
spektrumlari birlikte degerlendirildiginde & 65,23 (C-2,2'), § 74,62 (C-1,1) ppm’de
rezonans olan 1 adet metin, 1 adet metilen karbon sinyali goriilmiistiir. COSY (Sekil
4.108), HSQC (Sekil 4.109) spektrum degerleri incelenmis veriler Cizelge 4.43’te

verilmistir.

Silillenmis maddenin, GC-MS (Sekil 4.111) analizi ve kiitle spektrum sonuglarinin
Wiley 2008 kiitiiphanesi ile karsilagtirilmasi sonucunda PJM-5 maddesinin Eritriol
oldugu (Sekil 4.105) ve ¥C-NMR’da goriilen karbonlarin simetrik oldugu tespit
edilmistir. *H-NMR, *C-NMR, HMBC, COSY degerleri, Cizelge 4.43’te verilmistir
(Hirata, 1999; Duquesnoy vd., 2008).
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Cizelge 4.43 Eritriol’iin (PLM-5) H-NMR, **C-NMR ve HMBC degerleri

C.No. BC-NMR(3) 'H-NMR (3) HMBC COSY
17 74,52 3,55 (1H, br. s) C-2,C2 H-2, H-2
2-2/ 65,23 3,69 (1H, d, J=108 Hz), | C-1,C-T H-1, H-1'

3,53 (1H, t, j=4,5)
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Sekil 4.105. Eritriol’iin (PLM-5) 'H-NMR spektrumu (500 MHz, D20)
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4.7.4.5. a-p-glukopiranozil-a-p-glukopiranozit (PLM 6)

Molekiil formiilii: C12H22011

Molekii Agirhgi: 342,30
Sekil 4.113. a-p-glukopiranozil-a-p-glukopiranozit (PLM-6)

PLM-6 bilesigi beyaz renkli olarak kristal halde elde edildi (7,0 mg). Ince tabaka
kromatografisinde UV 254 nm’de goriinmeyen madde, serik stilfat belirteci
puskiirtiiliip yakildiginda (105°C) siyahimsi renk olustugu gozlendi. Molekiil formiilii
C12H22011 olarak belirlenen PLM-6 numarali bilesigin yapist NMR (1D, 2D), MS, FT-
IR teknikleri kullanilarak aydinlatildi.

'H-NMR spektrumunda (D20, 5 (ppm), 400 MHz, Sekil 4.115), § 5,07 (1H, d, J=3,6
Hz H-1-1') ppm de rezonans olan pik a anomerik protona aittir. & 3,50 (1H, dd, J =
9,9, 3,6 Hz, H-2, 2)), 5 3,30 (1H, t, J = 9,6 Hz, H-3, 3)), § 3,69 (1H, m, H-4, 4') ve §
3,73 (1H, d, J = 3,6 Hz, H-5, 5') metin protonlarina; 3,70 (1H, t, J = 5,4 Hz, H-6a, 6a),
3,63 (1H, dd, J = 12,0; 5,4 Hz, H-6b, 6b/) sinyalleri metilen protonlarmna aittir.

13C-NMR spektrumu (D20, § (ppm), 100 MHz, Sekil 4.116) incelendiginde & 95,9 (C-
1-1’), 73,7 (C-2, 2’), 72,4 (C-3, 3’), 74,8 (C-4, 4’), 75,2 (C-5, 5’) ppm’de rezonans olan
pikler molekiilde bulunan metin karbonlarina ve 63,2 (C-6a, 6a), 63,2 (C-6b, 6b')

ppm’de rezonans olan pikler ise metilen karbonlarina ait oldugu belirlenmistir.
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Kiitle spektrumu incelendiginde (Sekil 4.121) m/z 365 [M+Na]* piki C12H22011 kapali

formiiliinii dogrulanmustir.

'H-NMR (Sekil 4.115) 3C-NMR (Sekil 4.116), DEPT-135 (Sekil 4.117), COSY
(Sekil 4.118), HSQC (Sekil 4.119) ve HMBC (Sekil 4.120) spektrumlar1 birlikte
degerlendirildiginde PLM-6 maddesinin yapisinin tamami dogrulandi. Cizelge
4.44°teki 'H-NMR, BC-NMR, HMBC ve COSY degerleri literatiir ile
karsilastirildiginda, PLM-6 maddesinin a-p-glukopiranozil-a-p-glukopiranozit (Sekil
4.113) oldugu belirlendi (Deslauriers vd.,1980, Motta vd., 2004).

Cizelge 4.44. a-p-glukopiranozil-a-p-glukopiranozit’in (PLM-6) *H-NMR, *C-NMR, HMBC ve

COSY degerleri
C,no | BC-NMR (5) 'H-NMR (5) HMBC COSY
i 95,9 5,07 (1H, d, J = 3,6 Hz) C-1,C-2,C-4,C-5 H-2
2-2! 73,7 3,50 (1H, dd, J =9,9, 3,6 Hz) C-3,C-5 H-1
3-3/ 72,4 3,30 (1H,t,J=19,6 Hz) C-4,C-5,C-6 H-4
4-4/ 74,8 3,69 (1H, m) C-1,C-2,C-3,C-5, | H-3,H-5

C-6

5-5/ 75,2 3,73 (1H, d, J = 3,6 Hz) C-2,C-3 H-4, H-6
6a- 63,2 3,70 (1H,t,J = 5,4 Hz), C-1,C-2,C-3,C-4 H-5
6a’
6b- 63,2 3,63 (1H,dd, J=12,0;5,4 C-1,C-2,C-3,C4 H-5
6b/ Hz)

196



“wTransmifance

=]
=]
1l

L] o (=] - o L=} (=] - (%] (7] o [=1] - UI:I

o
%]

292381
236087

3331.00

4000

3500 3000 2500 2000 1500
Wavenumbers (cm-1)

1000

ekil 4.114. a-p-glukopiranozil-a-p-glukopiranozit’in FT-IR spektrumu
g p g p p

197




H-2, H-4, H-5, H-6

Tt

r———yma

T
2

PPH
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4.7.4.6. Brassikasteril linoleat (PLC-1)

Molekiil formiilii: C46H7602
Molekiil agirhgi: 661,09

Sekil 4.122. Brasskasteril linoleat (PLC-1)

PLC-1 bilesigi s1v1, yapiskan halde elde edildi (5,9 mg). Ince tabaka kromatografisinde
UV 254 nm’de goriinmeyen madde, serik siilfat belirteci puskiirtiiliip yakildiginda
(105°C) koyu kahverengi renk olustugu gézlendi. Molekiil formiilii C46H7602 olarak
belirlenen PLC-1 numarali bilesigin yapist NMR (1D, 2D), FT-IR teknikleri
kullanilarak aydinlatildi.

FT-IR spektrumunda gdzlenen (Sekil 4.123) v 2927 cm™ ‘deki titresim band1 C-H
gerilmelerinin, 1734 v cm™°deki titresim bandi ise C=0 gerilmelerinin oldugunu

gostermistir.

'H- NMR spektrumunda (CDCls, § (ppm), 600 MHz, Sekil 4.124) § 0,66 (3H, s, H-18)
ve 1,00 (3H, s, H-19) ile 6 0,81 (3H, m, H-27), 6 0,80 (3H, m, H-26), 6 0,83 (3H, m,
H-28) ve 6 1,00 (3H, m, H-21) ppm’de rezonans olan pikler karakteristik ergostan tipi
steroide aittir. 6 5,36 (1H, m, H-6) ppm ile 6 5,12 (1H, m, H-22) ve & 5,19 (1H, m, H-
23) ve 6 4,61 (1H, m, H-3) ppm’de rezonans olan pikler ergostan tipi bir steroidi
oldugunu dogrulamistir. o 4,61 (1H, m, H-3) ppm’de rezonans olan pik C-3

pozisyonunda hidrojenin a konumunda oldugunu gostermektedir.

APT-NMR spektrumu (CDCls, 6 (ppm), 150 MHz, Sekil 4.125) HSQC ile
degerlendirildiginde 7 metil, 20 metilen, 15 metin ve 4 katerner karbon belirlenmistir.
6 139,7 (C-5), 6 135,8 (C-22), 6 131,6 (C-23) ve 6 122,5 (C-6) ppm’de rezonans olan
pikler olefinik karbon sinyallerine, 6 20,9 (C-21), 6 19,9 (C-27), 6 19,6 (C-26), 6 19,3
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(C-19), 6 17,6 (C-28) ve 6 12,1 (C-18) rezonans olan pikler ise molekiilde bulunan 6
adet metil sinyallerine aittir.

'H-NMR (Sekil 4.124), APT-NMR (Sekil 4.125), COSY (Sekil 4.126), HSQC (Sekil
4.127) ve HMBC (Sekil 4.128) spektrumlar1 birlikte degerlendirildiginde PLC-1
maddesinin yapisinin tamami dogrulandi. Cizelge 4.45°teki PLC-1 maddesinin H-
NMR, APT-NMR, HMBC ve COSY spektrumlar1 verilerek, yapinin “Ergosta-5,22-
dien-3-ol, 3-[(9Z,122)-9,12-octadecadienoate], (3B,22E)-“ (Brasskasteril linoleat)
(Sekil 4.33) oldugu belirlendi (Scholz vd., 2016, Ullah, 2017).

Cizelge 4.45. Brasskasteril linoleat’in (PLC-1) 'H-NMR APT-NMR, HMBC ve COSY degerleri

C.no. | APT-NMR (§) 'H-NMR (§) HMBC COSY
1 36,9 1,01 (1H, m), 1,83 (1H, m) C-19
2 29,08 1,28 (2H, m)
3 73,6 4,61 (1H, m) C-4 H-4
4 38,14 2,30 (2H, m) H-3
5 139,7 - C-19
6 1225 5,36 (1H, m) C4-C-8
7 31,9 1,53 (1H, m), 1,94 (1H, m) C-6,C9
8 318 1,45 (1H, m) C-6
9 50,0 0,91 (1H, m) C-19
10 36,6 - C-18, C-19
11 21,0 1,46 (2H, m) c-9
12 39,6 1,12 (1H, m), 1,96 (1H, m) C-14, C-18
13 42,2 - C-18
14 56,7 1,02 (1H, m) C-17,C-8
15 25,0 1,99 (2H, m)
16 28,5 1,63 (2H, m)
17 55,9 1,29 (1H, m) C-14
18 12,1 0,66 (3H, s)
19 19,3 1,00 (3H, s) c-9
20 40,1 2,00 (1H, m) C-19, C-18
21 20,9 1,00 (3H, m)
22 1358 5,12 (1H, m) C-19
23 1316 5,19 (1H, m) c-21
24 428 1,82 (1H, m) C-28, C-26 H-23, H-28
25 338 1,46 (1H, t, J=7,3 Hz) C-26, C-27 H-26
26 19,6 0,80 (3H, m) C-27 H-25
27 19,9 0,81 (3H, m) C-26
28 17,6 0,83 (3H, m) H-24
1 1733 - C-2
2 34,7 2,25 (2H, 1, J=7,26 Hz) c-3 H-3'
3 24,2 1,45 (1H, t, J=7,3 Hz), C-2 H-2/
1,00 (1H, d, J=8,2 Hz)
4 29,1 1,29 (2H, m) c-2
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Cizelge 4.45. @evam

5 29,2 1,29 (2H, m) c-7/ H-6/

6 29,3 1,29 (2H, m) C-7,Cg H-5'

7 29,6 1,28 (2H, m) C-5.C-6

g 27,19 2,02 (2H, m)

9 130 5,38 (1H, m) c-g/, c-11

10 127,9 5,31 (1H, m) c-g, c-11 H-11/
17 25,6 2,74 (2H, m) c-2/ H-10’
12/ 128,0 5,31 (1H, m) C-g, C-11 H-11/
13 130 5,38 (1H, m) c-g, c-11

14 272 2,02 (2H, m) C-12, C-13

15 27,2 1,30 (2H, m) C-14 H-14/, H-16/
16/ 31,3 1,30 (2H, m) c-14 H-17/ H-18
17 22,58 0,87 (2H, m) C-18

18 141 0,87 (3H, m) C-17

207




YT ransmittance

3837 .82

3743.51

674,72

236152

173499

2857.26

2927.37

1011.14

3500 3000 2500 2000 1500
Wavenumbers (cm-1)

1000

Sekil 4.123. Brassikasteril linoleat’in (PLC-1) FT-IR spektrumu
p

208




2000

1900

1800
1700

-1600

1500

-1400

1300

1200

7 3. 8 8 R 8 8 § 5 8§ % 9,7
1989'0
8080
L1280
YSES'0
£988'0 A
2006'0 i
£216'0 HillnlN“ 99
L100'T~ = L
€5T0'T =
962’1 i
620€'T — =
o6ee'1/; S
8Ty 1/ N
99sb 1
099K e
oves' 1 =
£265'1] —
85091 lqw
S9T9'T =
mmmmiﬂ
£8Y8'T
18€0°Z . pesrz
a0z < %E..nw- =’ Fwz
eepe U esrz
zeTe
w§Lee
u6TT
801€'Z
o18s'y
8065V
z665'Y
9809’
B oL19'Y Fa
- I T T aLzo'y
S 965150
o == RE.TM
% _ 68LTS  __ il
. %061’/ ks
IS 85TT'G/f-mz Fiss
mm 8IES :
i TEE'S
a SLbE'S
o zroe's
< vILES
o ——=—————  z68ES

Zob'S

LeST'L—

0.0

0.5

1.0

3.5 3.0 2.5 2.0

f1 (ppm)

4.0

5.0

6.5 6.0 5.5

7.0

Sekil 4.124. Brasskasteril linoleat’in (PLC-1) 'H-NMR spektrumu (600 MHz, CDCls)

209



500

450

400

350

-300

-250

-200
-150

1-100

I-50

=50

~-100

150

C-10

27

AN NS

i

o

—_——

L9'EL N

08'9L
No.hhv{lttom.

€'LL

a
0

— ozTy

C-23,C-22.C-5

oo.mﬂ
mo.vL
zo'LT
ZEBT
P96
96'6T1
56'0Z
00'12Z
85'22 f
9Z'vZ,
pO'STE
29’52
6L
0z'L2 % -
08'£Z’
bs'8z
80'6Z§
1162
LT'6Z
SE'6Z]
65'62]
15'1€
£8'1€
88'1€
80'EE
oL'bE
65'9E
86'9E

09'6€
81'0p

6L'CTY

C-13,C-9'. C-12'. C-10', C-6

e t——]

89'CCT
om.hﬂﬂ/
T0'8CT
90'0€T
.HN.om.nW
69'TET
Nw.mmﬂ“
89'6ET

Lo

O = 1E'€LT—

-10

180 170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 10
fi (ppm)

£90
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4.7.4.7. 5o-60 epoksi ergosta-7,22-dien-34-ol (PLC-2)

28

Molekiil formiilii: C2sH4402
Molekii Agirhigi: 412,65

Sekil 4.129. 5a-6a epoksi ergosta-7,22-dien- 38-ol (PLC-2)

PLC-2 bilesigi beyaz renkli olarak amorf halde elde edildi (3 mg). Ince tabaka
kromatografisinde UV 254 nm’de goriilen madde, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip
yakildiginda (105°C) mor renk olustugu gézlendi. Molekiil formiilii C2gH4402 olarak
belirlenen PLC-2 numarali bilesigin yapisi NMR (1D, 2D), MS, FT-IR teknikleri
kullanilarak aydinlatildi.

'H-NMR spektrumunda (CDCl3+CDsOD. § (ppm), 600 MHz, Sekil 4.131) § 0,53 (3H,
s, H-18), 6 0,77 (3H, d, J= 6,96 Hz, H-27), 6 0,76 (3H, d, J= 6,84 Hz, H-26), 6 0,85
(3H, d, J= 6,78 Hz, H-28), 6 0,96 (3H, d, J= 6,54 Hz, H-21) ve 6 1,00 (3H, s, H-19)
ppm’de 6 tane metil protonu gorilmistir. 6 3,95 (1H, m, H-3) ppm’de hidroksil
grubuna geminal protonun multiplet yarilmasi p-H pozisyonunda oldugunu
dogrulamistir. 6 5,10 (1H, dd, J= 8,22; 15,3 Hz, H-22) ve § 5,16 (1H, dd, J= 7,56;
15,24 Hz, H-23) ppm’de yan zincir vinilik hidrojen, 6 5,26 (1H, br. d, J=4,98 Hz, H-
7) ppm’de olefinik hidrojen pikleri goriilmiistir. C-NMR’1 ve HMBC
spektrumlarindan C-6 ve C-5 arasinda bir oksijen kopriisii bulundugu ve 6 3,52 (1H,
br. d, J=4,98 Hz, H-6) ppm’de izlenen pikin oksijen kopriisiiniin bir ayagimi

olusturdugu belirlenmistir.

13C-NMR spektrumu (CDCIl3+CD3OD, § (ppm), 150 MHz, Sekil 4.132) HSQC
spektrumu (Sekil 4.134) ile degerlendirildiginde 6 metil, 7 metilen, 11 metin ve 4
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katerner karbon belirlenmistir. *°C-NMR’mda § 67,3 ppm’de rezonan olan pik C-3
pozisyonunda bir adet OH’in oldugunu gostermistir. HMBC ile ¥C-NMR
spektrumlar1 beraber degerlendirildiginde 75,8 (C-5) ve 73,2 (C-6) ppm’de rezonans

olan sinyaller C-5 ile C-6 arasinda oksijen kopriisiiniin oldugunu gostermistir.

Kiitle spektrumu incelendiginde (Sekil 4.136), m/z 412,3 [M]" piki, C2sH2402 kapali
formili dogrulamistir. m/z 394 [M-H20]" pargalanmasi bir su molekiiliiniin ayrilmasi

sonucu olusmustur.

'H-NMR (Sekil 4.131) 3C-NMR (Sekil 4.132), COSY (Sekil 4.133) HSQC (Sekil
4.134) ve HMBC (Sekil 4.135) spektrumlar1 birlikte degerlendirildiginde PLC-2
maddesinin yapisinin tamami dogrulandi. Cizelge 4.46°daki 'H-NMR, *C-NMR,
HMBC ve COSY degerleri literatiir ile karsilastirildiginda, PLC-2 maddesinin 5a-6a
epoksi ergosta-7,22-dien-34-ol (Sekil 4.129) oldugu belirlendi (Li vd., 2015a; Yaoita
vd., 1998).

Cizelge 4.46 Su-6a epoksi ergosta-7,22-dien- 38-ol’iin (PLC-2) 3 C-NMR, *H-NMR, HMBC ve

COSY degerleri

C.no. | *C-NMR (&) 'H-NMR (3) HMBC COSY
1 32,7 1,47(1H, m); 1,41 (1H, m) H-2
2 30,4 1,76 (2H, m)
3 67,3 3,95 (1H, m) H-4
4 38,9 2,01;1,64 (2H, m) C-5,C-3,C-2
5 75,8 q
6 73,2 3,52 (1H, br. d, J=4,98 Hz) C-7,C-8,C-5C4 H-6
7 117,4 5,26 (1H, br. d, J=4,98 Hz) C-10, C-14, C-5
8 143,5 -
9 43,6 1,88 (1H, m) C-8, C-11
10 39,2 q
11 21,9 1,50 (2H, m) C-9,C-8 H-12
12 39,2 2,01; 1,64 (2H, m)
13 437 q
14 54,6 1,86 (1H, m) C-8 H-15
15 22,8 1,51 (2H, m) H-16
16 27,9 1,68 (2H, m) H-17
17 55,9 1,23 (1H, m)
18 12,2 0,53 (3H, ) C-12, C-13, C-14, C-17
19 18,4 1,00 (3H, s) C-1, C-5, C-9, C-10
20 40,3 1,97 (1H, m) C-17, C-22, C23, C-13 H-17
21 21,0 0,96 (3H, d, J=6,54 Hz) C-17, C-20, C-22
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Cizelge 4.46. ©vam)

22 135,4 5,10 (1H, dd, J=8,22; 15,3 C-21, C-23,C-24
Hz)
23 132,0 5,16 (1H, dd, J=7,56, 15,24 C-22,C-24, C-28
Hz)
24 427 1,80 (1H, m) C-22, C-23, C-26, C-25,
C-27,C-28
25 33,0 1,47 (1H, m) C-27, C-28, C-26, C-24
26 19,5 0,76 (3H, d, J=6,84 Hz) C-24, C-25, C-26 H-27
27 19,8 0,77 (3H, d, J=6,96 Hz) C-24, C-25, C-27
28 17,5 0,85 (3H, d, J=6,78 Hz) C-23, C-24, C-25
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢alismasina, lilkemizde dogal olarak yetisen ve triif olarak bilinen, Picoa
juniperi ve Picoa lefebvrei’nin gesitli biyolojik aktiviteleri ve kimyasal i¢erikleri konu
oldu. Her ki triif tirinden farkli polaritedeki ¢oziiciilerle yaptigimiz
ekstraksiyonlarda; sirasiyla n-hekzan, kloroform, aseton, metanol ve 80°C saf su
kullanilarak, 5 farkli ekstre elde edildi. Elde edilen ekstrelerin antioksidan aktiviteleri,
PB-karoten renk agilimi yontemi, DPPH serbest radikali giderim aktivitesi, ABTS
katyon radikali giderimi aktivitesi, CUPRAC yontemi ve Metal Selatlama Kapasitesi
olmak tizere 5 farkli metotla belirlendi. Elde edilen sonuglar, standart antioksidan
olarak kullanilan BHA ve a-Tokoferol ile karsilastirildi. /n vitro kosullarda tiim
ekstrelerin iki ayr1 yontemle antikolinesteraz enzim aktivitesi ve {ireaz enzim
inhibisyon aktivitesi belirlendi. Picoa juniperi ve Picoa lefebvrei’nin metanol ve su
ekstrelerinin in vitro kosullarda Akciger Kanseri hiicre hatti (H1299), Meme Kanseri
hiicre hatti (MCF-7), Prostat Kanseri hiicre hatt1 (PC-3) ve Fare Fibroplast hiicre hatti
(L929)’na kars1 toksisiteleri arastirildi. P. juniperi ve P. lefebvrei ekstreleri {izerine
yaptigimiz testlerde; oncelikle en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olan ekstreler ve
hem antioksidan aktivite hem de arastirdigimiz diger aktiviteler bakimindan daha
yiiksek aktiviteye sahip olan ekstreler radikal giderim aktivite kontrollii olarak, ¢esitli
kromatografik tekniklerle biyoaktif bilesikleri tek tek ayrildi. Saflastirilan bilesiklerin
cesitli spektroskopik tekniklerle (lH-NMR, 13C-NMR, APT, DEPT90, DEPT135 2D
(HMBC, HSQC), MS ve FT-IR) yapilar1 aydinlatildi.

Her iki triifiin farkli polaritede elde edilen ekstrelerinin antioksidan aktivite
sonuglaria gore; 800pg/mL konsantrasyonda metanol ve su ekstreleri DPPH serbest
radikal giderim aktivitesi (sirasiyla %58,27+0,19 ve %62,04+0,40; %57,54+0,01 ve
%62,52+1,11 inhibisyon), ABTS katyon radikali giderim aktivitesi (%91,56+ 0,10 ve
%85,58+0,28; %91,47+0,02 ve %71,22+7,70 inhibisyon) ve metal baglama aktivitesi
(%68,23+0,15 ve %91,27+0,10; %73,21£2,07 ve %92,02+0,08 inhibisyon) en yliksek
aktiviteye sahipken, S-karoten renk agilim testine gore hekzan ekstreleri (%93,40+1,36

ve %79,85+2,49; %84,06+1,47 ve %74,55+2,46 inhibisyon) diger ekstrelerden daha
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yiiksek aktivite gostermektedir. Uzerinde calistigimiz hem P. juniperi hem P.
lefebvrei’den elde edilen tiim ekstrelerin antioksidan aktiviteleri birlikte
degerlendirildiginde; f-karoten renk acilim testinin diginda diger test yontemlerinin
timiinde polar ekstreler (metanol, su ekstreleri) daha yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip oldugu belirlendi. CUPRAC indirgeme giicli acisindan hekzan ve klorofom;
metanol ve su ekstreleri ile yarisirken, aseton ekstresi oldukca diisiik bir aktiviteye
sahip oldugu goriildii. Sonuc¢larimiz bugiine kadar arastirmaya konu olan diger trif
tirlerinin antioksidan aktiviteleri ile karsilastirildiginda uyum iginde oldugu tespit
edildi (Dahham vd., 2018; Al-Laith, 2010). Tiim ekstrelerin antioksidan aktiviteleri
tizerinde calisilan testlerde standart antioksidan olarak bilinen BHA ve a-Tokoferol ile
karsilastirildiginda; ekstrelerin daha diisiik aktiviteye sahip oldugu, ancak, Picoa
tiirlerinin gida olarak tiiketimi dikkate alindiginda, hesaplanan antioksidan aktivitenin
kayda deger oldugu, bu durumun da Picoa tiirlerinin lezzetli bir gida olmasinin yani

sira, fonksiyonel bir gida olmasina katki sagladigi kanaatini olusturmaktadir.

P. juniperi ve P. lefebvrei’nin tireaz, asetil- ve biitirilkolinesteraz enzim inhibisyon
aktiviteleri ilk defa bu tez ¢alismasinda arastirildi. Elde edilen sonuglara gére, her iKi
trif tiiriiniin, metanol ve su ekstreleri lireaz enzim inhibisyon aktiviteleri, Standart
olarak kullanilan tiyoiireye gore orta standatta aktivite gostermektedir (200 pg/mL
konsantrasyonda, sirasiyla %53,79+0,40; %40,96+0,07; %55,42+0,86; %41,59+0,74).
Asetil- ve biitirilkolinesteraz hekzan ekstrelerinin enzim inhibisyon aktiviteleri ise,
diger ekstrelerden daha yiikksek (200 pg/mL’de sirastyla %43,74+0,36 ve
%38,65+0,84; %54,634+0,98 ve %42,64+1,05) oldugu yapilan testlerde belirlendi. Bu
sonuglar, standart olarak kullanilan Galantamin ile karsilastirildiginda, Picoa tiirleri
hem asetil- hem de biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonlar1 agisindan orta diizeyde etki
gostermektedir. Bu durum, Picoa tiirlerinin fonksiyonel bir gida olmasina art1 bir katki
saglamaktadir. Diger triif tiirlerinin asetil- ve biitirilkolinesteraz enzim inhibisyon
aktivitelerinin miinferit calismalar bulunmakta olup, elde ettigimiz sonuglar bu
literatiirlerle uyum igindedir (Akyiiz vd., 2015a; Kivrak, 2015; Tel-Cayan vd., 2017).
Ayrica, triif tiirleri lizerine lireaz enzim inhibisyon aktivitesi Terfezia claveryi iizerine
Tagkin vd, (2018) tarafindan yapilmis olup, bulgularimiz ilgili literatiirle uyum
i¢cindedir.
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Uzerine ¢alistigimiz her iki triif tiiriiniin ¢esitli hiicre hatlar1 iizerine (MCF-7, PC-3 ve
H1299) toksisiteleri in vitro testlerle belirlendi. Picoa lefebvrei’den elde edilen polar
ekstrelerin sirasiyla, Akciger Kanseri (H1299), Prostat Kanseri (PC-3) ve Meme
Kanseri (MCF-7) hiicre hatlarina karsi, kayda deger diizeyde toksisite gosterdigi, fare
fibroplast (L929) hiicre hattlarina kars1 sitotoksik olmadigi belirlendi. Picoa
juniperi’de ise metanol ekstresi, Prostat Kanseri (PC-3) ve Meme Kanseri (MCF-7)
hiicre hatlarina kars1 aktivite gosterdigi halde, Akciger Kanseri (H1299) hiicre hattina
kars1 kayda deger bir aktivite gdstermemistir. /n vitro kosullarda yapilan sitotoksik
aktivite caligmalarinda P. lefebvrei su ekstresinin Akciger Kanser hiicre hattina
(H1299) kars1 yiiksek diizeyde aktivite gostermesi (100ug/mL konsantrasyonda,
%27,8 canlilik) heyecan vericidir. Picao tiirler iizerinde sitotoksik aktivite ¢caligmalari
ilk defa bu tez ¢alismasinda yapilmistir. Ancak diger triif tiirlerinde bu zamana kadar
yapilan toksisite testleriyle bulgularimiz benzerlik gostermektedir (Beara vd., 2014;
Dahham vd., 2018). Antioksidan aktivite ve enzim inhibisyon aktivitelerinde oldugu
gibi baz1 kanser hiicre hatlarmna kars1 sitotoksik aktivite gosteriyor olmasi, Picoa
tirlerinin  fonksiyonel bir gida olarak kullanilabilme avantajim1 artiracagi

kanaatindeyiz.

Bu tez calismast kapsaminda, su ektrelerinde bulunan polisakkaritler uygun
yontemlerle ayristirildi ve yapilari karakterize edildi. Ayrica polisakkaritlerin molekiil
agirliklari belirlendi. P. juniperi’de 11482 ve 2089 ortalama molekiil agirlikli iki farkli
polisakkarit yapisinin oldugu, P. lefebvrei’de ise 2248254, 10715, 2089 molekiil
agirlikli 3 farkli molekiil agirligin sahip polisakkarit yapisinin oldugu belirlendi. Her
iki mantardan elde edilen polisakkaritlerin radikal giderim aktiviteleri arastirildi. P.
juniperi’nin polisakkarit¢e zengin olan ekstrelerinin S-karoten renk agilim testine gore,
P. lefebvrei ‘nin ¢ok daha fazla aktiviteye sahip oldugu (800 pg/mL’de %91,86+1,44),
metal baglama acisindan da aktivitenin her iki tiirde de yiiksek oldugu goriilmiistiir
(800 pg/mL’de %90,11+0,77). Triif polisakkaritlerinde elde ettigimiz bu veriler
bugiine kadar mantarlarin polisakkaritlerinin karakterizasyonu iizerine yapilan
calismalarla tamamen uyum i¢inde oldugu literatiir caligmalar ile anlagilmaktadir

(Chen vd., 2016; Kozarski vd, 2012; Luo vd., 2011).

Tez kapsaminda yapilan bir bagka ¢alisma, Picoa tiirlerinin fenolik bilesenleri HPLC-

DAD sistemiyle arastirilmasi olup, 7 farkli fenolik bilesik veya organik asit oldugu
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tespit edilmistir. Bunlardan fumarik asitin (sirasiyla 165,2 ug/g, 12,6 pg/g) major

bilesik olarak her iki tiirde de bulundugu goriilmiistiir. Ayrica, katesin hidrat ve trans-

Sinnamik asit ortak bilesik olarak goriiliirken, P. lefebvrei’de gallik asit ve kumarin,

P. juniperi’de ise kafeik asit ve trans-2-hidroksi sinnamik asit farkli olarak tespit

edilmistir.

Cizelge 5.1. Picoa juniperi ve Picoa lefebvrei’den izole edilen bilesiklerin bazilarimin DPPH
serbest radikali, ABTS katyon radikali giderimi ve Meme Kanseri (MCF-7), Akciger Kanseri

(H1299) hiicre hattina karsi toksisite sonuclari

izole Edilen Bilesikler Sitotoksik aktivite Antioksidan Aktivite
Bilesigin ada, MCF-7 H1299 DPPH ABTS
Kod yapist (ICs0) (ICs0) (ICs0) (ICs0)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Brassikasterol
1 PIM-1 38,08+0,75 63,85+0,12 >200 >200
2 | palfl® 30,91+0,15 | 47,15+0,31 >200 190,5+0,25
3 PIM-3 >80,00 >80,00 >200 >200
Ergosta 5,22-dien 3-O-f-p-
glukopiranozit
4 PIM-4 ) 49,64+0,23 71,18+0,35 >200 >200
Juniperon A
5 PJIM-5 - - >200 >200
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Cizelge 5.1.(dvam

Juniperon B
(=)H
HO, £ - -
6 | PIM-6 IE/ . >200 >200
2 o )
HO !
7 PIM-7 34,63+0,45 58,01+0,36 8,38+0,40 6,74+0,22
Mannitol
o 80,00 80,00 200 200
8 | PIM-8 a i = 7
9 PJC-1 - - >200 >200
10 | PLM-1 38,08+0,75 63,85+0,12 >200 >200
Ergosta 5,22-dien 3-O-f-p-
glukopiranozit
1 | PLM2 RN 49,64£0,23 | 71,18+0,35 >200 >200
Urasil
12 | PLM-3 >80,00 >80,00 >200 >200
1-p-L-xylofurasil
13 | PLM fi 48,75+0,85 | 70,18+0,47 | 92,61£0,10 | 70,55+0,84
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Cizelge 5.1.(dvam

Eritriol
OH
14 | PLM-5 - | o >80,00 >80,00 >200 >200
HO 2 !
OH
a-p-glukopiranozil-a-p-
glukopiranozit
15 | PLM-6 >80,00 >80,00 >200 >200
16 | PLC-1 - - >200 >200
Brassikasteril linoleat
5a-6a epoksi ergosta-7,22-
dien-34-ol
17 | PLC2 . 41,3240,36 | 33,9440,47 >200 171,8+0,12
Doksorubisin 0,92+0,08
- - 1+ ==
BHA 19,70+0.18 12,80+0,50
a-Tokoferol - - 38,75+0.23 | 34,50+0,47

Her iki triif tiirinde hem radikal giderim aktivitesi (DPPH ve ABTS radikali giderim
aktivite) hem de ¢esitli kanser hiicre hatlarina kars1 sitotoksik etki gosteren, oncelikle
polar (metanol) olan ekstre ve fraksiyonlar {izerinde izolasyon ¢alismalar yapildi. Elde

edilen bilesiklerin yapis1 spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi.

Bu amagla yaptigimiz ¢alismalarda Picoa juniperi’den 9, Picoa lefebvrei’den 8 olmak
tizere 17 bilesigin yapisit aydinlatildi. Bunlardan PJM-5 ve PIM-6 kodlu bilesikler ilk
defa bu tez caligmasiyla literatiire kazandirildi. Sirasiyla bu bilesikler; Picoa
Jjuniperi’den Brassikasterol (1), ergosterol (2), ergosterol endoperoksit (3), Ergosta

5,22-dien 3-O-f-p-glukopiranozit (4), Juniperon A (5), Juniperon B (6), mannitol (7),
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adenozin (8), linoleik asit, oleik asit (9); Picoa lefebvrei’den Brassikasterol (10),
Ergosta 5,22-dien 3-O-B-p-glukopiranozit (11), Urasil (12), 11-B-L-xylofuranosil (13),
Eritriol (14), a-p-glukopiranozil-a-p-glukopiranozit (15), Brassikasteril linoleat (16),
50-6a. epoksi ergosta-7,22-dien-3p-ol (17) (Cizelge 5.1).

Cizelgeden de goriilecegi tizere Picoa juniperi’den elde edilen bilesikler igerisinde
Adenozin DPPH radikal giderimi ve ABTS katyon radikali giderimi bakimindan ICso:
8,38+0,40; 6,74+0,22 ug/mL en yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Bu tez
calismasinda iki ayr1 mantardan izole edilip yapist aydinlatilan bilesiklerden bazilari
radikal giderim aktivitelerinin belirlenmesinin yani sira in vitro kosularda Meme
Kanseri (MCF-7) ve Akciger Kanseri hiicre hattina (H1299) kars1 toksisiteleri
belirlendi. izole edilen ve yapisi aydinlatilan bilesiklerden Sa-60 epoksi ergosta-7,22-
dien-3p-ol’nin Akciger Kanseri hiicre hattina (H1299) kars1 en yiiksek toksisite sahip
oldugu (ICso: 33,94+0,47 pg/mL); Ergosterol (1Cs0:30,91+0,15 pg/mL), Adenozin
(1C50:34,63+0,45 ng/mL), Brassikasterol (1Cs0:38,08+0,75 ug/mL)’tin Meme Kanseri
hiicre hattina (MCF-7) kars1 diger bilesiklerden daha yiiksek toksisiteye sahip oldugu
tespit edildi.

Tez calismasinda en yaygin olarak bulunan bilesik siniflardan biri stereoidlerdir.
Bunlarin arasinda en yaygin olan ergosterol tiirevi bilesiklerdir. Ergosterol (pre-
vitamin D2) c¢esitli biyolojik aktivitelerinden dolayr tibbi 6nemi yiiksek olan
bilesiklerdendir (Vendittia vd., 2017). Ozellikle dogal gidalardan uzaklastigi ve
endiistriyel gidalarin 6ne ¢iktig1 bu ylizyilda, insanlarda goriilen D vitamini eksikligi
Asya, Avrupa ve gelismekte olan bircok iilkede karsilasilan en biliyiik saglik
sorunlarindan bir tanesidir. D vitamini eksikligine 6nemli dogal bir kaynak olan
mantarlar 6zellikle hayvansal iiriinleri tiiketmekten kagian vejeteryanlar i¢in dnemli
bir kaynaktir (Diamond vd., 2000; Yan vd., 2000; Vieth vd., 2001; Vendittia vd.,
2017). Daha 6nceki literatiir arastirmalarinda ergosterol’un antikomplement (Seo vd.,
2009), antituberkiilar (Akihisa vd., 2005), anti-inflamatuar ve antikanser (Ma vd.,
2013) aktivite gosterdigi rapor edilmistir.

Ergosterol peroksit, mantarlarla ilgili izolasyon ¢aligmalarinda sikca karsilagilan bir
steroid olup bilim insanlarimin ilgisini ¢ekmektedir. Bugiine kadar ergosterol
peroksitin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin yani sira bilesigin birgok
kanser hiicresi iizerine toksisitesi arastirilarak rapor edilmistir (Alves vd., 2012).

Ergosterol peroksitin radikal giderim aktiviteleri ve Meme Kanseri (MCF-7) hiicre
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hatt1 iizerine toksisite sonuglari literatiirle uyum igindedir (Sangsopha vd., 2018).
Ayrica Hepatit B viriisii (Hep-3B)’ne karsi sitotoksik etki gosterdigi agiklanmistir (Lee
vd., 2010; Jeong vd., 2020).

Picoa lefebvrei’den elde edilen PLC-1 kodlu 5a-60 epoksi ergosta-7,22-dien- 34-ol
bilesigi farkli mantar tiirlerinden daha 6nce de izole edildigi (Yu vd., 2017; Tian vd.,

2017) ve antitiimor aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Froufe vd., 2013).

Fitosteroller insan sagligi agisindan birgok biyolojik aktiviteye sahiptir. Kolesteroliin
bagirsaktaki emilimini engelleyerek, kandaki LDL-kolesterol seviyesi diisiirlicii etki
yapmaktadir (Plat ve Mensink, 2005; Tel, 2016). Bu 6zelliginden dolay1 da gidalarin
zenginlestirilmesi i¢in kullanilan bilesenlerden biridir (Scholz vd., 2016). Fitosteril/
stanil yag asit esterlerden oldugu tespit edilen PLC-1 kodlu bilesik Picoa

lefebverei’den saflastirilmistir.

izole edip yapisini aydinlatilan bilesiklerden bazilar1 da niikleozit sinifindadir. Dogal
niikleozitler RNA veya DNA'nin yapi taslaridir. Niikleozitler hiicrede genetik bilgiyi
tastyan ve onu bir nesilden digerine gegirecek maddelerdir (Ohkawa vd., 2010).
Diyetle elde edilen niikleozitler viicuttaki ¢esitli fizyolojik siireclerin diizenlenmesinde
ve modiilasyonunda yer alabilir ve purinerjik ve/veya pirimidin reseptorleri
araciligiyla etkinlik gosterebilir (Kaneko vd., 2010; Tsukada vd., 2011). Diyetlerde
bulunan niikleotidler ve niikleozidleri, bagisiklik sistemi, ince bagirsak biiyiimesi ve
gelisimi, lipid metabolizmas1 ve hepatik fonksiyon iizerine olumlu etkileri oldugu
belirtilmistir (Fukai, vd., 2012; Shiozaki vd., 2013; Haraguchi, vd., 2015). Tez
calismasinda elde edilen Adenozin, Urasil ve 1-5-L-xylofuranosil bilesikleri bu sinftan
olup biyoaktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Urasil, RNA'da yaygin olarak
bulunan bir pirimidindir ve edinilmis bagisiklik sisteminde onemli bir anahtar ara
maddedir. Yapilan ¢alismalar bitki ve mantarlardan da izole edilebildigini
gostermistir, antikanser etki gosterdigi tespit edilmistir (Kim vd., 2015; Lee vd., 2017).
Daha oOnceki literatiir arastirmalarinda 1-f-L-xylofuranosil iizerine yanlizca modifiye
ve sentez ¢alismalar1 gergeklestirilmis olup antiviral aktivitesi incelenmistir. Antiviral
aktivite gostermedigi tespit edilmistir (Gosselin vd., 1993; Kouni vd., 1996).
Adenozinin bitki ve mantarlardan izolasyonlar1 gerceklestirilmis olup, antitiimor,

antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Liu vd., 2011; Chen vd., 2018).
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Bu tez galismasi1 kapsaminda Picoa tiirlerinden saflastirilan maddelerin elde edildigi
biyoaktif fraksiyonlarin ve in vivo kosullarda da hayvan modellerinde arastirilmasinin
uygun olacag: ve ayrica P. juniperi polisakkaritlerinin, Akciger Kanseri hayvan
modellerinde soz konusu etkinin, in vivo sartlarda arastirilmasinin, bilimsel olarak

yararli olacagi kanaati olusmustur.
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