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ABSTRACT

BIOACTIVITIY RESEARCHES ON SOME OF THE NATURAL
MYCORRHIZAL FUNGI IN GAZIANTEP PROVINCE

BULBUL, Serdar Burak

M.Sc. in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
October 2014
49 Pages
In this study, we aimed that determine antioxidant, antimicrobial and DNA protective
activity of Helvella leucomelaena and Sarcosphera crassa fungus species with
ethanol extract. To determine antioxidant activity Rel Assay Diagnostics Kits were
used (TAS, TOS) and DPPH method. For the test of antimicrobial activity 8 different
bacteria species (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Staphylococcus aureus ATCC
29213, Escherichia coli ATCC 25322, Escherichia coli ATCC 35128, Escherichia
coli ATCC 10799, Escherichia coli ATCC 8739) were used and studied with
minimum inhibition method (MIC). DNA protect activity was determined with
agarose gel electrophoresis. According to the results, not only DPPH but also Rel
Assay Diagnostics kits didn’t clean so much free radical in the extract of Helvella
leucomelaena and Sarcosphera crassa. When the antimicrobial test results were
evaluated, it was determined that the extract of S. crassa more effective than the
extract of H. leucomelaena. Also it was found that the applied concentrations have
no protective activity against to pBR322 plasmid in the test of DNA protective
activity. Consequently, it was determined that the extracts which obtained both fungi
species have antioxidant and antimicrobial activity but no have protective effect on
DNA.

Keywords: Helvella leucomelaena, Sarcosphera crassa, Antioxidant, Antimicrobial,
TAS, TOS, DPPH, DNA protective activitiy.



OZET

GAZIANTEP iLINDEKi BAZI DOGAL MiKORIZAL MANTARLAR
UZERINE BiYOAKTIVITE ARASTIRMALARI

BULBUL, Serdar Burak
Yiksek Lisans Tezi, Biyoloji Bélimi
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
Ocak 2014
49 Sayfa
Bu calismada, Helvella leucomelaena ve Sarcosphera crassa mantar tiirlerine ait
etanol Oziitlerinin antioksidan, antimikrobiyal ve DNA koruyucu aktivitelerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Antioksidan aktivitelerin belirlenmesin amaciyla Rel
Assay Diagnostics kitleri (TAS, TOS) ve DPPH yontemi kullanilmistir.
Antimikrobiyal aktivite testleri i¢in 8 farkli bakteri tiirii (Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25322,
Escherichia coli ATCC 35128, Escherichia coli ATCC 10799, Escherichia coli
ATCC 8739 ) kullanilmis ve minimum inhibisyon metodu (MIC) ile ¢alisilmistir.
DNA koruyucu aktivite ise, agaroz jel elektroforezi metodu ile belirlenmistir. Elde
edilen sonucglara gore mantar tlirlerinden elde edilen Oziitlerin, hem DPPH
yontemiyle hem de Rel Assay Diagnostics kitleriyle yapilan g¢alismada O6nemli
derecede serbest radikal temizleme aktivitesi gOstermedigi  gozlenmistir.
Antimikrobiyal testler degerlendirildiginde S.crassa oziitiiniin test edilen bakteriler
tizerine H.leucomelaena oziitiine gore daha fazla bakteri iizerinde etkili oldugu
belirlenmigtir.  Yapilan DNA  koruyucu aktivite testlerinde uygulanan
konsantrasyonlarin pBR322 plazmid DNA iizerine etkisinin bulunmadig tespit
edilmistir. Sonu¢ her iki mantar tiiriinden elde edilen ozitlerin antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari ancak DNA {izerine koruyucu bir etkilerinin

bulunmadig: belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Helvella leucomelaena, Sarcosphera crassa, Antioksidan,
Antimikrobiyal, TAS, TOS, DPPH, DNA koruyucu aktivitesi.
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BOLUM 1
GIRIS

Mantarlar 6karyotik canlilar olup klorofil igcermeyen, spor olusturan ve heterotrof
yasayan organizma grubudur. Saprofit, parazit veya mikorizal olarak yasarlar.
Diinyanin hangi iklim bolgesi ve neresi olursa olsun; daglar, ovalar, denizler, sulak
alanlar, orman alanlari, tarim alanlari, ¢ayir ve meralar bilhassa topraklarin iist
tabakalar1 cesitli canli tiirleriyle iskadn edilmis durumdadir. Hali hazirda, biyosfer
denilen diinyanin bu alanlarinda yaklasik 1.7 milyon canli tiirii oldugu bilinmektedir
(Wong, 2011). Bunlardan bitkiler ve mantarlar yaklasik 500 milyon yil oOnce
okyanuslardan yeryliziindeki karalara ilk olarak dagilan canlilardir (Anonymous,
2011a). Bu zamandan beri mantarlar, bitkiler ve bunlarla diger tiim canlilar arasinda
karsilikli iligkiler, insanin miidahalelerine ragmen, bugiiniin flora ve faunasinin var
olmasinda 6nemli katkilar saglamistir. Ozellikle floranin evriminde mantarlardan
mikorizal tiirlerin dahil oldugu Glomeromycota mensubu tiirler ile Basidiomycota ve
az da olsa Ascomycota’ ya dahil tiirler 6nemli rol oynamislardir. Bu bakimdan,
mantarlarin birgok aktivitesi yaninda o6zellikle ciirtik¢iil beslenme bicimleri ile
yerkiirede besin dongiisliniin devamini saglamakta olup, yasamin devami igin
oldukca onemlidir. Toprakta yasayan mantar tiirleri, bitkilerin ve birlikte yasayan
hayvanlarin tiplerini belirlemistir (Liang 2005). Mikorizal mantar cesitliligi bitki
cesitliligini, ekosistem varyabilitesini ve iretkenligini belirler (Song vd.,. 2010).
Kisaca, mantarlarin bitkilerle karsilikli yarara dayanan bir beraberlik icinde

yasamalar1 yeryliziinde canlilarin hayat bulmalarina biiyiik katki saglamistir.

Mantarlar ve benzeri organizmalar kok, govde, yaprak ve cicek gibi bir organ
Ozellesmesi gostermezler. Viicutlart mikroskobik diizeyde ¢ok ince, ekseri enine
bolmeli veya bolmesiz, bol miktarda dallara ayrilan, ipliksi hif yiginlarindan olusan
misel olarak bilinen yapilardan ibarettir. Hifler ve bol miktarda olusturulan hifsel
dallar yasanilan habitatatin icerdigi besin maddeleri ile temas kurabilmek i¢in ug

kisimlarindan biiyiirler. Mayalar ise hiicresel biiyliyen ve viicutlar1 tek hiicreden



ibaret olan mantarlardir. Ekseri Mantarlar hareketli olmasa da, Chytridiomycota’da,

su kiiflerini igeren Oomycota ve akiskan kiiflerde hareketli donemler mevcuttur.

Mantarlar 1518a bagimli olmayip, karanlik ¢evrelerde de biiyliyebilirler. Eukaryotik
yani gercek cekirdekleri olan hiicrelere sahiptirler. Klorofilden yoksun olduklar i¢in
karbonlu besinler sentezleyemez ve bu yiizden karbonlu besinleri diger canlilardan
temin ederler. Cogunlukla sulu, yliksek nemli, aerobik ve 4-7 arasi pH’ya sahip
cevrelerde saprotrof, nekrotrof ve biyoptrof olarak beslenip yasarlar. Besinlerini
yiyerek degil de salgiladiklar1 enzimlerle suda eriyebilir hale getirdikten sonra
emerek alirlar. Mantarlarda hiicre duvari kitin ve glukan’dan yapilmis olmasina
karsin, Oomycota’da B-1,3- ve B-1,6-glukan ve seliillozdan ibarettir. Mantarlar
genellikle en uygun olarak oda sicakliginda (22-24 °C) yasasalar da, soguk ve sicak
kosullara uyum saglamis olanlar1 mevcuttur. Sporlarla eseyli ve eseysiz olarak
tirerler. Bitkiler ve hayvanlarda hastaliklara neden olurlar. Salgiladiklar1 zehirlerle
bulasik gida ve yemler insan ve hayvanlar tarafindan tliketildiginde, bazen Gliime
varan cesitli ciddi rahatsizliklara neden olurlar. Bunun yaninda, fermentasyon
olayindaki islevleri ile insanlarin bira gibi icecekler hazirlamasinda ve sarap
yapiminda yararlanilirlar. Ekmek ve pasta pisirmede kullanilir, ayrica besin olarak
tiketilirler. Baz1 tiirler tarafindan tiretilen antibiyotikleri igeren ilaglar bakteriyel
hastaliklarin tedavisinde ¢igir agmistir. Organik asit ve ¢esitli enzim iiretiminde
yararlanilirlar. Bilimsel c¢alismalarda model organizmalar olarak kullaniimak
suretiyle bilimsel kesiflere yol agmislardir. Bitkiler ve alglerle ortak bir yasam
kurarak sirasiyla mikoriza ve liken olustururlar. Bocek patojeni mantarlarin yaninda
mikoriza olusumu ile bitkileri baz1 kdk patojenlerinden korumalar1 nedeniyle, bitki
korumada biyolojik miicadele acisindan 6nem kazanmislardir. Bazi mantar tiirleri
endofit olarak bitkileri kuraga toleranshi yapar, bocekler ve ¢ayir-mera alanlarinda
otlayan hayvanlardan onlar1 koruyabilirler. Mantarlar bu giine kadar saptanmis
yaklasik 72.000 tiir ile yerkiirenin sular dahil her tarafina dagilmis biyiik bir
cesitlilige sahip canli grubudur (Alexopoulos et al. 1996; Anonymous 2009).

Mikoriza terimi ilk olarak 1885’te orman patologu A.B. Frank tarafindan agac
kokleri ve mantarlar arasinda bir birlik olarak tanimlanmistir. Yunanca kékenli myco

ve rhiza kelimelerinin birlestirilmesiyle kok mantar1 anlaminda mikoriza terimi



olusturulmustur. Bitki tiirlerinin yaklasik % 95’inin mikoriza ile birlik olusturdugu

diistintiliirse mikorizanin birgok bitki i¢in 6nemi anlasilabilir (Mehrotra, 2005)

Mikorizal birlik, mantar-agag¢ ortakligi olarak bilinse de daha sonra mantarlarin otsu
ve ¢ali formundaki bitkilerle de birlik olusturdugu belirlenmistir. 1887’de Ericaceae
ve Orchidaceae familyalarinin iiyelerinde de mikorizal birligin oldugu tespit
edilmistir. 1897°de gilinimiizde en yaygmn mikoriza olarak bilinen arbuskiiler
vesikiiler mikoriza tanimlanmistir. (Strack vd., 2003, Koide vd., 2004). Mantar ve
bitki kokleri arasindaki mikorizal birlik dogada yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Bu

birligi olusturan ¢ok sayida mantar tiirii belirlenmistir. (Gosling vd., 2006)

Mikorizal mantarlarin bitki kilcal kokleriyle birlikteliginde esas olarak endomikoriza
ve ekdomikoriza gibi iki ayr1 tip mevcuttur. Endomikoriza durumunda mantar hifi,
bitki kilcal kokiiniin kabuk hiicreleri icine girerek orada aga¢ benzeri bir dallanma
gosterirken, hifin geri kalan kismi1 kabuk dokusuna bitisik toprak iginde bir hifsel ag
olusturur. Bitki kok hiicresi i¢inde dallara ayrilarak agac benzeri “arbiiskiil” denen
bir yapt olusturduklar1 i¢in endomikoriza’ya ayrica “arbiiskiiler mikoriza” denir.
Oysa ektomikoriza’da mantar hifleri bitki kilcal koklerinin kabuk dokusunu
olusturan hiicreler arasina yerleserek uzantilari ile kok yiizeyini manto gibi bir misel
tabakasi ile sarar. Kok ylizeyini kusatan misel tabakasindan bir kisim hifler ise
endomikoriza da oldugu iizere koklere bitisik topragin her tarafina yayilan bir ag
yapist kurar. Ekseri ekdomikorizal mantar tiirleri belli konukgu bitki tiirleriyle
birlikler olusturmaya meylederken, endomikorizal mantar tiirleri farkli konuk¢u bitki
tirlerinin ylizlercesi ile beraber olabilirler. Bu karakteristik nedeniyle binlerce

ekdomikorizal ve ancak 200 kadar endomikorizal mantar tiirii belirlenmistir (Bonello
2001).

Mikorizal mantarin konak bitkiye en 6nemli faydasi, bitkiye besin elementi temin
etmesidir. (Strack vd., 2003). Mikorizal mantar ozellikle P (fosfor) iletiminde
oldukca etkilidir. P, biitiin organizmalar i¢in onemli bir makro besindir ve niikleik
asit, fosfolipid, ¢cok sayida enzim ve koenzim igin gerekli yapisal bir elementtir. Bu
nedenle yeterli miktarlarda P’nin saglanmasi, hiicresel P dengesini saglamak i¢in

oldukga 6nemlidir (Karandashov vd., 2005).



Makrofunguslarin antimikrobiyal etkilerine, fungal yapida sentezlenen ve ekseriyetle
organizmaya 6zgii fenolik bilesikler, purinler. pirimidinler, kuinonlar, terpenoidler ve
fenil proponoid tiirevi antagonistik maddeler neden olmaktadir. Antitimoral etki
gosteren en 6nemli maddeler ise kalvasin, volvotoksin, flammutoksin, lentinan ve
porisin denilen yalnizca makrofunguslardan izole edilmis maddeler olup ayni

zamanda antiviral bilesiklerdir. (Alsheik vd.,1983)

Mantarlarin hipertansiyon, hiperkolesterol ve kanser gibi hastaliklara karsi koruyucu
bir besin olarak kullanildiklar1 bildirilmistir. Bu karakteristik fonksiyonlarin temel

nedeni kimyasal kompozisyonlaridir (Manzi vd., 2001).

Gliniimiize kadar yapilan bir¢ok bilimsel ¢alisma sonucunda farkli makrofungus

tiirlerinin antioksidan, antimikrobiyal aktivitelerinin oldugu ortaya konulmustur (Boh

vd., 2007; White vd., 2002; Solak vd., 2006).
1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Insan yasammin vazgecilmezlerinden olan oksijen metabolizma sirasinda meydana
gelen bazi bilesiklerden dolay: zararli olabilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri (ROT)
olarak adlandirilan bu bilesikler; O2". (Stiperoksit) radikali, H>O> (Hidrojen peroksit),
HO. (Hidroksil) radikali, HOCI (Hipoklor6z asit), tekli O2 (O21]), R. (Alkil radikali),
ROO. (Peroksil radikali), RCOO. (Organik peroksit radikali), HO>. (Perhidroksil
radikali), RO. (Alkoksil radikali) olarak siralanabilir (Halliwell vd., 1998).
Oksidasyona neden olan serbest radikaller temel olarak oksijen kaynakli
metabolitler, (siiperoksit anyonlar1 Oz, hidrojen peroksit H2O., hidroksil radikali
OH) hipoklorik asit, kloraminler, azot dioksit, ozon ve lipit peroksitlerdir (Kaur vd.,
2001). Bunlar organizmalar tarafindan hiicre i¢inde mitokondriyal solunum

zincirinde, ya da hiicre disinda, 6zellikle de fagositler tarafindan olusturulur.
Reaktif oksijen tiirleri:

1 - Radikaller:

Siiperoksit radikal ( O2)

Alkoksil radikal ( LOY)



Peroksil radikal ( LOO")

2 - Radikal olmayanlar:

Hidrojen peroksit ( H202 )

Lipid hidroperoksit ( LOOH )

Hipoklorik asit ( HOCI)

3 - Singlet oksijen seklinde siniflandirilir (Cavdar vd., 1997).

Serbest radikaller, bir atom ya da molekiil yoriingesinde eslesmemis bir elektron
iceren yliksek oranda reaktif kimyasal triinlerdir. (Sohol vd., 1993, Southarn vd.,
1993) Viicutta dogal metabolik yollarla serbest radikaller olusmakta, ancak radikal
parcalayan antioksidan sistemlerle olusan serbest radikaller ortadan kaldirildigindan,
herhangi bir sitotoksite ortaya ¢ikmamaktadir. Ancak bu isleyisin radikaller lehine
bozuldugu durumlarda bir dizi patolojik olay ortaya ¢ikmaktadir (Yen vd., 1999). Bu
patolojik olaylar oksidatif stres olarak da adlandirilmaktadir. Oksidatif stresin; lipit
peroksidasyonu, enzimlerin inaktivasyonu ve aktivasyonu, kanser, arterosklerozis,
kardiyovaskiiler hastaliklar, sitma, nérodejeneratif hastaliklar, bobrek bozukluklari,
immun sistem bozuklugu, katarakt, DNA hasarin1 ve yaslanmaya neden olan bir¢ok

etkileri oldugu saptanmistir (Halliwell vd., 1997).

Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlar1 sirasinda olustugu gibi cesitli dis kaynakli etkenlerin
etkisiyle de olusabilir. Serbest radikal yaratan kaynaklar radyasyon, viriisler, giines
isinlarmin bir kismi olan ultraviole 1sinlari, hava kirliligini yaratan fosil kokenli
yakitlarin yanma sonundaki {riinleri, sigara dumani, enfeksiyon, stress, yag
metabolizmas1 sonunda ¢ikan {riinler gibi hiicre metabolizmasinin toksik iiriinleri,
baz1 tahrip edici kimyasallar, hasere kontrol ilaglar1 ve bircok baska etkenlerdir

(Schoneich vd., 1999, Bolzan vd., 1997).

Antioksidanlar, serbest radikalleri notralize ederek  viicudun onlardan
etkilenmemesini veya kendini yenilemesini saglayan maddelerdir. Antioksidanlar

gidalarda diisiik konsantrasyonlarda bulundugunda okside olabilir diger substratlara



oranla, o substratin oksidasyonunu Onemli Olglide geciktiren veya engelleyen

maddelerdir (Aruoma, 1998).

McCord (1993), hidrojen peroksit membranlardan kolaylikla gecip hiicreler iizerinde
bazi fizyolojik rollere sahip olabilir, fakat ¢iftlenmemis elektrona sahip olmadigindan
radikal olarak adlandirilamaz. Bu nedenle "reaktif oksijen tiirleri", siiperoksit gibi
radikaller, ayrica hidrojen peroksit gibi radikal olmayanlar igin ortak olarak
kullanilan bir terimdir (Cavdar vd. 1997). Halliwell (1991), oksijen molekiili,
orbitalinde ciftlenmemis elektron tasiyorsa siiperoksit radikali olarak adlandirilir.
Diger ROS grubunda ise normal oksijenden ¢ok daha hizli bir biyolojik molekiil olan
"singlet oksijen" bulunmaktadir. Singlet oksijen molekiili yapisinda iki adet
ciftlenmemis elektron tasir. Singlet oksijen hiicre membranindaki poliansatiire (¢coklu
doymamis) yag asitleriyle dogrudan reaksiyona girerek lipid peroksitlerin olusumuna

yol agar (Cavdar vd., 1997).

Cavdar vd. (1997), reaktif oksijen partikiillerinin kaynaklarint su sekilde

vermislerdir;

I - Normal biyolojik islemler

1 - Oksijenli solunum

2 - Katabolik ve anabolik islemler
Il - Oksidatif stres yapict durumlar
1 - Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite - intoksikasyon
2 - Ksenobiotik maddelerin etkisi
a-) Inhale edilenler

b-) Aligkanlik yapan maddeler

c-) Tlaclar

3 - Oksidan enzimler

a-) Ksantin oksidaz



b-) indolamin dioksigenaz

c-) Triptofan dioksigenaz

d-) Galaktoz oksidaz

e-) Siklooksigenaz

f-) Lipooksigenaz

g-) Monoamino oksidaz

4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu

5-  Fagositik inflamasyon hiicrelerinden  salgilanma  (nétrofil, monosit,

makrofaj, eosinofil, endotelyal hiicreler)

6 - Uzun siireli metabolik hastaliklar

7 - Diger nedenler: Sicak soku, giines 151n1, sigara
11 - Yaslanma siireci

Kimyasal bilesikler iki veya daha ¢ok elementin aralarinda kimyasal bag olusturmasi
ile meydana gelir. Bu baglar negatif yikli elektronlarla sarilmistir ve bu
elektronlarin diizeni bilesige kararlilik saglar. Serbest radikallerdeki elektronlar
kararli duruma gegmek ister ve kararli halde bulunan bir bilesikten elektron alarak,
bu bilesigi yeni bir serbest radikal haline doniistiiriir. Serbest radikallerin baglattig
bu zincirleme reaksiyonlar dizisi, antioksidanlar tarafindan durduruluncaya kadar

devam eder (Gokpnar vd., 2006).

Halliwell ve Guttridge (1991), oksidasyon yasayan ¢ogu organizmanin biyolojik
siirecinde enerji liretimi i¢in sarttir. Bununla birlikte kontrolsiiz oksijen tlirevli
radikallerin iiretimi, kanser, eklem romatizmasi, siroz, damar tikanikliginin yani sira
yaslanmayla siireciyle ilgili bozulmalari da igeren bir¢ok hastaligin baslangicini
tetikler. insan viicudunda dis kaynakli kimyasallar ve i¢ kaynakli metabolizmik siire¢
ya da yiyecekler belki de serbest radikalleri 6zellikle biyomolekiilleri okside etme
yetenegine sahip olan ve sonugta hiicreleri 6ldiiren ve bdylece dokulara zarar veren

ROS* lan yiiksek derecede iiretmektedir (Elmastas vd., 2006). Serbest radikallerin
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birikimiyle DNA“da meydana gelen oksidatif bozulmanin ve proteinler ile diger
makromolekiillerin zamanla birikimi, yaslanmaya neden olan 6nemli i¢ faktorler
olarak varsayilmaktadir (Harman, 1981). Halliwell ve Gutteridge (1999), lipid
epoksidaz, hidroksiperoksidaz, alkoksil ve peroksil radikalleri ve lipid
peroksidasyonu gibi etmenler mutajenikligi arttirmalariin yani sira yiyeceklerin
renginin, tadmin, yapisinin ve besin degerinin bozulmasinda da biiylik bir rol

oynarlar (Gezer vd., 2006).

Yaslanmayla beraber antioksidan koruma mekanizmasinda dengesizlikler meydan
geldigi zaman, belki de fizyolojik fonksiyonlarda bozulmalar meydana gelerek
sonugta hastaliklart1 ve hizli yaslanmay1 tetiklemektedir (Elmastas vd., 2007).
Bununla birlikte, antioksidan ilaveleri yada antioksidan igeren besinler belki de insan
viicudundaki oksidatif zarar1 azaltmaya yardimci olmaktadirlar (Yang vd., 2002).
Ayrica ROS’un neden oldugu hastaliklardan korunmada 6nemli roller oynarlar

(Willcox vd., 2004).
1.2. Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar serbest radikallerin zararli etkilerini 6nemli Ol¢lide azaltabilen

bilesiklerdir (Halliwell ve Aruoma, 1998).

Halliwell (1991), diizgiin ¢alisan bir metabolizmada mitokondriyel sitokrom sistemi,
sitozoldaki organelleri oksidanlarin zararh etkilerinden korur. Bu sistemin yetersiz
kaldigi durumlarda dogal enzimler devreye girer. Enzimlerce etkisiz hale
getirilemeyen oksidanlar ilk olarak hiicre membranindaki lipidleri etkileyerek “lipid
peroksidasyonu”nu baglatir. Lipid peroksidasyonunda, membranlarda bulunan c¢oklu
doymamig yag asitleri (PUFA), serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitlenir ki
bu olay; PUFA’nin alkoller, aldehitler gibi ¢esitli tiriinlere yikilmasi reaksiyonudur
ve sonucta ortaya c¢ikan biyo-aktif aldehitler hiicre hasarina neden olur (Benzer ve
Ozan 2003). Lipid peroksidasyonu sirasinda yeterli diizeyde E vitamini (tokoferol)
ve C vitamini (askorbik asit) gibi antioksidan vitaminlerin bulunmasi halinde bu tip

hiicresel hasarlarin 6niine gegilebilir (Gokpinar vd., 2006).
1.2.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Dogal ve yapay antioksidanlar olmak iizere iki gruba ayrilirlar.



1.2.1.1. Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlarin basinda tokoferoller, flavonoidleri fenolik asitler, askorbik

asit ve karotenoidler gelir.
1.2.1.1.1. Tokoferoller

Lipid radikallerinin ve ROS’larin temizlenmesinde rol oynadig: bilinen tokoferoller
biyolojik membranlarda 06zellikle kloroplastlarin tilakoid membranlarinda yogun
olarak bulunmaktadirlar. Bitkilerde bulunan dort izomeri arasinda (a-, -, y- ve 6-)
yer alan a tokoferoller; molekiiler yapilarinda {i¢ metil grubu icermelerine sebebiyle
en yiiksek antioksidatif aktiviteye sahip olanidir (Kamal-Eldin ve ark 1996, Wu ve
ark 2007). Bu gruptaki en 6nemli antioksidan E vitamininin en aktif formu olan a-
tokoferoldir ~ (Can  vd.,, 2005). a tokoferoller kloroplastlarda  y—
tokoferolmetiltransferaz enzimi araciligiyla y-tokoferol’den sentezlenmektedirler. Oz
gibi ROS ¢esitlerine karst membran kararliliginin korunmasinda kritik Oneme
sahiplerdir. Maslarova (2001), tokoferoller, hidroksil grubunun hidrojenini lipid
peroksil radikaline vererek antioksidatif aktivite gostermektedirler. a-Tokoferoliin
ayn1 zamanda hidroperoksitlerin dekompozisyonunu yavaslattiklar1 da bilinmektedir.
Tokoferoller 1s1ya karsi olduk¢a dayaniklidirlar. a-Tokoferoliin oksidatif stabiliteyi
artirmada ve sicaklik arttik¢ca oksidasyon hizin1 azaltmada etkili oldugu bildirilmistir
(Can vd., 2005). Bir molekiil tokoferol 100 molekiil PUFA“nin peroksidasyonunu
engelleyebilir (Akkus 1995).

R;

3
a-tocopherol, Ry =Ry =Ry = CHy y-tocopheral, Ry =Rs =CH3R3=H
a-tocotrienol, Ry = R; = Ry = CH3 y-tocotrienol, Ry =Ry =CH3 Ry =H

p-tocopherol, Ry =Ry = CH3; R = H d-tocopherol, Ry =R;=R3=H
f-tocotrienol, Ry = Ry = CHs, Ry = H d-tocotrienol, Ry=Ry=R3=H

Sekil 1. 1 Tokoferollerin genel kimyasal goriiniimii
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1.2.1.1.2. Flavonoidler

Shi vd. (2001), flavonoidler, genellikle bitkilerde bulunan ve giinliik diyetle siklikla
tiikketilen difenilpropanlardir. En énemli flavanoid kaynaklar1 sebzeler, meyveler ve
bunlara ait i¢ceceklerdir (Can vd., 2005). Maslarova (2001), flavonoidler, C6-C3- C6
karbon iskeleti ile karakterize edilmektedirler. Iki aromatik halka, {i¢ karbonlu bir
alifatik zincir ile birbirine baglanmaktadir. Flavon, flavonol, izoflavon, flavonon ve
calkonlar1 igeren flavonoidler tiim bitki dokularinda bulunmaktadirlar. (Can vd.,
2005). Shi vd. (2001), flavonoidler, antioksidatif aktivitelerini ksantin, oksidaz,
lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi oksidatif enzimleri inhibe ederek, metal iyonlar
ile selat olusturarak, diger antioksidanlar ile etkilesime girerek ve siliperoksit
anyonlari, lipid peroksil radikalleri, hidroksil radikalleri gibi serbest radikalleri

yakalayarak gostermektedirler (Can vd., 2005).

OH O

Sekil 1. 2. Flavonoidlerin genel kimyasal formiilii

1.2.1.1.3. Fenolik Asitler

Fenoller basit fenol iskeletinin yapisiyla iliskili olan karbon atomu sayilarina gore
farkli gruplara (fenolik asitler ve flavonoidler) ayrilmaktadirlar. Bitkilerdeki en

onemli ikincil metabolit gruplarindan biri olan fenolik bilesikler antioksidan
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fonksiyona sahiptirler. Yapilan calismalarda; farkli ¢evresel faktorler ve stres
kosullar altinda feniloproponoid metabolizmasinda ve fenolik bilesik miktarlarinda
artis meydana geldigi gozlenmistir (Temple vd., 2005, Quan vd., 2008).
Flavonoidlerden biri olan izoflavonlarin ve diger bazi flavonoidlerin sentezinin bitki
enfekte oldugunda, yaralandiginda, diisiik sicakliklar altinda ve diisiik besin
kosullarinda artis gosterdigi belirlenmistir (Peng vd., 2005). Ayn1 zamanda UV-B
etkisinden korunmak amaciyla bitkilerin UV-absorbe eden flavonoidleri epidermal
hiicrelerin vakuollerinde biriktirdikleri de bilinmektedir. (Noctor vd., 1998,
Beauchamp vd., 1971)

Sekil 1. 3. Genel bir fenoliin kimyasal formiilii

1.2.1.1.4. Askorbik Asit

Askorbik asit bitkilerde ROS’a bagli olarak meydana gelen hasarin etkilerini en aza
indirmede ve 6nlemede rol oynayan hiicrelerdeki en gii¢lii ve en bol antioksidandir
(Athar vd., 2008, Foyer vd., 1995). C vitamininin meyvelerde bulunan en baskin
formu askorbik asittir. Primer oksidasyon iiriinii olan L-Dehidroksiaskorbik asit
(DHA) de biyolojik aktiviteye sahip oldugu i¢in 6nemlidir. Meyvelerdeki ortalama
DHA miktari, toplam C vitamini igeriginin %10“undan azdir. Okside olmus olan
form dekompozisyona daha dayaniksiz oldugu ve biyolojik aktivite kaybina yol
actig1 i¢in, askorbik asit formlarindaki degisiklikler hem teknolojik hem de besinsel
acidan 6nemlidir (Cordenunsi vd., 2004). Askorbik asit bitkilerde ROS’a bagli olarak
meydana gelen hasarin etkilerini en aza indirmede ve Onlemede rol oynayan

hiicrelerdeki en giiglii ve en bol antioksidandir (Athar vd., 2008, Foyer vd., 1995).
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Sekil 1. 4. Askorbik asidin kimyasal formiili
1.2.1.1.5. Karotenoidler

Karotenoidler, sebze ve meyveler renk veren maddelerdir ve vitamin A Onciilleri
olarak antioksidan etkileri vardir. En Onemlileri o- karoten, B-karoten, likopen,
krosetin, kantaksantin ve fukoksantindir. Bunlardan - karoten, iki molekiil vitamin
A’nin (retinol) birlesmesinden olugmustur. Diyetteki -karoten ince barsak mukozasi
tarafindan emilirken retinole g¢evrilmektedir. B-karotenin antioksidan etkisi singlet
oksijeni yakalamasi, serbest radikalleri temizlemesi ve hiicre membrani lipitlerini
oksidatif dejenerasyona karsi korumasidir. Singlet oksijenden enerji karotenoide
aktarilmakta ve gegici bir ara molekiil olusmaktadir. Fotosensitif bir rahatsizlik olan
eritropoietik porfiride B- karotenin singlet oksijeni temizlemesi o6zelliginden
yararlanilmaktadir. f-karoten yiiksek konsantrasyonlarda pro-oksidan olarak
davranmakta ve proteazlari aktive etmektedir. Ayrica B-karoten diger ROS’lar1 da
etkisiz hale getirmektedir. Diisiik oksijen basincinda - karoten peroksil radikali ile
direk reaksiyona girmekte ve bu durum yiiksek oksijen basincinda vitamin E’nin ayni

etkisi ile sinerji olusturmaktadir (Baskin vd., 1997).

B-karoten (CAR) + LOO" — LOO-CAR®

LOO-CAR'+ LOO'— LOO-CAR-OOL
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Sekil 1. 5. B- karotenin kimyasal formiilii.

Niki vd. (1994), organizmalarin hemen hemen tamami serbest radikallerin zararlarina
kars1 siiperoksid dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi oksidatif enzimlerle yada a-
tokoferol, askorbik asid, karotenoidler, polifenoller ve glutatyon ile iyi
korunmaktadirlar (Mau vd., 2002). Simic (1988), hemen hemen tiim organizmalar
antioksidan kokenli savunma ve tamir sistemine sahip olmasina ragmen bunlarin
oksidatif zarara kars1 koruyuculuklar1 yaslanmayla etkisini yitirerek zarara karsi
koruyuculugu etkisiz hale gelir (Tiirkoglu vd., 2006). Sonugta kanser, kalp-damar
hastaliklari, bagisiklik sistemi zayifliklari, beyin fonksiyonlar1 bozukluklari ve

katarakt gibi viicudu dejenere eden hastaliklar bas gosterir (Ames vd., 1993).

Enstrom vd. (1992), Rimm vd. (1993), Stampfer vd. (1993), sebze ve meyvelerin C,
E vitamini ve B-karoten gibi antioksidanlar bakimindan zengin kaynaklar oldugu
antiepidemilojikal ¢aligmalarda antiatherojenik oldugu ileri striilmiistiir (Gezer vd.,
2006). Liu vd. (2002), mantarlar genellikle serbest radikalleri siipiirme etkisine sahip,
polisakkaridler ve polifenoller gibi ¢ok ¢esitli molekiiller barindirirlar (Cui vd.,
2005).

1.2.1.2. Sentetik Antioksidanlar

En yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlar butillenmis hirokdisi anisol
(BHA), butillenmis hirokdisi toluen (BHT) ve iiclinci dereceden butillenmis
hidroksikinon (TBHQ)“ dur (Tiirkoglu vd., 2006). Biitiillenmis hidroksi toluen
(BHT) ve biitiillenmis hidroksi anisol (BHA) gibi sentetik antioksidanlarin toksik ve

kanserojen olabilecegini ortaya koyan c¢alismalar sonucunda bazi iilkelerde
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kullanilmalarina ciddi sinirlamalar ve yasaklar getirilmistir. (Yagc1 vd., 2008, Koksal
ve akr., 2007, Oztiirk vd., 2002., Kosar vd., 2002).Hayvansal iiriinlerde ve yaglarda
lipid oksidasyonu raf omriinii smirlandiran temel faktordiir. Bu simirlandirmayi
ortadan kaldirmak i¢in BHA, BHT, TBHQ ve diger sentetik antioksidanlar
giiniimiize kadar genis bir kullanim alan1 bulmustur. Anilan maddelerin insan sagligi
tizerine olumsuz etkiler gostermesi nedeniyle tiiketici tercihleri dogal iiriinlere

kaymis ve aromatik bitkilerin antioksidan olarak kullanim1 giindeme gelmistir.
1.2.2. Antioksidanlarin Etki Mekanizmalari

Gokpimar vd. (2006), antioksidanlar baglica dort yolla oksidanlari etkisiz hale
getirirler;

1. Sipiirme etkisi (Scavenging): Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile
dontistiirerek etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu yolla etki

eder.

2. Sondirme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive
etmesine denir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol bu sckilde etki

eder.

3. Zincir reaksiyonlarint kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin, seriiloplazmin

ve agir mineraller oksidanlari kendilerine baglar ve inaktive eder.
4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onarirlar.
1.3. Antimikrobiyal Aktivite

Diinya niifusunun giderek artmasi, beslenme ve saglikla ilgili sorunlar1 da
artirmistir.  Giiniimiizde bilim ve teknolojideki bliyiik ilerlemelere ragmen, dogal
kaynaklarin bilingsizce tiikketimi ve karsilasilan ekonomik giicliikler,  dogal
kaynaklarin ¢ok amacli kullanilmalarint zorunlu kilmistir. Diger taraftan enfeksiyoz
hastaliklarla miicadelede bugiine kadar gelistirilen dogal ve sentetik antibiyotiklerin,
mikroplarin diren¢ kazanmalar1 sonucu etkisiz kalmalar1 ve cesitli yan etkilerinin
bulunmasi, tip ilmini yeni ve degisik antimikrobiyal maddeler kesfetmek i¢in dogaya

yoneltmistir. Dogal kaynaklar bakimindan oldukc¢a zengin olan iilkemizde sahip
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oldugumuz en onemli degerlerden birisi de halkimizin tiikettigi dogal bir besin

durumunda olan makrofunguslardir (Duman ve ark., 2003)

Makrofunguslarin antimikrobiyal etkileri; fungal yapida sentezlenen ve ¢ogunlukla
organizmaya 0zgii bazi fenolik bilesikler, piirinler, primidinler, kinonlar, terpenoidler
ve fenil proponoid tiirevi gibi antagonistik maddelerden kaynaklanmaktadir.
Antitimoral etki gdsteren en Onemli maddeler ise; kalvasin, volvotoksin,
flammutoksin, lentinan ve porisin denilen ve yalnizca makrofunguslardan izole

edilmis maddelerdir(Alsheik vd., 1983, Benedict vd., 1972).
1.4. DNA Koruyucu Aktivite

Stratosfer tabakasinin tahrip olmasiyla diinyaya ulasan UV 1sinlarin canlilar iizerinde
olumsuz etkiler olusturdugu bilinmektedir. Antioksidanlar ayrica UV isinlarinin
zararli etkilerine karsi koruma saglamaktadirlar. UV isinlart cilt kanser ve cilt
yaslanmalariyla sonuglanan ciddi hastaliklara neden olmaktadir. Enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlarin topikal olarak (cilt {izerine) uygulanmasi cildi
UV isinlarin zararh etiklerine karsi korumada etkili bir yaklasimdir (Tepe v ark.,
2011). Ashinda insan derisi VIS (goriiniir 1sinlar) ve UV 1smlarin zararhi etkisini
azaltacak bir dizi mekanizmaya sahiptir. Ancak UV 1sinlara yiiksek seviyede maruz
kalma hiicresel antioksidanlarin miktarinda azalmaya ve sonugta reaktif oksijen
tiirlerinin neden oldugu UV-kaynakli oksidatif DNA hasarina yol agabilmektedir.
UV isinlarin yam sira serbest radikaller de DNA hasarina yol acabilmektedir. Bir
serbest radikal tiirii olan hidrojen peroksit, guanini, 8 hidroksi guanine doniistiirerek
DNA hasarina neden olmaktadir (Gutteridge 1984). Kansere neden olan oksidatif
DNA hasarin1 kontrol eden yeni bilesikler arastirmak igin tibbi ve aromatik
bitkilerden elde edilen oziitler izerinde ayrintili ¢alismalar yapilmaktadir (Feig vd.,
1994).
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1.5. Helvella leucomelaena ve Sarcosphera crassa Mantarlarinin Genel
Ozellikleri

1.5.1. Sarcosphera crassa mantarimn genel 6zellikleri
Divisio: Ascomycota

Classis: Pezizomycetes

Ordo: Pezizales

Familya: Pezizaceae

Genus : Sarcosphaera

Species: Sarcosphaera crassa (Jacq.) J. Schrot

Genellikle 15cm ¢apinda, nadiren 5-10 cm c¢apinda gen¢ mantarin friiktifikasyon
organi oldukca diizensiz, gelismis bir dolmalik biber sekline benzer. Baslangicta
tamamen kapali olan mantarin gelismesiyle, tepe kisminda diizensiz bir agiklik
meydana gelir. Bu aciklik giderek bliylir ve mantar, bir ¢omlek seklini alir ve

toprakta gukurlar meydana getirir. Sapsiz ve topraga dogrudan baglanir.
Renk: I¢ ve dis tarafi ayn1 renkte olup, kirli beyaz veya sarims1 kahverengidir.
Etli Kisim: Beyaz, ince, muma benzer ve kirilgandir.

Tat ve Koku: Tatli olup, toprak kokusuna benzer kokudadir.

Habitat: Cam ormanlarii¢inde, 6zellikle giines alan yerlerde, kalkerli topraklar

tizerinde 2°1i-3’lii bazen de 15-20’1i gruplar halinde yetisir.

Besin Durumu: Zehirli.
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Sekil 1. 7. Sarcosphaera crassa (Jacq.) J. Schrét spor goriintiisii

17



1.5.2. Helvella leucomelaena mantarimin genel 6zellikleri
Divisio: Ascomycota

Classis: Pezizomycetes

Ordo: Pezizales

Familya: Helvellaceae

Genus: Helvella

Species: Helvella leucomelaena (Pers.) Nannf.

Genellikle 2,5-3 cm ¢apinda, subgluboz, kadeh veya fincan seklinde ug¢ kisimlari
tirtikli, kismen topraga gomiilii, agz1 dar veya olduk¢a yayvan ve yarilmig olabilir.
Bu halde iki veya ii¢ loblu hal alir ve asagiya dogru kivrimli bir yapist vardir.
Yiizeyde genellikle ince graniillii yap1 vardir. Mantar tabanda daha ince ve yukari

dogru agiz kismi genislemektedir.

Renk: i¢ kisim kahverengi, gri-siyahims1 kahverengi, dis kisim kursuni kahve-krem

rengindedir.
Etli kisim: Oldukga az (1-2 mm), beyaz, gevrek yapida.
Tat ve koku: Kokusu yok denecek kadar azdir.

Habitat: Ilkbahar aylarmda ¢ogunlukla kalkerli topraklarda, Cam(Pinus brutia)
ormanlarinda toprak yiizeyinin biraz altinda bol miktarda ve toplu halde

yetismektedir.

Besin durumu: Zehirsiz
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Sekil 1. 9 Helvella leucomelaena (Pers.) Nannf. spor goriintiisii
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BOLUM 2
KAYNAK OZETLERI

Kilgik vd. (2013), yapmis oldugu bir ¢aligmada oksidatif stresten kaynaklanan DNA
hasarina kars1 Silybum marianum’un etken maddelerinden Silibinin’in (S) ve Viscum
album’un ticari sekli olan Helixor’'un (H) koruyucu ve tamir edici etkisini
belirlemeyi amacglamiglardir. Sonug olarak hidrojen peroksit (H20>) ile olusturulan
DNA hasarmma karsi Silibinin ve Helixor’un maya hiicrelerini  korudugunu
gostermistir. Uygulama sonucunda, her iki etken maddenin de 10 pg/mL’lik
konsantrasyonda, hiicrede koruyucu etki gosterdigi belirlenmis ve Silibinin 10

pg/mL’lik konsantrasyonunun DNA tamir indiiksiyonunu artirdigi bulunmustur.

Berk vd., (2012) yapmis olduklar1 ¢alismada Myrtus communis, Pistacia vera,
Ceterach officinarum, Arum maculatum, Inula oculus-christi bitkilerinin DNA
koruyucu aktivitelerini arastirmiglardir. A. maculatum haricinde diger 4 bitki tiiriiniin
UV ve H202 varliginda scDNA’y1 koruyucu etkisinin oldugu belirlenmis. Sonug
olarak caligma kapsaminda degerlendirilen s6z konusu 4 bitki tiiriiniin yliksek DNA

koruyucu aktiviteye sahip olduklarini gostermislerdir.

Karaman vd. (2011), Stachys iberica, Allium sivasicum, Foeniculum vulgare,
Origanum laevigatum, Teucrium polium ve Salvia hypargeia bitkilerinden elde
edilen su Oziitlerinin in vitro antioksidan, antimikrobiyal ve DNA koruyucu
aktivitelerini arastirmislardir. Calismanin ilk kisminda Oziitlerin antioksidan
aktivitelerinin tespiti igin, B-karoten-linoleik asit, fosfomolibdenyum, DPPH serbest
radikal giderimi, indirgenme giicli ve selatlama kapasitesi yontemleri uygulanmistir.
Ayrica Oziitlerin toplam fenolik ve flavonoid bilesik miktarlar1 da belirlenmistir. O.
laevigatum 6ziitli, DPPH ve fosfomolibdeyum metodlarina gore en yiiksek aktiviteyi
sergilemistir. B-karoten-linoleik asit renk agilim testinde ise tiim bitki Oziitlerinin

antioksidan aktivite degerlerinin sentetik antioksidanlar BHT ve BHA ile
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karsilagtirilabilecek kadar yiiksek oldugu goriilmiistiir. Metal selatlama yonteminde
A. sivasicum ve O. laevigatum oziitleri kayda deger bir aktivite gostermezken, en
yiiksek aktiviteyi F. vulgare su &ziitii sergilemistir. indirgeme giicii testinde ise en
yiiksek aktivite A. sivasicum su oziitiinden elde edilmistir. O. laevigatum'un toplam
fenolik bilesik miktar1 yiiksek bulunmustur. Diger yandan, A. sivasicum, flavonoidler
acisindan en zengin bitki olarak tespit edilmistir. Oziitlerin antimikrobiyal aktivite
testlerinin sonucunda test mikroorganizmalarina karsi orta derecede aktivite
gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica ¢alismada kullanilan bitki 6ziitleri DNA koruyucu

aktiviteleri ag¢isindan etkili bulunmustur.

Kalyoncu vd. (2010), Tiirkiye'nin 6zellikle Akdeniz bolgesinden toplanan 21 dogal
makrofungus tiiriinden (Agaricus bresadolanus, Auricularia auricula-judae,
Chroogomphus rutilus, Fomes fomentarius, Ganoderma lucidum, Gloeophyllum
trabeum, Gymnopus dryophilus, Infundibulicybe geotropa, Inocybe flocculosa
crocifolia, Inocybe catalaunica, Lentinula edodes, Lentinus sajor-caju, Lycoperdon
excipuliforme, Macrolepiota excoriata, Morchella esculenta rigida, Morchella
intermedia, Omphalotus olearius, Pleurotus djamor, Postia stiptica, Rhizopogon
roseolus, Stropharia inuncta) elde edilen misellerin antimikrobiyal aktivite
potansiyelleri arastirilmistir. Calisma neticesinde, kullanilan makromantar tiirleri

icinde Ganoderma lucidum en etkili tiir olarak belirlenmistir.

Mantar Oziitleri ile ilgili yapilan caligmalardan Yaltirak ve ark (2009), ‘Russula
delica Fr Antimikrobiyal ve Antioksidan aktiviteleri’ adli ¢alismalarinda Russula
delicia FR ekstraktinin gidalarda bozulmaya neden olan bakterilere Kkarsi

antimikrobiyal etki gdsterdigini ortaya koymuslardir.

Demirhan vd. (2007) Pleurotus ostreatus (Jacq.ex Fr.) Kum., Pleurotus florida
Fovose, Schizophyllum commune Fr; Helvella leucomelaena (Pers) Nannf. ve
Amanita virosa (Fr.) Bertillon’un etil asetat, kloroform, aseton ve etil alkol ekstreleri
hazirlanarak disk diffiizyon yontemi ile Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aureginosa ATCC 27857 ye karsi bu
ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmigtir. En yiliksek antibakteriyal
aktivite; E. coli’ de P. florida’ nin kloroform ¢ozgeninde 13,33 mm; S. aureus’ da S.
commune’ nin etil asetat ¢ézgeninde 13, 33 mm ve P. aeruginosa’ da ise H.

leucomelaena’ nin kloroform ¢ézgeninde ise 14 mm gap olarak saptanmustir.
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Ufuk vd. (2007), Trcholoma anatolicum Dogan & Intin1 ve Centharellus cibarius
FR.” un antioksidan, antmikrobiyal etkilerinin ve yag asidi kompozisyonunun
belirlenmesi adli yiiksek lisans tezinde C. cibarius ile T. anatolicum mantarlarinin,
DPPH radikallerini siipiirme etkisi, - karoten- linoleik asit sistemindeki etKisi,
indirgeme giicii, toplam fenolik igerigi ve CUPRAC ile toplam antioksidan kapasitesi
gibi deneylerle antioksidan aktivitelerinin belirlenmesini amaclamistir. Linoleik asit
sisteminde mantarlarin ekstraktlarinin ve standartlarin artan konsantrasyonu ile
orantili olarak inhibisyon degerlerinin arttigi gézlendi. Fenolik madde miktar1 C.
cibarius’ da 0,5391 = 0.10 mg ml-1 ve T. anatolicum’ da 0,265 mg ml-1 (Gallik asit
es degeri) olarak bulundu. DPPH radikallerini siipiirme etkisi 250 pg/ml’ de C.
Cibarius’ da % 91 ve T. anatolicum’ da % 90 olarak bulundu. C. cibarius’ un
indirgeme giici 0,4 mg/ml’ de 0,5’ den daha yiiksek bir absorbans vererek
miilkemmel bir antioksidan aktivite gosterdigi tespit edildi. C. cibarius ve T.
anatolicum’un hekzan, aseton, kloroform ve metanolik ekstraktlar1 6 Gram pozitif, 4
Gram negatif bakteriye ve 1 mayaya karsi denendi. Mantarlarin yeterli

antimikrobiyal etkisinin olmadig1 goriildii.

Solak ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptigi1 ¢alismada ise Clitocybe alexandri (Gill.)
Konr. ve Rhizopogon roseolus’un ¢esitli ¢ozgenlerle hazirlanan ekstraktlarinin agar
disk diflizyon metodu ile bazi1 mikroorganizmalar {izerine denendigi bu ¢alismada her
iki mantarin da metanolik ekstraktlart E. coli (15-13mm), Bacillus subtilis (25-
18mm) ve Enterobacter aerogenes (25-16mm)’e karsi antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Ayrica C. Alexandri’ nin etilasetat ekstrakti Candida albicans (14mm)

ve Saccharomyces cerevisiae (12mm) mayalarina kars1 etkili oldugu bulunmustur.

Gao vd. (2005), tibbi bitkilerden elde edilen dogal bilesiklerin ¢ogunun
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Harris vd., 2001) ve bu
bitkilerdeki antimikrobiyal kimyasallar terpenler, steroidler, flavonlar, saponinler,

komarinler ve alkoloidler gibi farkli siniflari igerir (Srivastava vd., 2000).

Hur ve arkadaglarmin 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada P. linteus’ un Biitanol
fraksiyonu Staphylococcus aureus’ un metisillin direngli tim suslarina kars1 (MIC,

63—125 ug/ml) iyi bir antimikrobiyal aktivite gostermistir.
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Son zamanlarda Grifola frondosa (Dicks. : Fr.) S.F. Gray" nin ve Hericium erinaceus

(Bull.:Fr.) Pers.’un da icinde bulundugu 06zel mantarlarin antitiimdr, immuno
diizenleyici ve kronik bronsit gibi hastaliklar iizerine tedavi edici etkisi gibi tibbi

aktiviteleri bulunmustur (Mau vd., 2002, Wasser ve Weis 1999).

Diilger vd. (1999) Tricholoma terreum (Fr.) Kummer'dan hazirlanan etil asetat,
aseton, kloroform ve etanol ekstreleri disk difiizyon metoduna gdére Aeromonas
hydrophila ATCC 7966, Listeria monocytogenes ATCC 191 17, Eschetichia coli
ATCC 11230. Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Corynebacterium Xxerosis
CCM 2824, Corynebacterium glutamicum ATCC 13022. Roteus vulgaris ATCC
8427, Serratia marcescens NRRL 3284, Bacillus cereus ATCC 7064, Bacillus
subtilis ATCC 6538P, Stapylococcus epidermidis NRRL B4877, Alcaligenes faecalis
CCM Alcaligenes eutrophus. Salmonella parathyphi B, Salmonella thyphi ATCC
19430, Salmonella thyphimurium CCM 5445, Klebsiella pneumoniae UC57,
Micrococcus roseus, Micrococcus flavus ATCC 14452, Citrobacter freundii ATCC
8090, Bordatella broncliiseptica ATCC 4617, Erwinia amylovora. Pseudomonas
extorquens, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Pseudomonas putida, Xanthomonas campestris, Kluyveromyces fragilis NRRL 2415,
Candida albicans ATCC 10231, Candida utilis LA 991, Hansenula sp., Rhodotorula
rubra, Debaryomyces sp., Saccharomyces cerevisiae ATCC  9763.
Schizosaccharomyces sp., Torulopsis sp. ve Torula sp. lizerinde antagonistik etkileri
denenmistir. Calismanin sonucunda Tricholoma terreum (Fr.) Kummer ekstrelerinin
arastirmada kullanilan Gram (+) ve (-) bakterilere kars1 antagonistik etki icermesine
ragmen, maya Kkiiltlirleri {izerine antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigi

belirlenmistir.

Ichimura vd., (1998), aktif iki mantar bilesigi olan polisakkaridler ve peptidoglukan
kimyasal yapis1 ve izolasyonu gibi caligmalarla en ¢ok arastirilan konu olmaya

devem eden farmakolojik olarak aktif iki mantar bilesigidir. On yil Onceki

aragtirmalarda L. edodes’in lentinaninin, Schizophyllum commune” nin Sizofilaninin,

Grifola frondosa (Dickson:Fr.) S.F.Gray’ nin grifolaninin ve Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary’ un beta-1,3-glukaninin 6nemli olgiide antitimor
aktiviteleri oldugu bulunmustur (Fan vd., 2006). G. pfeifferi ve diger Ganoderma

tiirlerinden izole edilen ganodermadiol, lusidadiol ve applanoksidik asid G, influenza
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viriis tip A’ya kars1 antiviral aktivite gostermislerdir. Dahasi, ganodermadiol uguk ve

diger semptonlara neden olan herpes simpleks viriis tip 1" e kars1 antiviral aktivite

gostermistir (Mothana vd., 2003). Trametes versicolor (L.) Lloyd’den izole edilen
protein bagli polisakkaridler olan PSK ve PSP’nin hiicrede HIV’e ve

sitomegaloviriise kars1 antiviral etki gdstermistir

Diilger vd. (1998) Coriolus versicolor (L. ex Fr.) Quel. makrofungusundan elde
edilen aseton, etil asetat, kloroform ve etanol ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri
disk diflizyon metoduna goére Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Listeria
monocytogenes ATCC 19117, Escherichia coli ATCC 11230 Enterobacter aerogenes
ATCC 13048,Corynebacterium xerosis CCM 2824, Corynebacterium glutamicum
ATCC 13022, Proteus vulgaris ATCC 8427, Serratia marcescens NRRL 3284,
Bacillus cereus ATCC 7064, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus brevis ATCC
9999, Bacillus sphaericus, Bacillus megaterium DSM 32, Mycobacterium smegmatis
CCM 2067, Sarcina lutea, Micrococcus luteus LA 2971, Staphylococcus aureus
ATCC 6538P, Stapylococcus epidermidis NRRL B-4877, Alcaligenes faecalis CCM
3763, Alcaligenes eutrophus, Salmonella parathyphi B, Salmonella thyphi ATCC
19430, Salmonella thyphimurium CCM 5445, Klebsiella pneumoniae UC57,
Micrococcus roseus, Micrococcus flavus ATCC 14452, Citrobacter freundii ATCC
8090, Bordatella bronchiseptica ATCC 4617, Erwinia amylovora, Xanthomonas
campestris, Pseudomonas extorquens, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Pseudomonas putida, Kluyveromyces fragilis NRRL 2415,
Candida albicans ATCC 10231, Candida utilis LA 991, Hansenula sp., Rhodotorula
rubra, Debaryomyces sp., Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763,
Schizosaccharomyces sp., Torulopsis sp.ve Torula sp., tizerinde denemislerdir.
Calisma sonucuna gore, Corious versicolor (L. ex Fr.) Quel. ekstrelerinin bazi Gram
(+) ve Gram (-) bakterilere karsi antimikrobiyal bir aktivite igermesine ragmen
calismada kullanilan maya kiiltiirlerine karsi bir antagonistik aktiviteye sahip

olmadig1 saptanmuistir.

Diilger vd. (1997) Russula delica Fr. makrofungusundan Etil asetat, Aseton,
Kloroform ve Etanol ekstreleri hazirlanarak disk diflizyon metoduna gore
Escherichia coli ATCC 11230, Enterobacter aerogenes CCM 2531, Staphylococcus
aureus ATCC 6538P, Staphylococcus epidermidis NRRL B-4377, Micrococcus
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luteus La 2971, Micrococcus flavus ATCC 14452, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Bacillus cereus, ATCC 7064, Bacillus brevis ATCC 9999, Bacillus thurigiensis,
Bacillus megaterium, Listeria monocytogenes ATCC 19117, Corynebacterium
xerosis CCM 2824, Mycobacterium smegmatis CCM 2067, Salmonella
thyphimurium CCM 5445, Salmonella typhi ATCC 19430, Klebsiella pneumoniae
UC57, Proteus vulgaris ATTC 8427, Xanthomonas campestris, Candida utilis La
991, Candida albicans ATCC 10231, Kluyveromyces fragilis NRRL 2415,
Hansenula sp., Debaryomyces sp., Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 ve
Rhodotorula rubra iizerinde antimikrobiyal etkilerini aragtirmislardir. Caligma
sonucuna gore Russula delica Fr. ozellikle basta Corynebacterium xerosis CCM
2824 ve Listeria monocytogenes ATCC 19117 olmak tizere bazi Gram (+) ve (-)
bakterilere ve bazi mayalara 6zellikle Kluyveromyces fragilis NRRL 2415 ‘e karsi bir

antimikrobiyal aktivite igerdigi saptanmuistir.

Avrupada G. pfeifferi Bres.” den iiretilen Ganomisin olarak adlandirilan terpenoid
methisillin antibiyotigi direngli Staphylococcus aureus ve diger bakterilerin

gelismelerini inhibe etmistir (Mothana vd., 2000).

Breene (1990), tiim mantarlar arasinda birkag tiiriin ya da ekstraktlarinin antitimor
aktivitesi oldugu bildirilmistir. Bu tiirler: Agaricus bisporus (Lange) Sing.,
Auricularia auricula (L. ex Hook.) Underw, Collybia confluens (Pers: Fr.) Kummer,
Coriolus versicolor (Linnaeus) Fries, Flammulina velutipes (Curtis : Fries) Singer.,
Ganoderma applanatum (Pers.) Pat., G. lucidum (Leyss. ex Fr.) Karst., Lentinus
edodes (Berk.) Sing., Pholiota nameko (T. Ito) S. Ito et Imai, Pleutorus ostreatus
(Pers. ex. Fr.) Konr. et Maubl., Schizophyllum commune Fr., Tremella fuciformis
Berk., Tricholoma matsutake (S.Ito. et Imai) Sing. ve Volvariella volvacea (Bulliard:

Fries) Singer.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOD

Calisma materyalini, Gaziantep ili icerisindeki bazi tiirlere ait mikorizal mantar
ornekleri olusturmus olup yore halki tarafindan pek ragbet gdrmeyen mantar
tirleridir. Mantarlardan S.crassa ve H.leucomelaena ilkbaharda Gaziantep
Universitesi kampiisiinden toplanip Gaziantep Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi

Biyoloji Béliimiin’de Yrd. Dog. Dr. Hasan AKGUL tarafindan teshis edilmistir.
3.1. Mantar Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

3.1.1. Materyal

Etanol (C2Hs0O), soxhlet, evaporator.

3.1.2. Metod

Mantarlar laboratuvarda acik havada kurutulduktan sonra bir parcalayici ile toz
haline getirildi. Daha sonra 40 g mantar materyali sokslet aparatinda yaklasik olarak
6 saat siireyle 75 C%de etanol ile &ziitler ¢ikarildi. Elde edilen oziitler daha sonra
basing altinda rotary evaporatorle yogunlastirilip, +4 derecede deney yapilana kadar

saklandi.

3.2. Mantarlarin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesinde izlenen Materyal

ve Metod

3.2.1. DPPH Serbest Radikal Giderimi Yontemiyle Antioksidan Ozellik

Kontrolii
3.2.1.1. Materyal

DPPH, DMSO, Distile su, Thermo Scientific Multiskan Go(Vantaa, Finland)

Spektrofotometre, Elizaplate.
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3.2.1.2. Metod

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil(DPPH), 517 nm’de maksimum optik absorbansa sahip,
stabil bir serbest radikaldir. Serbest radikal siipiiriiciiyle DPPH’1n reaksiyonu, 517
nm’deki absorbans degerinde diisiise neden olur(A. Varada Reddy et al: J. Chem.
Pharm. Res., 2010, 2(1): 292-299). 10mg/ml bilesik i¢eren stok ¢ozeltiler, DMSO’da
hazirlandi. Cozeltinin 50ul’si 160ul %0.039’luk DPPH’a eklendi ve oda sicakliginda
karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 517nm’de absorbans okundu.

3.2.1.3. Hesaplamalar
% inhibisyon= [(Abs kor-Abs 6rnek)\Abs kor]x100
3.2.2. Mantarlarin Total Antioksidan Aktivitelerinin (TAS) Belirlenmesi

Reaktif oksijen tiirleri metabolik ve fizyolojik siirecler sonucunda olusur ve zararl
oksidatif reaksiyonlar, enzimatik veya enzimatik olmayan siireclerle organizmadan
uzaklagtirilir. Belirli kosullar altinda, oksidanlardaki artma veya antioksidanlardaki
azalma, onlenemez. Bu durumda, 100°den fazla hastalik gelisebilir. Antioksidan

molekiiller bu zararli reaksiyonlar1 ya inhibe eder ya da engeller.

Burada kullanilan metodun amaci, tetkik edilmek istenen Ornegin antioksidan
kapasitesini belirlemektir. Ornekteki antioksidanlar, koyu mavi-yesil renkli ABTS’yi
renksiz indirgenmis ABTS formuna doniistiiriir. 660 nm absorbanstaki degisim
Ornegin total antioksidan seviyesini belirtir. Bu test, ticari olarak trolox olarak

adlandirilan E vitamini analoguyla kalibre edilir.

Ornek olarak, kan serumu, plazma, iire, hiicre lizat1, doku homojenati meyve sulari,

mantar oziitleri ve yaglar kullanilabilir.
Bu ¢alismada Rel Assay Diagnostics- TAS Assay Kit kullanildi.
Kit icerisinde; Reagent 1 (Buffer)
Reagent 2 (Renkli ABTS Radikal Soliisyon)
Standart 1 (0,0 mmol troleks Equiv./L)

Standart 2 (1.00mmol troleks Equiv./L)
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3.2.2.1. Materyal
TAS assay kit, Mantar 6ziitleri, Spektrofotometre
3.2.2.2. Metod

Bir eliza plate alind1 ve Reagent 1’den 200 ul alinir ve kuyucuga eklendi. Uzerine 12
ul mantar drnegi konuldu. 660nm’de absorbans 6lgiimii yapildi( Ornegin birinci
absorbansi) ve tizerine 30 pl Reagent 2 ilave edildi. 5 dk 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 660nm’de ikinci absorbans alindi. (Ornegin ikinci absorbansi)
Istenilen durumlarda referans olarak C vitamini de kullamldi. Aynmi islemler C
vitamini i¢in de yapildi. Kit igerisindeki standart 1 ve standart 2 i¢in de ayn1 diizende

Ol¢timler alindi.

3.2.2.3. Hesaplamalar

AAbs std 1: std1’in ikinci absorbansi- std1’in birinci absorbansi

AADs std 2: std2’in ikinci absorbansi- std2’in birinci absorbansi

AOmnek abs: Ornegin ikinci absorbansi- drnegin birinci absorbansi
SONUC: [Aabs std1-Aabs 6rnek]/[ Aabs std1-Aabs std2]

3.2.3. Mantarlarin Total Oksidan Aktivitelerinin (TOS) Belirlenmesi

Metabolik ve fizyolojik siireclerde, reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri Uretilir ve
bunlar enzimatik veya enzimatik olayan siireclerle uzaklastirilir. Belirli kosullar
altinda, oksidanlardaki artma veya antioksidanlardaki azalma, Onlenemez. Bu
durumda, 100°den fazla hastalik gelisebilir. Antioksidan molekiiller bu zararh
reaksiyonlar1 ya inhibe eder ya da engeller. Burada kullanilan metodun amac1 tetkik
edilmek istenen Orneklerin oksidan potansiyelini tespit etmektir. Ornekte bulunan
oksidanlar, demir iyonu selat kompleksini demir iyonuna yiikseltger. Yiikseltgenme
reaksiyonu, ortamda bulunan arttirict molekiillerle uzatilir. Demir iyonu, asidik bir
ortamdaki kromojen ile renkli bir kompleks olusturur. Bu rengin siddeti,
spektrofotometrik olarak 6l¢iilebilir ve drnekte bulunan oksidan molekiil miktariyla

iliskilidir. Bu test, hidrojen peroksit ile kalibre edilir. Ornek olarak, kan serumu,
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plazma, iire, hiicre lizati, doku homojenatt meyve sulari, bitki 6ziitleri ve yaglar

kullanilabilir.
Bu ¢alismada Rel Assay Diagnostics- TOS Assay Kit kullanildi.
Kit icerisinde; Reagent 1 (Assay buffer)

Reagent 2 (Prokromojen soliisyon)

Standart 1 (Blank soliisyon:distile su)

Standart 2 (stok stabilize standart soliisyon(SSSS): 800mM H20-
Equiv./L)

3.2.3.1. Materyal
TOS assay kit, Mantar oziitleri, Spektrofotometre.
3.2.3.2. Metod

Standart 2 distile su ile 40 kez seyreltildi. Bunun i¢in std 2’den 5 pl ependorfa alindi
ve lizerine 1ml distile su eklenip, vortekslendi. Bu ¢ozeltiden de 5 upl alindi
ependorfa konuldu ve tizerine 1ml su eklendi. Sonugta 20 pmolar H2O> hazirlanmis
oldu. Bu ¢ozelti her seferinde yeniden hazirlandi. Eliza plate alind1 ve kuyucuga ilk
olarak 200ul Reagent 1 konuldu. Uzerine 30ul 6rnek eklendi. 530nm’de ilk
absorbans alindi( &rnegin birinci absorbansi). Olgiimden sonra 10ul Reagent 2
eklendi. Oda sicakliginda 10 dk veya 37°C’de 5 dk bekletildi ve 530nm’de ikinci
absorbans alindi. Ayni islemler standart 2 i¢in de tekrarland.

3.2.3.3. Hesaplamalar
AADs std 2: std2’in ikinci absorbansi- std2’in birinci absorbansi
AOrnek abs: Ornegin ikinci absorbansi- drnegin birinci absorbansi

SONUC: (Aabs 6rnek/ Aabs std 2)x20
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3.3. Mantarlar’in Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesinde izlenen

Materyal ve Metod

3.3.1. Materyal

Eliza pleyt, mikropipet

3.3.2. Test Mikroorganizmalari

Calismada kullanilan mikroorganizmalarm tamanu Gaziantep Universitesi Biyoloji
Boliimii’'nden temin edilmistir. Mantarlarin antimikrobiyal aktivitesi, 8 farkli bakteri;
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC 25322, Escherichia coli ATCC 35128, Escherichia coli
ATCC 10799, Escherichia coli ATCC 8739 tizerinde denendi.

3.3.3. Metod

Her bir 6rnekten 72 mg tartildi ve tizerine 1 ml dH20 konulur. Béylece 72 mg/ml’lik
stok 6rnek hazirlanmis olur. Platelerdeki her bir kuyucuga 100 pl MHB s1v1 besiyeri
konuldu ve her siranin ilk kuyucuguna hazirlanan 6rneklerden 100 pl eklendi. Pipetaj
yapildi. Ik kuyucuktan 100 pl cekildi ve 2. kuyucuga aktarildi. Sirasiyla aym
islemler 12. Kuyucuga kadar uygulanarak diliisyon yapildi. 12. Kuyucukta pipetaj
sonras1 100 ul 6rnek alindi ve atildi. Son olarak tiim kuyucuklara ¢aligilan 100 pl 0.5
Mc farland bakteri drnegi (Sl¢iimleme yapildiktan sonra) eklendi. Ornekler 24 saat
37 %C’de inkiibe edilir. inkiibasyon sonrasi sonuglar okunarak degerlendirildi. Bu
degerler goz oOnline alinarak bitkilerilin antibakteriyel aktivite gdsterdigi minumum

madde konsantrasyonu (MIC) hesaplandi.

(Bakteri kalibrasyonu fizyolojik serumda seyreltilerek Makfarland (Biomerieux)

cihazinda dlgiilerek yapildi. 0.5)
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3.4. Mantarlarm DNA Koruyucu Aktivitelerinin Belirlenmesinde izlenen

Materyal ve Metod
3.4.1. Materyal

Pbr322 DNA(vivantis), H202, % 1.5’lik agoroz jel, distile H2O, UV transliiminator
(DNR-IS), jel dokiimantasyon sistemi (DNR-IS, MiniBIS Pro)

3.4.2. Metod

Oziitlerin, DNA’y1 UV ve oksidatif kaynakli hasarlardan koruma etkinliklerinin
tespiti i¢in pBR322 plazmid DNA’si (vivantis) kullanilmistir. Plazmid DNA’si,
Oziitlerin varliginda H2O02 ve UV uygulanarak hasara ugratilmistir. Russo vd.
(2000) tarafindan belirlenen metod uyarinca % 1.5°lik agaroz jel {izerinde
goriintiileme gergeklestirilmistir. Oziitlerin % 5.0’lik ve % 7.0’lik stok derisimlerinin
hazirlanmasi amaciyla Oziitlerden sirasiyla 50mg tartilarak tizerlerine 1000 pl
distile su eklenmistir. Oziitiin, tamamen ¢dziinmesi saglandiktan sonra seyreltme
islemi gerceklestirilmistir.%5°lik mantar 6ziitii soliisyonundan yapilan seyreltmeler

yapilmistir.

1/5 oraninda seyreltme i¢in 10 pl 6ziit iizerine 40 pl dH20 eklenmistir.

1/ 2,5 oraninda seyreltme i¢in 20 pl 6ziit tizerine 30 pl dH20 eklenmistir.
1/ 1,25 oraninda seyreltme i¢in 40 pl 6ziit tizerine 10 pl dH20 eklenmistir.
Kontrol ve 6ziitlerin hazirlanmasi:

1. Kontrol: Plazmit DNA (3 pl) + dH20 (6 pl)

2. Kontrol: Plazmit DNA (3 ul) + dH20 (6 ul)+ UV

3. Kontrol: Plazmit DNA (3 ul) + dH20 (6 ul)+ UV+ H202 (1 pl)

4. Kontrol: Plazmit DNA (3 ul) + dH20 (6 pl)+ H202 (1 pl)

5. Plazmit DNA (3 pl) + Mantar 6ziitii (5 pl)+ UV+H202 (1 pl)

6. Plazmit DNA (3 pl) + Mantar 6ziitii (5 pl)+ UV+ H202 (1 pl)
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7. Plazmit DNA ( 3 pl) + Mantar oziitii (5 ul)+ UV+ H202 (1 pl)

5 nolu tiipe 1/1.25, 6 nolu tiipe 1/ 2.5, 7 nolu tiipe 1/5, oraninda seyreltme yapilan
mantar Oziitlerinden 5.0 ul konulmustur. Tiiplerin igerisine 3.0 pul pBR322 plazmid
DNA’s1 (172 ng.pl) ve 1.0 pl % 30’luk H202 konulmustur. Mantar 6ziitlerinin oldugu
tipler, 3. ve 4. tiipler ile birlikte 5 dk siiresince UV 1smlarina maruz biraktiktan
sonra 2.0 pl yiikleme tamponu eklenerek % 1.5’1lik agaroz jele yiiklenmistir. Isik
kaynag1 olarak oda sicakliginda 302 nm dalga boyunda ve 8000 uW/cm yogunlukta
151k iireten UV transliiminatdr (DNR-IS) cihazi kullanilmistir. % 1.5°1ik agaroz jel
eketroforezi uygulamasindan sonra jel dokiimantasyon sisteminde (DNR-IS,
MiniBIS Pro) goriintiilenerek fotograflari elde edilmistir. Bu test sisteminde kontrol

olarak, UV ve H>02 uygulamasi yapilmamis pBR322 plazmid DNA’s1 kullanilmistur.
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BOLUM 4
BULGULAR

Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar asagida agiklanmistir. Sarcosphera crassa
ve Helvella leucomelaena mantar 6ziitleri sokshlet cihazi ile elde edimlis olup oziit

verimleri sirasiyla %5.43 ve % 4.25 olarak belirlenmistir.

4.1. Helvella leucomelaena ve Sarcosphera crassa Mantar Oziitlerinin DPPH,
TAS ve TOS Aktivite Bulgular:

4.1.1. Helvella leucomelaena Oziitiiniin DPPH Serbest Radikallerini Siipiirme

Aktivite Bulgular:

Helvella leucomelaena oziitinin DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesi

belirlenmis olup elde edilen sonuglar sekil 4.1.’deki gibi sematize edilmistir.

Helvella leucomelaena

S0

y=4.6019%x+1
09

40

30

20

inhibisyon Yiizdesi

10

0 2 4 6 8 10 12 [mgfmi)

Sekil 4. 1. Helvella leucomelaena ckstraktinin DPPH siiperme aktivitesi
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Sekil 4.1’de goriildiigii gibi Helvella leucomelaena’dan elde edilen 6ziitlerin DPPH

ortamdan ortamdan siiplirme basaris1 0ziit konsantrasyonunun artisi ile dogru

orantilidir. Belirlenen 06ziit konsantrasyolarindan en yiiksek aktivite 10 mg/ml
konsantrasyonda % 46.31, en diisiik aktivite 0,625 mg/ml konsantrasyonunda %3,46

olarak tespit edilmistir.

4.1.2. Sarcosphera crassa oziitiiniin DPPH Serbest Radikallerini Siipiirme
Aktivite Bulgular

Sarcosphera crassa oziitiiniin DPPH serbest radikal stipiirme aktivitesi belirlenmis

olup elde edilen veriler sekil 4.2.” deki gibi sematize edilmistir.

Sarcosphera crassa

inhibisyon Yiizdesi

2
2]

I
=41
=]
[y
=

12 (mg/mi)

Sekil 4. 2. Sarcosphera crassa ekstraktinin DPPH siipiirme aktivitesi

Sekil 4.2.°de goriildiigii gibi Sarcosphera crassa’dan elde edilen Oziitlerin DPPH
ortamdan siipiirme basarist 0ziit konsantrasyonunun artigi ile dogru orantilidir.
Belirlenen 6ziit konsantrasyolarindan en yiiksek aktivite 10 mg/ml konsantrasyonda
% 57,8, en diisiik aktivite 0,625 mg/ml konsantrasyonunda %75,68 olarak tespit

edilmistir.
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4.1.3. Helvella leucomelaena ve Sarcosphera crassa Mantarlarimin TAS ve TOS
Aktivite Bulgular:

Calismamizdaki mantar Oziitlerinin TAS ve TOS aktivitelerinin belirlenmesi icin

Relassay kitleri kullanilmis olup bu kitlerin referans degerleri Tablo 1’deki gibidir.

Tablo 4. 1. Rell Assay Diagnostic Kit Referans Degerleri
TAS REFERANS DEGERLER

(mmol Trolox Equiv./L)

>2.0 Cok lyi
1.45 2 Normal
1.2 1.45 | Normal Kabul Edilebilir
1 1.2 Diistik Antioksidan Seviyesi
<1.20 Cok Diisiik Antioksidan Seviyesi

TOS REFERANS DEGERLER

(nmol H202 Equiv./L)

<5.00 Cok 1yi

8 5 Normal Deger

12 8 Yiiksek Oksidan Seviyesi
>12.00 Cok Yiiksek Oksidan Seviyesi
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TAS ( Total Antioksidan TOS ( Total

Status ) Oksidan Status )
Helvella leucomelaena 0.79 20.86
Sarcosphera crassa 0.57 13.64

Tablo 4. 2.: Helvella leucomelaena ve Sarcosphera crassa mantar 6ziitlerinin TAS
ve TOS aktiviteleri (ug/ml)

Tablo 4.2°de goriildiigii gibi mantar Gziitlerinin TAS (Total antioksidan status) ve
TOS (Total oksidan status) aktiviteleri “Rell Assay Diagnostic” Kkitleri ile
belirlenmistir. Helvella leucomelaena etanol o6ziitiiniin TAS aktivitesi 10 mg/ml
konsantrasyonunda 0,79, TOS aktivitesi 20.86 olarak belirlenmistir. Sarcosphera
crassa etanol o6ziitliinlin ise TAS aktivitesinin 10 mg/ml konsantrasyonunda degeri
0.57, TOS aktivitesi 13.64 olarak bulunmustur. Calisma sonucunda her iki mantar
Oziitiniinde Onemli derecede antioksidan ve oksidan aktivite gostermedigi

belirlenmistir.

4.2. Mantarlarin Antimikrobiyal Aktivite Bulgular:

Oziitlerin MIK degerlerinin belirlenebilmesi igin CLSI (The Clinical Laboratory
Standarts Institute) tarafindan onerilen sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir

(CLSI, 2013). Sonuglar Tablo 3’ de verilmistir.
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Tablo 4. 3. Sarcosphera crassa ve Helvella leucomelaena mantar Oziitlerinin
antimikrobiyal aktivitesi. M.I.LK: Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (pg/ml).

Mikroorganizmalar Sarcosphera crassa |Helvella
leucomelaena
MIK (pg/ml)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 |0.28 0.28
Pseudomonas aeruginosa ATCC 0.14 0.56
27853
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 | 0.28 0.28
Staphylococcus aureus ATCC 29213 |0.07 0.14
Escherichia coli ATCC 25322 36 - (Etkisiz)
Escherichia coli ATCC 35128 72 - (Etkisiz)
Escherichia coli ATCC 10799 0.07 0.14
Escherichia coli ATCC 8739 0.07 0.14

Tablo 4. 3°de goriildiigii gibi Sarcosphera crassa mantar oziitiiniin MIK degerleri
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC 25322, Escherichia coli ATCC 35128, Escherichia coli
ATCC 10799, Escherichia coli ATCC 8739 bakterileri i¢in sirasiyla 0.28, 0.14, 0.28,
0.07, 36, 72, 0.07, 0.07 ug/ml olarak, Helvella leucomelaena mantar 6ziitiinde ise
0.28, 0.56, 0.28, 0.14, -, -, 0.14, 0.14 degerleri tespit edildi. Sonug olarak her iki
mantar Oziitlinlin bakterilere karsi etkili bir antimikrobiyal aktivitelerinin oldugu
saptanmigtir. Ancak, Helvella leucomelaena mantarinin Escherichia coli ATCC
25322 ve Escherichia coli ATCC 35128 bakterilerine karsi antimikrobiyal

aktivitesinin olmadig1 belirlenmistir.
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4.3. Mantarlarin DNA Koruyucu Aktivite Bulgular:

Helvella leucomelaena ve Sarcosphera crassa mantarlarindan elde edilen etanol
Oziitin  DNA koruyucu aktivitesi, pBR322 plazmit DNA’s1 kullanilarak test
edilmistir. Bu yOnteme gore, DNA iizerinde hasara yol acan UV 1sinlar1 ve
H202 varliginda, 6ziitin DNA hasarmma engel olamadig tespit edilmistir. Bu
mantarlarin oziitleriyle gergeklestirilen test sonucunda elde edilen veriler Sekil 10°da

verilmistir.

K1 K2 K3 K4 H1 H2 H3 S1 S2 S3
—

- o 4

- )

Sekil 4. 3. Helvella leucomelaena ve Sarcosphera crassa mantar oziitlerinin DNA
koruyucu aktivitelerinin Jel elektroforezi

K1: Plazmit DNA (3 ul) + dH20 (6 ul) K2: Plazmit DNA (3 ul) + dH20 (6 ul)+ UV
K3. : Plazmit DNA (3 pl) + dH20 (6 ul)+ UV+ H202 (1 ul) K4: Plazmit DNA (3 ul)
+ dH20 (6 pl)+ H202 (1 pl) H1: Plazmit DNA (3 ul) + Mantar 6ziiti (5 pl)+ UV+
H202 (1 ul) H2: Plazmit DNA (3 ul) + Mantar 6ziitii (5 pl)+ UV+ H202 (1 pl) H3:
Plazmit DNA ( 3 pl) + Mantar oziitii (5 pl)+ UV+ H202 (1 pl) S1: Plazmit DNA (3
ul) + Mantar oziitii (5 pl)+ UV+ H20:2 (1 pl) S2: Plazmit DNA (3 pl) + Mantar 6ziitii
(5 uh)+ UV+ H202 (1 pl) S3: Plazmit DNA ( 3 pl) + Mantar oziitii (5 pul)+ UV+
H202 (1 pl).
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BOLUM 5
TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada, Helvella leucomelaena ve Sarcosphera crassa mantarlarinin etanol
Oziitlerinin antioksidan, antimikrobiyal ve DNA koruyucu aktiviteleri aragtirilmistir.
Her iki mantar tiirlinlin 6ziitlerinde antioksidan aktivitesi daha 6nce Rell Assay
Diagnostic kitleri ile yapilmamis olup konu ile ilgili, literatiirde herhangi bir bulguya
raslanmamistir. Ayn1 sekilde mantar 6ziitlerinin antimikrobiyal aktivite caligsmalari
MIC ( Mikrodiliisyon) metodu ile daha once calisilmamis ve literatiirde bdyle bir
bulguya raslanmamistir. Diger yandan bu ¢aligma kapsaminda iki mantar tiirliniinde

literatiir de DNA korucu aktivite ¢alismalarina rastlanmamustir.

DPPH radikali, biyolojik bir radikal olmamasina ragmen, antioksidanlarin serbest
radikal giderme aktivitelerinin tayini i¢in kabul gérmiis bir indikatordiir (Wojdylo
vd., 2007, Chen vd.,2007). Calismamizda; mantar 6zlitlerinin serbest radikal giderici
etkileri stabil bir radikal olan DPPH iizerinden test edilmistir. DPPH ¢ozeltisi mordur
ve antioksidan bir bilesikle etkilestiginde yapis1 degiserek sar1 renkli yeni bir bilesik
haline gelir. Bu renk degisikliginin derecesi, antioksidanin konsantrasyonu ile
orantilidir. Calismamizdaki mantar Oziitlerinin radikal giderme kapasitelerine ait
IC50 grafigi sekil 4.1. ve 4.2.°de goriilmektedir. Eksraktsiyon i¢in kullanilan
etanol’lin radikal giderme kapasitesinin yiiksek derecede etkili olmadig
goriilmektedir. Mantar oziitlerinin TAS ve TOS aktiviteleri Rell Assay Kkitleri ile
yapilmistir ve test sonuglarina gore her iki mantar Oziitliniinde 10mg/ml

konsantrasyonlarinda etkili olmadigi belirlenmistir.

Sarcosphera crassa ve Helvella leucomelaena mantar 6ziitlerinin antimikrobiyal
aktivitesi etanol eksrakti ile yapilan deneme sonucunda, calismada kullanilan
bakterilere kars1 yiiksek derecede antimikrobiyal aktivite gosterdikleri belirlenmistir.
Bunun yani sira S. crassa etanol eksraktinin Escherichiacoli ATCC 10799 ve
Escherichia coli ATCC 8739 bakterilerine kars1 yiiksek derecede antimikrobiyal
aktivite gosterdigi ve MIC degerlerinin 0,07 mg oldugu belirlenmistir. En diisiik
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antimikrobiyal aktiviteyi Escherichia coli ATCC 35128 bakterisine karsi gosterdigi
ve MIC degerinin 72 mg oldugu gozlemlenmistir. H. leucomelaena mantariin
etanol eksrakti ise Escherichia coli ATCC 10799, Escherichia coli ATCC 8739,
Staphylococcus aureus ATCC 29213 bakterilerine karsit yilksek derecede
antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve MIC degerinin 0,14 mg oldugu belirlenmistir.
Ancak, Escherichia coli ATCC 25322, Escherichia coli ATCC 35128 bakterilerine
kars1 antimikrobiyal aktivite gostermedigi tespit edilmistir. Sonug olarak, S. crassa
mantarinin etanol eksraktinin H. leucomelaena mantarina kiyasla test bakterilerine

kars1 daha etkili oldugu belirlenmistir.

pBR322 plasmid DNA’s1 agaroz jel elektroforezinde iki bant gostermektedir. Bunlar
hizli ylirliyen ve plasmidin dogal formu olan siipercoiled DNA ( scDNA; siiper
kivrimli DNA; kirik yok) ve yavas yliriiyen open-circular DNA ( ocDNA,; tek zincir
kirig1 iceren DNA)’dir. H202 varliginda DNA’nin UV 1sinlarina maruz kalmas siiper
kivrimli halkasal DNA’nin kirilmasina ve dogrusal DNA (1inDNA; iki zincirde de bir
veya daha fazla kirik mevcut) olusmasina neden olmaktadir (Tepe vd., 2011).
Bulgular kisminda verilen DNA koruyucu aktivite sonuglarina bakildiginda
Sarcosphera crassa ve Helvella leucomelaena mantar 6ziitlerinin UV ve H20>
varliginda DNA’y1 koruyucu aktivite gostermedikleri tespit edilmistir. Dolayisiyla
her iki mantar Oziitiiniinde DNA koruyucu aktivite gostermediklerini sdylemek

mumkindiir.
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