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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

YENILEBILIR BAZI MAKROMANTAR TURLERININ IN VITRO
SITOTOKSIK OZELLIKLERININ INCELENMESI

Sevim KOL

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damsman: Yrd. Dog. Dr. Gokhan SADI
Nisan, 2016, 99 Sayfa

Bu c¢alismada, Lepista nuda, Lycoperdon molle, Craterellus cornucopioides, Leucoagaricus
leucothites, Laccaria laccata ve Armillaria melleanin in vitro sitotoksik, antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmigtir. Mantarlarin biyoaktif igerikleri (toplam fenolik,
toplam flavonoid, B-karoten ve likopen igerigi), DPPH serbest radikal yakalama ve indirgeme
giicii aktiviteleri test edilmistir. En yiiksek toplam fenolik asit miktar1 her iki ekstrede de L.
molle (Su; 57,12 pg/mg, metanol; 59,52 ug/mg) olarak belirlenmistir. En yiiksek B-karoten
icerigini su ekstresinde L. molle (3,990+0,091 pg/mg) ve metanol ekstresinde L. nuda
(7,697+0,164 pg/mg) gostermistir. En yiiksek likopen igerigi ise su ekstresinde C.
cornucopioides (2,492+0,009 ug/mg), metanol ekstresin de L. nuda'da (6,643+0,135 ug/mg)
belirlenmistir. Flavonoid miktarinin en fazla oldugu tiir metanol ekstresinde C. cornucopioides
(1,83 pg/mg), su ekstresinde ise L. molle (4,061 pg/mg) ‘dir. DPPH yakalama aktivitelerine gore
en yiiksek etkiyi L. molle'nin metanol ekstresi gostermistir. Antimikrobiyal test sonuglarina gére
en fazla etki L. nuda'nin su ekstresinde, HepG2 hiicre canlilig1 iizerine en yiiksek etkiyi ise L.
laccata tiirtiiniin su ekstresi gostermistir. Sonu¢ olarak caligsilan tiirlerin tamaminin belirli
oranlarda antioksidan 6zellige sahip oldugu, L nuda'nin su ekstresinin biitiin mikroorganizmalar
tizerinde olmamakla beraber en yiiksek antimikrobiyal etkiyi gosterdigi ortaya cikarilmustir.
HPLC ile gergeklestirilen analizlerde mantar tiirlerinin hepsinde en yiiksek oranda bulunan
fenolik asitlerin p-kumarik asit ve gallik asit olduklari, L. molle metanol ve su ekstresinde p-
kumarik asit, L. leucothites ekstrelerinde ise gallik asit yiiksek oranda tespit edilmistir. Sonug
olarak bu ¢alismada incelenen mantar tiirlerinin insan viicudunda gesitli metabolik faaliyetler
sonucu meydana gelen hiicre hasarin1 azaltabilecekleri ve zararli mikroorganizmalari inhibe
edebilecekleri belirli oranlarda HepG2 ve MCF-7 gibi hiicrelere karsi sitotoksik etkiye sahip
olduklar belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Makromantar, Sitotoksite, Antioksidan, Antimikrobiyal, HepG2
MCF-7



ABSTRACT

Ms Thesis

EVALUATION OF IN VITRO CYTOTOXIC PROPERTIES OF
SOME EDIBLE MACROFUNGI

Sevim KOL

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Gokhan SADI
April, 2016, 99 pages

Antioxidant, antibacterial and in vitro cytotoxic protperties of Lepista nuda, Lycoperdon molle,
Craterellus cornucopioides, Leucoagaricus leucothites, Laccaria laccata and Armillaria mellea
was evaluated in this study. Bioactive ingredients of macrofungi (total phenolics, total
flavonoids, B-carotene and lycopene), DPPH radical scavenging activities and reducing powers
were determined. L. molle (water; 57,12 pg/mg, methanol; 59,52 ug/mg) were determined to
have highest phenolic contents. Highest 3-caroten contents were present in the aqueous extracts
of L. molle (3,990+0,091 pg/mg) and methanolic extracts of L. nuda (7,697+0,164 pg/mg).
Water extracts of C. cornucopioides (2,492+0,009 pg/mg) and methanolic extratcs of L. nuda
(6,643+0,135 pg/mg) contains the top levels of lycopene contents among the others.Water
extracts of C. cornucopioides (1,83 ug/mg) and methanolic extracts of L. molle (4,061 pug/mg)
contains the largest amount of flavonoid as compared to other macrofungi. L. molle methanol
extracts revealed the highest DPPH radical scavenging activities. Water extracts of L. nuda was
the most effective agaist microorganisms and L. laccata was the most cytotocic macrofungi
against HepG2 cell growth. As a result, all the studied macrofungi has some degree of
antioxidant potential and antibacterial activities of L. nuda was superior over the other species.
HPLC analysis revealed that p-coumaric acid and gallic acid were the most predominatig
phenolics in studied macrofungi and both aqueous and methanolic extracts of L. molle contains
very high p-coumeric acid levels. Besides, high amount of gallic acid were determined in both
extracts of L. leucothites. In summary, this study revealed that aforementioned macrofungi
species would reduce the cellular damages as a result of free radicals, inhibit the growth of
pathogen microrganisms and have some degree of cell growth inhibitory potential at least to the
certain cell lines such as HepG2 and MCF-7.

Keywords: Macrofungi, Cytotoxicity, Antioxidant, Antimicrobial, HepG2, MCF- 7
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1. GIRIS

Mantarlar klorofil icermeyen, tiip seklinde ipliksi hiicrelerden olusan, spor olusturan,
heterotrof yasayan Okaryotik, organizma grubudur. Mantarlar kendi besinlerini
tiretemedikleri i¢in saprofit, parazit ya da mikorizal olarak yasarlar. Mantarlarin
fruktifikasyon organlar1 gozle goriilemeyecek kadar kiiciik tiirleri (mikromantarlar)
olabildigi gibi fruktifikasyon organlar1 gozle goriilebilen kisimlardan olusan tiirleri de
(makromantarlar) vardir (Kurt, 2013). Makromantarlar; fungi aleminde bulunan
Basidiomycetes ve Ascomycetes siniflarinda bulunurlar (Ustiin, 2011). Mevcut literatiir
verilerine gore lilkemizde yaklasik 2400 civarinda makromantar taksonu belirlenmistir
(Sesli ve Denchev., 2014). Belirlenen bu mantarlarin yaklasik %50’si yenilebilir
nitelikte olmasina karsin, yoresel tiiketim oranlar1 genel olarak %24 civarindadir (Kaya,

2000).

Biyolojik olarak ayristiric1 6zelliklerinden dolayr ekosistemde olduk¢a 6nemli yer tutan
mantarlar, hem gida hem de tibbi degeri olan biyolojik aktif bilesenleri i¢ceren onemli
bir kaynak olarak bilinmektedirler (Sarikiirk¢ii ve ark., 2004). Mantarlarin antikanser,
antioksidan, antihipertensif, karaciger koruyucu, immiinolojik antifibriotik,
antiinflamasyon, kolesterol disiiriicii, antidiyabetik, antiviral ve antimikrobiyal etkileri
oldugu yapilan aragtirmalar ile saptanmistir (Demirhan ve ark., 2007). Antimikrobiyal
etkileri; fungal yapida sentezlenen ve genellikle organizmaya 0zgii bazi fenolik
bilesikler, kinonlar, piirinler, primidinler, terpenoidler ve fenil proponoid tiirevi gibi
antagonistik maddelerden ileri gelmektedir (Benedict ve Brady, 1972; Alsheik ve
Trappe, 1983). Insanlik icin faydali olabilen bu antagonistik bilesiklerin; Clitocybe,
Coprinus, Daedalea, Merulius, Marasmius, Pleurotus, Polyporus, Psathyrella,
Tricholoma ve Schizophyllum, mantar cinslerinin bir veya birkag tiirlinde bulundugu
tespit edilmistir (Benedict ve Brady, 1972; Karacsonyi ve ark., 1994; Gao ve ark., 2005;
Lindequist ve ark., 2005). Bu bilesikler olduk¢a zengin dogal antibiyotik kaynaklaridir
ve geleneksel tipta birgok hastaligin tedavisinde kullanilagelmistir (Akyiliz ve ark.,
2010).

Antitiimoral etki saglayan onemli maddeler; volvotoksin, flammutoksin, kalvasin
lentinan ve porisin mantarlardan izole edilebilen maddelerdir. Bu bilesikler antiviral

ozellik de tagimaktadir (Benedict ve Brady, 1972; Conchran, 1978). Funguslardan elde
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edilen ekzopolisakkaritlerin antitiimor aktivitesinin oldugu da bilinmektedir. Bunlarin
arasindan fungal glukanlar en bilinenlerdir. Verildikleri konakg¢ida spesifik tepkimelere
neden olurlar, noétrofilleri, monositleri, makrofajlar1 ve dentritik hiicreleri uyararak
bagisiklik sistemini aktive ederler ve sitokinler, interlokin, interferonlar, koloni uyarici
faktorler gibi kimyasal habercilerin salgilanmasini saglayarak akut faz tepkimelerinin

olusmasini saglarlar (Smith ve ark., 2002).

Bu proje kapsaminda dogal ortamindan toplanan Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm.,
Craterellus cornucopioides (L.) Pers., Laccaria laccata (Scop) Cooke., Lepista nuda
(Bull.: Fr.) Cooke., Leucoagaricus leucothites (Vittad.) Wasser. ve Lycoperdon molle
Pers.: Pers. makromantar tiirlerinin antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik etkileri
incelenmis, yiiksek antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik etkiye sahip olanlar

belirlenerek bu alanda yapilmis galismalara katki saglanmstir.
2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest radikaller

Dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron bulunduran reaktif atom veya
molekiiller serbest radikal olarak tanimlanmaktadir (Mercan, 2004). Biyolojik
sistemlerde serbest radikaller normal metabolik olaylarla meydana geldigi gibi
organizmanin gesitli dig etkenlere maruz kalmasiyla da meydana gelebilir. Bu nedenle
serbest radikal kaynaklari endojen (organizma tarafindan sentezlenen) ve ekzojen
(disaridan besinlerle alinan) olarak iki ana sinifa ayrilmaktadir (Arkan, 2011). Viicutta
serbest radikal meydana getiren mitokondrial sizinti, solunumsal patlama, enzim
reaksiyonlari, otooksidasyon reaksiyonlart endojen kaynaklari olustururken, sigara
dumani, alkol, UV 1s1n1, iyonize radyasyon, ¢evresel kirlenme, ilaglar, diyet faktorleri

eksojen kaynaklar1 olusturmaktadir.

Aerobik canlilar i¢in (6rnegin memeliler), serbest radikallerin ana kaynaklarindan biri
oksijendir (Halliwell ve ark., 1993). Birgok radikal tiirii olmasina karsin, biyolojik
sistemlerde en ¢ok goriileni oksijenden olusan ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak
adlandirilan radikallerdir (Harman, 1956; Boga, 2007). Serbest radikaller i¢inde reaktif
oksijen radikalleri, reaktif nitrojen radikalleri, reaktif siilfiir radikalleri gibi aileler vardir

(Dagdelen, 2010). Onemli bir serbest radikal tiirii olan reaktif oksijen tiirleri



etkisizlestirilmezlerse proteinlerin, lipitlerin ve niikleik asitlerin oksidatif hasarlarina
sebep olabilirler (Arkan, 2011).

2.1.1. Serbest radikallerin lipitlere etKisi

Serbest radikallerin neden oldugu =zararlardan en c¢ok etkilenen yapt membran
lipidleridir (Cheesman ve Slater, 1993). Hiicre membran yapisindaki kolesterol ve yag
asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikellerle kolayca reaksiyona girer ve lipit
peroksidasyonuna sebep olurlar (Weiss ve Lobuglio, 1982; Freeman ve Crapo, 1982;
Halliwell ve Gutteridge, 1999). Lipid peroksidasyonu membran fosfolipidlerindeki
doymamis yag asitlerinin oksidasyonlarina sebep olan (Sekil 2.1) ve bunun sonucunda
membran lipid yapisini degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarini bozan bir olaydir

(Kiral, 2012).

LH + R » |+ RH

L+ O > LOO (Lipid peroksit radikali)

LOO + LH —— LOOH + L

LOOH » LOO'; LO (aldehitler)

Sekil 2.1. Lipid peroksidasyonunun temel reaksiyonlari

Lipid peroksidasyonunu; siiperoksit, hidroksil, peroksil ve alkoksil radikali gibi oldukg¢a
kuvvetli radikaller ile baslatilabilir (Karabiga, 2006) ve lipit hidroperoksitlerinin aldehid
ve diger karbonil bilesiklere doniistiigii noktada sonlanir. Bu triinlerin 6nemlileri olan
hidroksinonenal ve MDA, proteinlere ve DNA’ya baglanarak kalic1 degisikliklere neden
olur (Karadag, 2013). Daha once yapilan ¢aligmalarda, kanser, alzheimer, diyabet gibi
onemli bir ¢ok hastalikta plazma ve doku lipid peroksidasyon tiriinlerinde artis meydana

geldigi belirlenmistir (Halifeoglu ve ark., 2005).

2.1.2. Serbest radikallerin proteinlere etkisi

Proteinler, serbest radikallerden poliansatiire yag asitlerine gore daha az etkilenirler.
Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenme derecesi, onlarin amino asit
kompozisyonlartyla ilgilidir (Ozeng, 2011). Doymanus bag ve siilfiir igeren
molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi daha yiiksek oldugu igin tirozin,

fenilalanin, metionin triptofan, sistein ve histidin gibi aminoasitleri iceren proteinler
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serbest radikallerden daha kolay etkilenmektedirler (Nordberg ve Arner, 2001; Netto ve
ark., 2002). Boylece proteinlerde fragmantasyon ve ¢apraz baglanmalar olusur. Protein
fonksiyonlarinda (kataliz, transport, reseptor gibi) bozulmalar ve immun sistemi

uyarabilecek antijenik degisiklikler meydana gelir (ibadova, 2006).

2.1.3. Serbest radikallerin DNA’ ya etkisi

Iyonize edici radyasyon nedeniyle olusan serbest radikallerin mutajenik etkilerinden
dolayt DNA iizerinde 6nemli hasarlara neden oldugu belirlenmistir (Kayis, 2010).
Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit (H,O;) membranlardan
gegerek hiicre cekirdegine ulasir. DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hiicre

dliimiine neden olabilir (Ozeng, 2011).

Oksidatif hasar dal kiriklari, baz cifti degisimleri, yeniden diizenlenme gibi yapisal
degisimlerle ortaya g¢ikmaktadir. DNA, serbest radikallerden ¢ok kolay etkilenen
Oonemli bir hedeftir (Shahid1 ve Wanasundara, 1992; Winrow ve ark., 1993; Simonian ve
Coyle., 1996). Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucunda peroksitler, hidrojen
peroksit, glioksal ve okzoaldehitler olusur. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere
baglanarak antimitotik etkiye neden olurlar. Boylece kanser ve yaslanma gibi olaylara

temel hazirlamis olurlar (Shahidi ve Wanasundara, 1992; Dagdelen, 2010).

2.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyebilen veya mevcut radikalleri
stiptirerek hiicreleri zarardan koruyan ve yapisinda ¢ogunlukla fenolik fonksiyon tasiyan
molekiillerdir (Kahkdénen, 1999; Somogy1, 2007). Antioksidanlar kompleks bir icerige
sahiptirler ve iki farkli mekanizma ile etkilerini gosterirler. Bunlar, direkt antioksidanlar
ve indirekt antioksidanlar olarak bilinmektedir. Direkt antioksidanlar (glutatyon,
tokoferoller, fenolik bilesikler, askorbik asit ve karotenoidler gibi) fizyolojik,
biyokimyasal veya hiicresel siireclerde bulunarak serbest radikalleri inaktive ederler
veya serbet radikaller tarafindan baslatilan kimyasal reaksiyonlar1 engellerler. indirekt

antioksidanlar hiicrenin antioksidan kapasitesini gii¢lendirirler (Erciyes, 2014).

Antioksidanlar yiikseltgenebilen maddeler oldugu icin zincir reaksiyonlarini (6rnegin
lipidlerin oksidatif parcalanmasina yol agan radikalik zincir reaksiyonunu) koparmalar1

esnasinda kendileri yiikseltgenerek bozunmaya ugrarlar. Bundan dolay1 antioksidanlar
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yiikseltgenebilen maddeyi (6rnegin biyolojik makromolekiilleri) sadece sinirli bir
zaman i¢in koruyabilir ve bir noktadan sonra madde ortamda hi¢ antioksidan yokmus
gibi algilayip yiikseltgenmeye devam eder. Antioksidanlarin kimyasal aktiviteleri, yani
hidrojen veya elektron dondr araclari olarak indirgeme potansiyelleri ¢ogunlukla
onlarin serbest radikal tutucu olarak gostermis olduklar1 potansiyel ile gosterilir (Papetti

ve ark., 2006).
2.2.1. Enzimatik antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD) (EC.1.15.1.1)

Stiperoksit dismutazi ilk kez McCord ve Fridovich 1968'de tanimlamistir ve bu enzim
siperoksit radikallerinin katalitik olarak hidrojen peroksit, molekiiler oksijene
dontisimiinii katalizleyen ve lipit peroksidasyonu inhibe eden metalloenzimdir
(McCord ve Fridovich, 1969; Moscone, 1988; Murray ve ark., 1993).

20,” + 2H+ + SOD — H,0;, + O,

Katalaz (CAT) (EC: 1.11.1.6)

Katalaz, Sumner ve Dounce tarafindan 1937 yilinda sigir karacigerinden izole
edilmistir. Molekiil agirligi yaklagik 240 kDa olup, aktif kisminda dort tane ferrihem
grubu (Fe**-protoforfilin) igeren bir hemoproteindir. Her alt iinitede enzimi kendi
substratt H,O, ye karsi koruyan ve etkinligini artiran NADPH bulunur (Halliwell ve
Gutteridge, 1999; Aydin ve ark., 2001; Nordberg ve Arner, 2001). Her aerobik hiicrede
bu enzim vardir. Karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositler katalazin en
fazla etki gosterdigi dokulardir. CAT, %80 oraninda peroksizomlarda ve %20 oraninda
sitozolde bulunur (Chaudiere, 1999). Katalaz hidrojen peroksiti su ve molekiiler

oksijene parcalar.
2H,0, + CAT — H,O + 0O,

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): (EC: 1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz enzimi ilk olarak hayvan eritrositlerinden izole edilmistir (Arteel
ve Sies, 2001). Genel olarak yiiksek yapili bitkilerde ve bakterilerde bulunmaz fakat
bazi alg ve mantarlarda bulundugu bildirilmistir (Mills, 1957; Halliwell ve Gutteridge,
1999). Glutatyon peroksidaz, elektron kaynagi olarak glutatyonu kullanarak hidrojen
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peroksit ve organik hiperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Mitokondri, sitozol

ve hiicre membranlarinda bulunur (Deaton ve Marlin, 2003).

Glutatyon Rediiktaz (GR): (EC: 1.8.1.7)

Glutatyon rediiktaz, GPx yardimiyla hidroperoksitlerin indirgenmesi Sonucu olusan
okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) doniistimiinii
katalizler (Karadag, 2013). Hidrojen peroksitin detoksifikasyonu reaksiyonunda okside
forma doniisen glutatyonun yeniden kullanilabilmesi igin, rediikte GSH'a doniisen
glutatyonun yeniden indirge GSH'a doniistiiriilmesi gerekir. GR, NADPH varliginda
glutatyon disiilfiti tekrar indirge glutatyona (GSH) ¢eviririr (Hermes-Lima ve ark.,
2001). GR bitki dokularinda kloroplast, mitokondri ve sitosolde bulunur (Cicerali,
2004).

GSSG + NADPH + H— 2GSH + NADP*

2.2.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Glutatyon (GSH)

Onemli bir antioksidan olan glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisinden olusan diisiik
molekiil agirhigina sabip bir tripeptiddir (Sekil 2.2) (Akkus, 1995; Halliwell ve
Guttreidge, 1999). Hiicrede en fazla sitozol, mitokondri ve niikleusta vardir. Hiicre i¢i
glutatyonun 6nemli bir kismi indirgenmis olarak az bir kismi1 da okside glutatyon
(GSSG) halinde bulunur (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Dickinson ve Forman, 2002;
Mytilineou ve ark., 2002). Tiyol grubu, GSH'a antioksidan ozelligini katmaktadir.
Glutatyon hem hidroksil ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tiirlerinin temizleyicisi
hem de diger serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreyi oksidatif
hasarlara karst koruyan bir enzimdir. Buna ek olarak proteinlerdeki —SH gruplarini
rediikte halde tutarak protein ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller (Murray ve ark.,

1993; Burton, 1994).
HS

0
H
Hooc\/\)L N._COOH

NH, 0

I=

Sekil 2.2. Glutatyonun (GSH) molekiil sekli



Vitamin E (Tokoferol)

Ik kez 1922 yilinda izole edilen E vitamini, o, B, y, 8-tokoferol olarak adlandirilan
bilesiklere verilen genel bir isimdir. Bu bilesikler arasinda en aktif olani a-tokoferoldiir
(Sekil 2.3). Yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubu igeren aromatik halka, vitaminin
aktif kismin1 meydana getirir. Membranca zengin olan mitokondri ve mikrozom gibi
yapilarda ¢ok fazla bulunmaktadir. E vitamini bakimindan bitkisel yaglar ve tohumlar
oldukga zengindirler (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Packer ve ark., 2001). a-Tokoferol,
stiperoksit, hidroksil, singlet oksijen, lipid peroksil radikalleri ve diger bazi serbest
radikallerin temizlenmesinde gorev alir (Chow, 1991; Blokhina ve ark., 2003). E
vitamini, yagda ¢ozilinen, esansiyel bir antioksidan olup epidemiyolojik ¢alismalar E
vitamini ve diger baz1 antioksidanlarin diigiik dozlarda bile, kanser, parkinson hastalig1
ve kalp hastaliklarina karsi yiiksek diizeyde islev gordiigiinii belirlemistir. Sadece
bitkiler tarafindan sentezlenebilen E vitamini hayvanlar ve insanlar i¢in esansiyel olup

biyolojik sistemlerde gii¢lii antioksidan 6zellik gostermektedir (Goneng ve ark., 2014).

CH,
HO
‘PH;
HoC o CHCHZCHZCHZCH 3CH3
CH, .
o-tokoferol

Sekil 2.3. a-tokoferol yapisi

Vitamin C (Askorbik asit)

Askorbik asit organizmada bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici olarak islev
goriir (Halliwell ve Gutteridge, 1999). Oldukga gii¢lii bir indirgeyici olan vitamin C,
semihidroaskorbat radikal ara iiriinii sayesinde kolaylikla dehidroaskorbik aside okside
olur (Sekil 2.4).



2 H+

HO '/A O
| © — O
HO AE H+ O
HO OH HO OH
Askorbik Asit Dehidro Askorbik Asit

Sekil 2.4. Askorbik asidin dehidro askorbik asite oksitlenmesi

Vitamin A (Karotenoid)

A vitamini, normal gormede, hiicre ¢ogalmasinda, immun yanitta, epitel biitiinliigiin
saglanmasinda 6nemli rol oynar (Kasapcopur Ozel, 2014). A vitaminin metabolik 6n
maddesi konumundaki B-karoten (Sekil 2.5a), olduk¢a giiglii bir singlet oksijen
temizleyicisi olarak islev goriir. Hidroksil, peroksil ve alkoksil radikalleri ile direk
reaksiyona girerek lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonunun dnlenmesinde gorev alir
(Kay1s, 2010). Likopen ise kirmizi renkte bir karotenoiddir (Sekil 2.5b). Yapisindaki
cift baglarin fazla olmasindan dolay1 diger karotenoidlere oranla ¢ok daha fazla singlet

oksijen yakalar.

Sekil 2.5. B-Karotenin yapisi (a), Likopenin yapisi (b).

Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler; bir veya birden fazla hidroksil grup tasiyan aromatik halkaya sahip,
buna bagh olarak farkli yapi ve fonksiyonlari bulunan metabolitlerdir (Naczk ve
Shahidi, 2004; Robards ve ark., 1999). Fenolikler, en aktif dogal antioksidanlardir ve
antioksidan etkilerini serbest radikalleri baglamalari, metallerle selat olusturmalar1 ve
lipoksijenaz enzimini inaktive etmeleri seklinde gergeklestirler (Gok ve Serteser, 2003;
Nichenametla ve ark., 2006). Polifenoller, bitkilerde g¢esitli meyve, sebze, kuruyemis,
tohum, ¢igek, kok ve govde kisimlarinda dogal olarak sentezlenmektedir (Wollgast ve
Anklam, 2000).



Karadeniz ve ark. (2004) farkli meyve (elma, ayva, liziim, armut ve nar) ve sebzelerin
(patates, sogan, taze sogan, kirmiziturp ve kirmizilahana) antioksidan aktivitesini,
toplam fenolik ve flavanoid igeriklerini belirlemislerdir. Meyveler arasinda nar %62,7
ile en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olup bunu ayva (%60,4), iziim (%26,6), elma
(%25,7) ve armut (%13,7) izlemistir. Toplam fenolik madde igeriginin meyve ve
sebzelerin antioksidan igerigine 6nemli etkisinin oldugu gozlenmistir (Tokbas, 2009).
Genellikle toplam fenol igerigi ve antioksidan aktivitesi arasinda oldukga iyi bir iligki

goriilmektedir (Huang ve ark., 2005; Prior ve ark., 2005).

Flavonoidler

Sar1 renkli olmalarindan dolayi latince flavus sozciigiinden tiiretilerek flavonoid adini
almiglardir. 15 karbonlu 2-fenil benzopiron 2-fenilbenzopiran (difenil propan) yapisi
(C6-C3-Cs) gosterirler (Sekil 2.6) (Kahraman ve ark., 2002). Bu yapilar1 sayesinde
polifenolik bilesikler grubuna dahil edilmislerdir. Dogal olarak bitkilerin yapraklarinda,
kabuklarinda, govdelerinde, c¢iceklerinde ve kdoklerinde bulunurlar (Atlan, 2012).
Flavonoid iskelet yapilarinin farkli olmasina bagh flavon, flavonol, flavonon
biflavonoid kalkon gibi ¢esitleri vardir (Kahraman ve ark., 2002). Flavonoidler baslica
tiztim ¢ekirdeginde (Vitis vinifera) bulunan proantosiyanidinler, turunggillerde (citrus)
bulunan flavanonlar (6rnegin naringenin), sogan (Basaliye allium cepaonionoignon) ve
diger sebzelerde bulunan flavonoller (6rnegin quercetin), yesil ¢ayda (Camellia
sinensis) bulunan katesinler, yaban mersininde (Vaccinium myrtillus) bulunan
antosiyanosidler ve soya fasiilyesinde (Soja phaseolus vulgaris) bulunan isoflavonlerdir
(Ergtizel, 2006).

Sekil 2.6. Flavonoidlerin C4-C5-Cg iskelet yapisi

Flavonoidlerin, bitkide antioksidan, enzim inhibit6rii, 1siktan koruma gibi farkli
gorevleri oldugu gibi (Harborne ve Mabry, 1982) enerjinin doniisiimiine ve biiyiime

hormonlari izerinde de etkisi vardir. Flavonoidlerin solunumu ve fotosentezi diizenleme



ve bulasict hastaliklara karst savunma gibi fonksiyonlar1 da vardir (Smith ve Banks,
1986). Bitkilerde azotun tutulmasimni saglayan bakteriyel genlerin aktiflestirilmesinde
yer aldiklarini gosteren ¢alismalar, flavonoidlerle genler arasinda ¢ok onemli bir bag

oldugunu gostermektedir (Firmin ve ark., 1986; Peters ve ark., 1986).

Flavonoidlerin antioksidan (Bors ve Saran, 1987; Larson, 1988), antimikrobiyal (Pratt
ve Hudson, 1990), antiviral, antiiilserojenik, hipolidemik, hepatoprotektif, (Wagner,
1989; Wagner ve ark., 1991; Hikino ve Kiso, 1988) etkisi, iltihab {iizerine etkisi
(Moroney ve ark., 1988) yapilan calismalarla ortaya c¢ikarilmistir. Flavonoidlerin
(kersetin ve kamferolun) antimutajenetik ve antikarsinojenik fonksiyonlarinin oldugu in
vitro ve in vivo ortamlarda tespit edilmistir (Kato ve ark., 1983; Huang ve ark., 1983;
Verma ve ark., 1988; Deschner ve ark., 1991).

2.3. Kanser

Hiicrelerin kontrolsiiz biiylime ve anormal sekilde yayilimini tanimlamak i¢in igin
kanser terimi kullanilmaktadir (Gedikli, 2013). Kanser, hiicrelerin ¢ogalmasini
(proliferasyonunu), farklilasmasini (differansiyasyonunu) ve olusumunu kontrol eden
genlerin hastaligi sonucunda meydana gelir (Cighidag Diingiil, 2011). Ozellikle kalp
hastaliklarindan sonra ikinci sirada Olime neden olmasindan dolayr patolojik
bozukluklar arasinda en o6nemlilerindendir (Babat, 2014). Cevresel faktorler, diyet,
somatik mutasyonlar ve kalititlan mutasyonlar gibi etkenler kanser olusumuna neden
olmaktadir (Ciglidag Diingiil, 2011).

Diinya' da kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirii olan meme kanseri, kansere bagh
oliimlerde akciger kanserinden sonra ikinci sirada bulunmaktadir (Somunoglu, 2009;
Saip ve ark., 2011). Hayat boyunca yaklasik her 10 kadindan birinin meme kanseri olma
riskinin ve yakalananlarin iigte birinin de hayatlarin1 bu hastaliktan dolay1 kaybetme
risklerinin oldugu bildirilmektedir (Gdlbast ve ark., 2010). Diinya Saglik Orgiitii'ne
bagli TARCnin (International Agency for Research on Cancer Uluslararas1 Kanser
Aragtirmalar1 Ajansi) 2002'de yaptigi degerlendirmede diinyada 1.150.000 yeni tam

konulmus meme kanseri olgusu belirlenmistir.
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Antikanserojen olarak mantarlarin kullanimi

Pleurotus tiirleri, cesitli iilkelerde farkli hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmaktadir
(Cohen ve ark., 2002). Pleurotus spp.’nin fazla miktarda B-glukan ihtiva etmesinden
dolayr tibbi 6zelligi olan bir mantar olarak dikkat ¢ekmektedirler (Kurt, 2008).
Mantardaki B-glukanlar bagisiklik sistemini gii¢lendirerek ve/veya harekete gegirerek,
kanser hiicrelerinin gelisimini engellemekte ve sonugta bagisiklik sistemi hastaliginda,
kanser tedavisinde ve ilag tedavisinden sonra bagisiklik sisteminin yeniden olusumunda

uyarici etki yapmaktadirlar (Daba ve Ezeronye, 2003).

P. ostreatus mantarimin misellerinden elde edilen ii¢c ndtral proteoglikanlarin
immiinomodiilator ve anti-kanser etkeni olarak kullanilabilecegi bu bilesiklerin,
sarkoma-180 denilen kati tiimorlerin gelismesini azalttigi saptanmistir (Sarangi ve ark.,
2006). Bu mantarlarin igeriginde ergothionin denilen aminoasitten yiiksek miktarda
bulundugu ve ergothioninin antioksidant yetenegine sahip oldugu belirtilmistir (Joy

Dubost ve ark., 2007).

Ganoderma lucidum’dan ganoderik asit-A ve B triterpenleri ilk kez Kubato ve ark.
tarafindan izole edilmistir (Kubato, ve ark.,, 1982). G. [lucidum’da, medikal
aktivitelerini, yapisal benzerliklerine ve biyolojik o6zelliklerini gore 150’den fazla
lanostane tipi triterpen, bulunmus ve bu triterpenler farkli 10 grupta toplanarak
toplanarak belirlenmistir. Triterpenler sitotoksik, hepatoprotektiv ve hipolipidemik etki

gosterebilen maddelerdir (Kim ve Kim., 2002).

Antimikrobiyal maddeler

Antimikrobiyal madde, mikroorganizmalarin iremesini engelleyen, oldiiriicii etki yapan
dogal veya sentetik kimyasal maddelerdir. Organizmalar1 6ldiiren maddeler sidal
maddeler olarak tanimlanirken aldig1 6n ek dldiiriilen organizmanin tiirlinii ifade eder.
Bakteriler, funguslar ve viriisleri 6ldiiren maddeler sirasiyla bakteriyosidal, fungusidal
ve virisidal maddeler olarak adlandirilir (Karanki, 2013). Antimikrobiyal maddeler
dezenfeksiyon ve antisepsi yaratmak igin veya enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
ilag (antibiyotik) olarak veya gidalarda koruyucu katki maddesi olarak
kullanilmaktadirlar (Diindar, 2011).
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Antibiyotik olarak mantarlarin kullanimi

Bakteriyologlar ve mikologlar yillar boyunca, mikroorganizmalar: kiiltiirde yetigtirme
calismalar1 sirasinda, Penicillium, Aspergillus ve baska kiif mantarlar1 gibi kiiltiirleri
kirletici organizmalarin, kiiltiir ortaminda komsu olarak gelisen bazi bakterileri ve
mantarlar1 tahrip edip durdurduklarini gézlemlemislerdir. Penicillium notatum (P.
chrysogenum) mantarindan elde edilen penisilin gram negatif ve gram pozitif
bakterilere karsi oldukga etkili kuvvetli bir antibiyotiktir. Penisilin daha sonra
Aspergillus ve Cephalosporium cinsi mantarlarin tiirlerinden de elde edilmistir.
Gilintimiizde, Penicillium chrysogenum isimli bir Penicillium notatum mutantindan elde
edilmektedir (Stimer, 2006).

Actinomyces ve Streptomyces’in bazi formlarinin tirettigi streptomisin isimli maddenin
de kuvvetli atimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bu madde tipta biiyiik
deger tasirmaktadir. Ciinkii penisilinin etkilemedigi bir¢ok organizmay: viicut i¢inde
tahrip etmektedir (Siimer, 2006). Penicillium griseofulvum ve Penicillium nigricans
tarafindan olusturulan griseofulvin isimli antibiyotik sag, deri ve tirnaktaki sadece kiif
mantarlarina karsi etkilidir. Griseofulvin giiniimiizde, Penicillium patulum’dan elde
edilmektedir. Ayrica Khuskia oryzae'de griseofulvin iiretiminde kullanilmaktadir
(Stimer, 2006).

Sefalosporin isimli antibiyotik, Cephalosporium acremonium adli kiif mantar
tarafindan tretilir. Fusidik asit, penisiline direngli olan stafilokok bakteriler tarafindan
sebep olunan hastaliklara karsi kullanilan bir antibiyotiktir. Bu antibiyotik
Cephalosporium tiirleri, Mucor ramannianus ve Fusidium coccineum mantarlarindan
ayiklanarak elde edilmektedir (Stimer, 2006).

Oyetayo ve ark. (2009)’nin yaptiklar1 ¢alismada Dictyophora indusiata mantarinin su
ekstraktinin farkli mikroorganizmalar iizerindeki etkileri arastirilmis ve yiiksek oranda
antimikrobiyal etki gosterdigi ortaya ¢ikarilmigtir. Bir diger caligmada test edilen
Lentinus subnudus ve Lenzites sp. tiirlerinin yine farkli mikroorganizmalarin ¢ogu
tizerinde inhibisyon etki gosterdikleri belirlenmistir (Oyetayo, 2009). Demirhan ve ark.
(2007) bazt makrofunguslarin antimikrobiyal aktiviteleri iizerine bir aragtirma
yapmusglardir. Yapilan ¢alismada Schizophyllum commune’nin etil asetat ¢ozgeninde S.
aureus iizerinde, aseton ¢Ozgeninde ise E. coli iizerinde antimikrobiyal etkisi
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gozlenmistir. Tirkoglu ve ark. (2006), Morchella conica nin etanol ekstraktinin
antimikrobiyal etkisini, gram-pozitif bakteri, gram-negatif bakteri tiirlerine karsi test

etmisler ve antimikrobiyal etki gosterdiklerini tespit etmislerdir.

Yamag¢ ve Bilgili yaptig1 bir ¢alismada farkli on mantar tiiriine ait misellerin
antimikrobiyal aktivitelerini arastirmislar elde ettigi verilerde Clavariadelphus
truncatus ve Trametes versicolor 'un yiiksek antibakteriyal aktiviteye sahip olduklarini

saptamiglardir. (Yamag ve Bilgili, 2006).

Kalyoncu ve ark. (2010) baz1 yabani makromantarin misellerini kullanarak yaptiklari
caligmada, ¢alisilan 21 mantarin ¢ogunun antimikrobiyal etki gostermedigini veya zayif
aktivite gosterdigi belirlemislerdir. En yiliksek antimikrobiyal aktiviteye sahip mantar
tiurti olarak Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst tespit etmisslerdir. G. lucidum'un
calisilan test mikroorganizmalari iizerinde farkli diizeylerde inhibisyon etki gosterdigi
belirlenmistir. Inhibisyon gosterdigi test mikroorganizmalarina etkisi, standart
antibiyotiklerin bazilarina gore daha iyi veya bazilarina yakin boyuttadir (Kalyoncu ve
ark., 2010).

3. TEZIN AMACI

Giiniimiizde mantarlar besin olarak tiiketilmekle birlikte sahip olduklari aktioksidan,
antimikrobiyal ve sitotoksik ozelliklerden dolayr kullanim alanlar1 yayginlagmistir. On
binlerce ¢esidi bulunan mantarlar, protein ve demir bakimindan olduk¢a zengindir ve
bagisiklik sistemini giliglendirerek hastaliklara karsi koruyucu etki yaparlar. Yabani ve
yenilebilir mantarlar saglik igin yenilebildigi gibi igerdigi degisik biyoaktif
bilesenlerden dolay1 da sinerji olusturarak saglikli yasamin devam etmesinde énemli rol
oynamaktadir. Makromantarlar 6nemli bir dogal besin kaynagi olmakla birlikte uzak
dogu kiiltiiriinde halk hekimliginde olduk¢a fazla kullanilmaktadir. Makromantarlarin
tasimis olduklar1 tibbi o6zellikleri lizerine yapilan c¢aligmalar, antitimor ozelligi,
antimikrobiyal etki, antibiyotik etkisi, antioksidan 0&zelligi gibi basliklar altinda
toplanilabilmektedir. Bu nedenlerden dolayi; bu calismada bazi yenilebilen mantar
tiurlerinin Armillaria mellea, Craterellus cornucopioides, Laccaria laccata, Lepista
nuda, Leucoagaricus leucothites ve Lycoperdon molle’nin antioksidan kapasiteleri,
antimikrobiyal ve HepG2 ve MCF-7 hiicrelerine karsi sitotoksik etkileri analiz

edilmistir.
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4. MATERYAL ve METOT

4.1. Kullanilan cihazlar

Tez Calismasinda; Thermo MultiScanGO marka mikroplaka spektrofotometre, Thermal
marka Soxhlet Ekstraktorii, [IKA RV 10 marka Rotary Evaporator, Niive marka Otoklav
ve Etiiv kullamlmustir. ilave olarak Dry Black marka Thermostat, Leica DM IL-Led
marka invert hiicre mikroskobu, Metisafe marka Class 2 Biyogiivenlik kabini, Sanyo
marka CO, inkiibatorii, Sigma marka Santrifiij, Bio-Rad (TC10) marka hiicre sayim

cihaz1 kullanilmistir.

4.2. Kullanilan kimyasallar

Deneylerde kullanilan kimyasallar ise su sekildedir: AppliChem marka DPPH (2,2-
difenil-1-pikril hidraliz); Sigma marka TCA (Trichloro acetic acid), K, Fe(CN),

(Potasyum ferrisiyaniir), FeCI3(Demir (IIT) Kklortir), Sodyum Asetat. Merck marka
Gallik asid, Folin reaktifi, Sodyum karbonat (NaZCO3), Aseton, Hekzan, Metanol,

Mueller Hinton Agar, Mueller Hinton Broth; Lonza marka RPMI-1640, Sodyum piruvat
ve PBS. Lonza marka FBS ve Trypsin.

4.3. Mantar ornekleri

Karadeniz bolgesinin farkli bolgelerinde yetisen ve dogal yasam alanlarindan toplanan
mantar Ornekleri calismada kullanilmistir. Kullanilan mantar 6rnekleri Prof. Dr.
Abdullah KAY A’nin koleksiyonundan temin edilmistir. Calismada kullanilan 6rnekler;
Armillaria mellea, Craterellus cornucopioides, Laccaria laccata, Lepista nuda,
Leucoagaricus leucothites ve Lycoperdon molle Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Kamil Ozdag Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimiinde saklanmaktadir. Mantarlara ait genel
ozellikler asagidaki gibi 6zetlenebilir (Atila, 2013).

4.3.1. Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm.

Sapka, 5-12 cm ¢apinda, genglerde konveks, ileriki asamalarda yarikiireden diizleserek
ortas1 hafifce i¢e ¢cokerek cukurlasir (Sekil 4.1). Rengi sarimsidan koyu kahverengiye
kadar degisir. Uzerinde 6zellikle merkezinde yogunlasan yesilimsi kahverengi pullar
bulunmaktadir. Lameller, gelismenin ilk donemlerinde beyaz, sonra sarimsi,

olgunlaginca pembemsi kahverengiye doner ve iizerinde koyu lekeler bulunur. Sapa
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genisce girinti yaparak birlesir ve kenarlari1 ¢entikli haldedir. Etli kisim, beyazimsi bir
renkte, kalin, sulu, tad1 acimsi1 ve DDT kokusunu andirmaktadir. Sap, 5-15%0,5-1,5 cm
boyutlarinda, silindirik, i¢i dolu, fibrilli, olduk¢a dayanikli, kirmizims: kahverengi
renktedir yuvarlak ve belirgin beyaz annulus bulunmaktadir. Sporlar, 7-9x5,5-6,5 um
boyutlarinda, genis eliptik, diiz, hiyalin, yag damlalidir ve spor tozlar1 krem renklidir.
Armillaria mellea hem genis yaprakli agaclarda, hem de ibrelilerde parazit olarak
yasamaktadir (Moser, 1983). Literatiire gére yenir (Phillips, 1981; Moser, 1983).

Sekil 4. 1. Armillaria mellea'nin bazidiyokarplari (Foto: A. KAYA)

4.3.2. Craterellus cornucopioides (L.) Pers.

Fruktifikasyon organi 6-10x3-7 cm boyutlarinda olup sapka ve sap seklinde belirgin
ayrim yoktur (Sekil 4.2). Genellikle iistte genisleyen bir huni goriiniimiindedir. Huninin
i¢ ylizeyinde kalan iist yiizey siyah veya koyu gri renktedir. Altta kalan himeniyal yiizey
ise genellikle diiz veya bazen kirigik yapida ve gri veya acik gri renklerdedir. Sporlar
10-17x6-11 pm boyutlarinda, elips seklinde ve diiz yiizeylidir. Craterellus
cornucopioides genellikle yayvan yaprakli agaglar altinda tek tek veya gruplar halinde

yetisir. Literatiire gore yenen ve tercih edilen bir mantardir (Pegler ve ark., 1997).
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Sekil 4. 2. Craterellus cornucopioides'in bazidiyokarplari (Foto: Y. UZUN)

4.3.3. Laccaria laccata (Scop) Cooke.

Sapka 2-4 (6) cm capinda, genglerde konveks, olgunlarda diiz ve genellikle orta kisim
basiktir (Sekil 4.3). Islak halde iken portakal, tugla kirmizisi veya kahverengi, kuru iken
ise daha soluk renktedir. Lameller sapka rengine yakin renkte diizensiz ve aralikli olup
sapa dekurrent veya adnexed tarzda baglidir. Sap 5-10%0,6-1 cm boyutlarinda ve yiizeyi
fibrillidir. Sporlar 7-10 um ¢apinda, kiiresel yapida ve yiizeyi dikenli siislerle kaphdir.
Laccaria laccata ¢ogunlukla ormanlik alanlarda ve gruplar halinde yetisir. Kiigiik

Boyutlar1 kii¢iik olmasina ragmen literatiire gore yenir niteliktedir (Arora, 1986).

b :’}.\/

Sekil 4. 3. Laccaria laccata'nin bazidiyokarplari (Foto: A. KAYA)
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4.3.4. Lepista nuda (Bull.: Fr.) Cooke

Sapka, 5-10 cm ¢apinda, genclerde yarim kiire, mantarin gelismesiyle agilarak dalgali
bir goriiniimdedir (Sekil 4.4). Merkezi hafif¢ce ¢cukur halde, yiizeyi diiz yapida ve nemli
iken yapigskandir. Gencken agik mavi, daha sonraki evrelerde, menekse mavi veya
kahverengiye doniisiir. Lameller, leylaktan gri-leylaga kadar degisen renklerde bazen
mavimsi tonlardadir. Sap kismina dogru gentik yaparak genisler ve ¢ok sikidir. Etli
kisim, acik renkte, yumusak, sulu, kenarlarda ince, merkezde kalin ve sapta lifsi 6zellik
gosterir. Tad1 hos ve aromatik bir meyve kokusundadir. Sap, 4-9x1-3 cm boyutlarinda,
silindirik, tabani siskin, i¢i doludur. Sapka renginde ya da daha acik renkli ve boyuna
fibrilli yapidadir. Sporlar, 6,8-7x4-5 um boyutlarinda, eliptik sekilde, dikenli, renksiz,

saydam ve spor tozlar1 pembemsi beyaz renktedir.

Lepista nuda ¢am ormanlarinda, park bahgelerde yol ve patika kenarlarinda, ¢imler
arasinda, yaz sonu veya sonbaharda bol miktarda, nadiren de ilkbahar aylarinda
yetismektedir (Breitenbach ve Kréinzlin, 1991). Literatiire gore yenir (Moser, 1983;
Breitenbach ve Krénzlin, 1991; Gerhardt, 1997). Bolu ydresinde “mavi cincile”, “biiyilik

cincile”, olarak (Oder, 1972) adlandirilir. Manisa ydresinde isim verilmeksizin tanmnip

yenir (Giicin ve Oner, 1982).

Sekil 4. 4. Lepista nuda'nin bazidiyokarplar1 (Foto: A. KAYA)
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4.3.5. Leucoagaricus leucothites (Vittad.) Wasser

Sapka, 4-6 cm c¢apinda, gencglerde silindirik ¢an seklinde, gelisme ilerleyince konik
konveksten semsiye seklini alir (Sekil 4.5). Ortasi siskin, gencken sapka merkezinde
ince kiiciik tiiyler bulunur, gelisme ilerleyince yiizey diizgilinlesir. Baslarda beyazimsi
renkte, gelisme ilerleyince merkezi kisim daha koyulasarak sarimsi kahverengi veya
pembemsi kahverengiye doner, kenarlar ise kirli krem rengindedir. Lameller, baslarda
gri krem renktedir, gelisme ilerleyince krem beyazdan pembe veya gri pembeye doner
ve sapa birlegsmezler. Etli kisim, beyaz renkte, sapka merkezinde kalin, kenarlara dogru
incelmektedir. Tad1 ve kokusu belirgin degildir. Sap, 5-8(10)x1-2 cm boyutlarinda,
silindirik, tabaninda kii¢iik yumru seklinde siskinlik bulunur. i¢i bos, krem beyaz
renktedir, yiizeyi diiz ve beyaz renkte annulus bulunur. Sporlar 7,5-10,5%4,5-6,5 um
boyutlarinda, eliptik sekilde, diiz, hiyalin, dextrinoid, kalin duvarlidir ve spor tozlar

krem renklidir.

Leucoagaricus leucothites parklarda, ¢ayirlarda, bahge kenarlarinda, tek tek veya toplu

halde yaz aylarinda yetismektedir (Moser, 1983; Breitenbach ve Krénzlin, 1991,
Gerhardt, 1997). Literatire gore yenmektedir (Moser, 1983; Dahncke, 1993;
Breitenbach ve Krinzlin 1991, Gerhardt 1997).

Sekil 4. 5. Leucoagaricus leucothites'in bazidiyokarplari (Foto: Y. UZUN)
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4.3.6. Lycoperdon molle Pers.: Pers.

Fruktifikasyon organi 20-40 mm ¢apinda ve armut veya topac seklinde, dis yiizeyi
beyazimsi veya krem zemin fiizerine, kisa, basit, yumusak ve gri kahverengi renkte
dikenlerle kaplidir. Bazen bu dikenlerin birkaginin uglarinin birlesmesiyle piramidal
gortiniimli yapilar olusur (Sekil 4.6). Mantarin olgunlasmasiyla fruktifikasyonun f{ist
orta kisminda meydana gelen parcalanma ile diizensiz yapili bir agiklik olusur ve spor
kiitlesi toz halinde buradan atilir. Etli kisim genclerde beyaz ve siingerimsi yapida olup,
mantarin geligim siirecinde Once sararir sonra da kahverengiye doner. Tad1 ve kokusu
belirgin degildir. Sporlar 4,5-6 pm boyutlarinda, kiiresel yapida ve yiizeyi sigillidir.

Lycoperdon molle konifer ormanlarinda veya yayvan yaprakli agaglarin olusturdugu

ormanlarda yetisir (Breitenbach ve Krinzlin, 1986). Etinin beyaz oldugu evrede

yenebilir 6zelliktedir (Buczacki, 1992).

Sekil 4. 6. Lycoperdon molle'nin bazidiyokarplari (Foto: Y. UZUN)

4.4. Mantar ekstrelerinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan mantar 6rnekleri: Armillaria mellea, Craterellus cornucopioides,
Laccaria laccata, Lepista nuda, Leucagaricus leucothites ve Lycoperdon molle
Karamanoglu Mehmetbey Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Botanik
Anabilim dali mantar koleksiyonundan sorumlu &gretim tiyesi Prof. Dr. Abdullah
KAYA tarafindan temin edilmistir. Mantarlarin sitotoksik, antioksidan ve
antimikrobiyal etkilerinin incelenmesi amaciyla su ve metanol ekstreleri hazirlanmistir.

Bunun i¢in mantar Ornekleri ilk O6nce havanda sivi azot kullanilarak toz haline
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getirilmistir. Her mantar 10 g olacak sekilde tartilip, 300 mL distile su veya 300 mL
metanol igerisinde soxhlet ekstraksiyon (Sekil 4.7a) cihazinda ekstraksiyona tabi
edilmistir. Ekstreler rotary evapotor cihazinda konsantre edilip (Sekil 4.7b) liyofilizator
ile kurutularak toz haline getirilmis, caligmalarda kullanilmak {izere +4°C de

saklanmistir.

Sekil 4. 7. Soxhlet Ekstraktorii (a), Rotary Evaporator (b)

4.5. Biyoaktif iceriklerin belirlenmesi

4.5.1. Toplam fenolik icerigi Folin-Ciocalteu yontemiyle belirlenmesi

Bu yontem; Slinkard ve Singleton tarafindan antioksidanlarin toplam fenol miktarini
belirlemek amaciyla gelistirilmistir. Yontem suda ve diger organik ¢oziiciilerde
¢Oziinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks
olusturmasi temeline dayanir (Slinkard ve Singleton, 1977). Bu yontemde kullanilan
CuSO, (bakir(IT) siilfat), alkali ortamda protein veya antioksidanlarla kompleks yapar.
Folin fenol reaktifi (fosfomolibdik fosfotungstik asit) eklendiginde ise folin reaktifi
proteinlere baglanir. Protein veya antioksidanla Cu(II)’nin reaksiyonundan agiga ¢ikan
Cu(l), molibdatotungstat ayiracini mavi renge indirger (Dagdelen, 2010). Reaksiyon

tamamlaninca 750 nm’de 6rnek absorbanslari 6l¢iiliir (Somogy1 ve ark., 2007).

Makromantar ekstrelerindeki toplam fenolik madde miktar1 Singleton ve Rossi
(1965)’nin kullandig1 yonteme gore belirlenmistir. Yontemde standart olarak gallik asit
(0,02-0,05-0,10-0,20-0,50-0,75-1,00 mM) kullanilmistir. 10 mg/mL konsantrasyondaki
mantar ekstresi ve standartlardan (0,02-1,00 mM) 20 pL mikro plaka kuyucuklarina
koyulmustur. Uzerlerine 20 pL Folin reaktifi (2N) eklenmis ve pipetajlama ile
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karistirilan 6rnekler karanlikta 3 dk inkiibe edilmistir. Sonra tizerlerine 20 pL %35°lik
(w/v) sodyum karbonat ve 140 pL dH,O eklenerek 10 dk karanlik ortamda
bekletilmistir. 725 nm’de kor tiipline kars1 absorbans degerleri okunmus, gallik asit ile
olusturulmus standart kalibrasyon egrisi kullanilarak her 1 mg ekstre i¢inde bulunan

toplam fenolik igcerik miktarlart hesaplanmistir.

4.5.2. Toplam flavonoid icerigi

Bitkilerde bulunan flavonoidler bitki sekonder metaboliti olan ve antioksidan kapasiteye
katki saglayan onemli bilesiklerdendir. Flavonoid tayini bitkisel ekstraktlarin toplam
flavonoid madde igerigini ortaya ¢ikarmaktadir. Kullanilan bu yontem, flavonoid
aliminyum kompleksinin olusumu esasina dayanmaktadir ve bu kompleks 415 nm’de

spektrofotometrede maksimum absorbansa sahiptir (Arkan, 2011).

Barros ve arkadaslarinin (2008) yontemine gore mantarlarin saf su ve metanol ekstreler1
icerisindeki toplam flavonoid miktarlari belirlenmistir. Yonteme gore 50 pL mantar
ekstreleri (10 mg/mL) mikroplaka kuyucuklarina konulmustur. Uzerlerine sirasiyla 215
uL %80’lik (v/v) etanol, 5 uL AINOsz (%10 w/v) ve 5 uL potasyum asetat (1M)
eklenmigtir. 40 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra spektrofotometrede 415 nm
dalga boyunda absorbans degerleri kor tiipline kars1 okunmus, toplam flavanoid igerigi
1 mg ekstre icerisindeki flavanoid miktar1 olarak asagidaki formiile gore hesaplanmistir
(Pal ve ark., 2010).

Toplam Flavonoid igerigi (ug/mg ekstre)= (A415+ 0,01089) / 0,002108

4.5.3. p-Karoten ve Likopen igerigi

B-Karoten-linoleik asit test sistemi, yiiksek sicaklikta linoleik asit oksidasyonundan
kaynaklanan konjuge dien hidroperoksitlerin inhibisyonunun dl¢iilmesine ve B-Karoten
molekiiliinde renk agilmasi esasma dayanir (Arkan, 2011). Olgiimler sonucunda linoleik
asidin oksidayonunu inhibe etme oranmin yiiksek olmasi bu numunenin gii¢lii bir

antioksidan kapasitesi oldugunu gosterir (Apak ve ark., 2007).

Mantarlarin metanol ve saf su ekstrelerinin i¢inde bulunan B karoten ve likopen
miktarlarinin belirlenmesi igin, 1mL ekstre, 1 mL aseton:hekzan (4:6) ile karistirilip

vortekslendikten sonra filtre yardimu ile siiziilmiistiir. Sonra 453, 505 ve 663 nm dalga
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boylarindaki absorbans degerleri kullanilarak B karoten ve likopen miktarlar1 asagida

yer alan formiile gore hesaplanmistir (Pal ve ark., 2010).

B-karoten igerigi (mg/100 mg) = 0,216 Agsz— 0,304 Asgs+ 0,452 Ayss
Likopen icerigi (mg/100 mg) = -0,0458 Agsz + 0,372 Asps — 0,0806 Asss

4.6. Antioksidan aktivitesi tayin yontemleri

Orneklerin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi igin DPPH radikali yakalama

aktivitesi ve indirgeme giicii aktivitesi yontemleri kullanilmistir.

4.6.1. DPPH serbest radikal yakalama aktivitelerinin belirlenmesi

Bu yontem ilk kez Blois (1958), tarafindan 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH) (Sekil
4.8) radikallerinin antioksidan molekiillerin tayininde kullanilabileceginin dnerilmesi ile
ortaya ¢cikmistir. Antioksidan aktivite dl¢iimlerinin ¢ogaldigi yillarda Brand-Williams

ve arkadaglar1 yontemi gelistirmis ve pek ¢ok arastirici tarafindan referans olarak kabul

edilmistir (Metin, 2012).
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Sekil 4. 8. DPPH radikalinin kimyasal yapisi

Yontemde antioksidan kapasitesi belirlenecek maddelere DPPH ¢ozeltisi ilave edilir.
DPPH antioksidan madde ile reaksiyona girdigi zaman indirgenerek koyu menekse
olan rengi sar1 renkli difenilpikrilhidrazine (Sekil 4.9) donlismekte ve bu renk degisimi
517 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenebilmektedir (Molyneux, 2004). Sonugta
ICs0 ad1 verilen ve ekstrakin DPPH radikalinin yarisini siipiirebildigi konsantrasyon
belirlenir. Bu ICsp degeri ekstraklarin serbest radikal siipiirme etkinligini verir. 1Csg

degerinin diisiik olmas1 antioksidan kapasitenin oldukca giiclii oldugunu anlamina gelir
(Arkan, 2011).
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Sekil 4.9. Difenilpikrilhidrazil (DPPH) radikali

Mantar ekstrelerinin antioksidan aktivitesi DPPH radikalini yakalama kabiliyetine
dayanilarak Olgiilmistiir. DPPH serbest radikal giderme Blois metoduna (1958) gore
yapilmistir. Mantar ekstrelerinin serbest radikal (DPPH:2,2-difenil-1-pikril hidrazil)
giderme aktivitesinin 6l¢timiinde standart olarak gallik asit (0,005-0,01-0,02-0,04-0,06-
0,08-0,1-0,2 mM) ve degisik konsantrasyonlarda mantar ekstreleri (0,25- 0,5- 0,75,- 1-
2- 4- 5- 7- 10 mg/mL) hazirlanmistir. Yonteme gore mantar ekstreleri ve standartlardan,
her bir mikro plaka kuyucuguna 20 pL koyulmus ve tizerlerine 180 uL DPPH (metanol
icerisinde 0,06 mM) eklenmistir. Karanlik ortamda 60 dk bekletildikten sonra 517
nm’de absorbans degerleri Olciilerek DPPH radikalinin indirgenmesi belirlenmistir.
Serbest radikal yakalama aktiviteleri asagida bulunan formiille gore hesaplanmuistir.
DPPH radikal yakalama aktivitesi her oOrnek i¢in ECsy degerleri hesaplanarak
karsilastirilmistir (Tiirkoglu ve ark., 2007).

DPPH’in absorbans degeri — Ekstrenin absorbans degeri

Radikal yakal ktivitesi (%) = 100 X
adikal yakalama aktivitesi (%) 00 DPPH’in absorbans degeri

4.6.2. indirgeme giicii aktivitesi

Bu yontemde antioksidan maddenin indirgeme giiciine bagli olarak antioksidan aktivite
belirlenir. Serbest radikalleri yakalama aktivitesi esasina dayanan yontemlerden biri
olan indirgeme potansiyeli metodunda yiiksek absorbans, yiliksek indirgeme
potansiyelini gostermektedir. Potasyum ferrisiyanid [K3Fe(CN)g] igerisindeki Fe(III)
iyonlarinin antioksidan reaksiyon sistemi icersinde Fe(Il) iyonlarina indirgenmesi ile

antioksidan aktivite belirlenir (Mathew ve Abraham, 2006 ).

Antioksidan aktivite belirleme yontemlerinden biri olan indirgeme giicti Oyaizu metodu
kullanilarak belirlenmistir (Yen ve Chen, 1995). Mantar ekstrelerinin total indirgeme
giiciiniin  belirlenmesinde standart olarak gallik asit kullanilmistir. Degisik

konsantrasyonlarda (0,05- 0,1- 0,2- 0,4- 0,8- 1 mM) gallik asit ve mantar ekstreleri (1-2-
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4-6-8-10-20-40 mg/mL) hazirlanmis, 50 pL mikro plaka kuyucuklarina konulmustur.
Uzerlerine 75 pL fosfat tamponu (0,2 M pH:6:6) ve 75 puL KsFe(CN)s (%1 w/v)
cozeltileri ilave edilmis ve vortekslenmistir. Ardindan 20 dakika 50°C’lik inkiibe edilen
orneklerin tizerine 75 pL trikloroasetik asit (%10 w/v) ¢ozeltisi eklenmis ve 10 dakika
1000 g’de sanrifijjlenmistir. Santrifiijlenen karisimdan 75 pL alinip bagka bir mikro
plakaya konulmustur ve {izerine 75 pL distile su ve 15 pL FeCls (0,1% w/v) ¢ozeltisi
eklenerek pipetejlama yapilmistir. Ardindan spektrometrede 700 nm’de kore karsi
absorbanslar1 okunmus ve indirgeme giicii aktivitesi hesaplanmistir. Kor i¢in mikro
plaka kuyucuklara sadece distile su ve kontrol i¢in ise numune yerine su kullanilmistir

(Karamac ve ark., 2002).

4.7. Mantarlarm antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi

4.7.1. Calismada kullanilan mikroorganizmalar

Antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda kullanilan test mikroorganizmalar1 Karamanoglu
Mehmetbey Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Temel ve Endiistriyel
Mikrobiyoloji Anabilim dali kiiltir kolleksiyonundan Yrd. Dog. Dr. Aytag KOCABAS
tarafindan temin edilmistir. Bu mikroorganizmalar Bacillus subtilis, Enterococcus
faecalis, Bacillus licheniformis, Agrobacterium tumefaciens, Escherichia coli 0157:H7
ATCC 43895, Staphylococcus aureus ATCC 2921 suslaridir.

4.7.2. Antimikrobiyal aktivite belirlenme yontemleri

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi amaciyla farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemlerden disk difiizyon metodu (DDM) ve minimum inhibisyon konsantrasyonu

(MIK) belirlenmesi en ¢ok kullanilan iki yontemdir.

Mikroorganizmalarin kiiltiire edilmesi ve disk difiizyon yontemi ile inhibisyon zonu
belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi amaciyla kullanilan en yaygm yontem disk
diflizyon metodudur (Karanki, 2013). Bu yontemde bakteriler kat1 besiyerine ekilir ve
istenilen konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerin emdirildigi kagit diskler ve standart
antibiyotikler besiyerine yerlestirilir. Bellirli bir siire ve sicaklikta inkiibasyondan sonra
besiyerlerinde olusan inhibisyon zon ¢aplar1 dlgiilerek karsilastirma yapilir. Bu yontem
patojenlerde antibiyotik hassasiyetini test etmek icin olduk¢a sik kullanilan bir

yontemdir (Tekerlek, 2013).
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Calismada kullanilan alt1 adet test bakterisi (Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis,
Bacillus licheniformis, Agrobacterium tumefaciens, Escherichia coli 0157:H7 ATCC
43895, Staphylococcus aureus ATCC 2921) Mueller Hinton Broth (MHB) siv1 besiyeri
ortaminda c¢alkalayicili inkiibatorde bir gece inkiibe edilmistir. Test edilen
mikroorganizmalardan B. subtilis, B. licheniformis ve S. aureus ATCC 2921, E. faecalis
gram pozitif bakteri iken E. coli 0157:H7 ATCC 43895 ve A. tumefaciens gram negatif
bakteridir. Sivi kiiltiirde inkiibasyon ile ¢ogaltilan mikroorganizmalarin yogunluklar
05 Mc Farland (1.5x10® CFU/mL) standardina esit olacak sekilde ayarlanarak
antibiyogramlarin yapilacagi Mueller Hinton Agar besi yerlerine 100 pL. yayma ekim
yontemiyle ekimleri yapilmistir. Disk difiizyon yontemi i¢in mantar ekstratlart 200
mg/mL olarak stok hazirlanmistir. Disklere hazirlanan mantar ekstraktlarindan 20 pL
olacak sekilde emdirilmis ve petri plaklari {izerine yerlestirilmistir. Standart antibiyotik
olarak gentamisin kullanilmistir. Daha sonra petri plaklari antimikrobiyal etkilerin
incelenebilmesi igin A. tumefaciens (28°C) ve diger mikroorganizmalar (35°C) bir gece
boyunca inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda disklerin g¢evresinde meydana gelen
inhibisyon zonlari cetvel yardimiyla mm olarak olgtilmistiir. Elde edilen sonuglar

antimikrobiyal etkinlikleri bakimindan karsilastirilmistir.

Minimum inhibasyon konsantrasyonu belirleme yontemi hazirlanmasi ve ekimi

Farkli konsantrasyonlarda test edilen antimikrobiyal maddelerin, mikrobiyal gelisimi
tamamen durdurdufu veya engelledigi en diisiik derisim Minimum Inhibisyon

Konsantrasyonu (MIK) olarak ifade edilmektedir.

MIK degerlerini belirlemek amaciyla sivi besiyerlerinde veya kati besiyerlerinde
antimikrobiyal etkisi olan bilesiklerin seyreltik olarak belirli oranlarda eklenmesiyle
hazirlanan besi ortamlar1 kullanilmaktadir. Bir antimikrobiyal madde i¢in MIK degeri
mikroorganizma, inkiibasyon sicakligi ve inokulum miktar1 gibi analiz kosullarina bagh

olarak farklilik gosterebilir (Tekerlek, 2013).

Mantar drneklerinin gesitli mikroorganizmalar iizerine MIK degerlerinin belirlenmesi
icin ¢alisilacak konsantrasyonlarin iki kat1 o6rnek hazirlanmigtir. Optimizasyon
calismasinda belirlenen araliklardan dolayr bazi mantar ekstreleri igin farkli seyretme

konsantrasyonlart kullanilmistir. Lepista nuda'nin su ekstresi (100-200-250-300-375-
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750 mg/mL) konsantrasyonlarinda, diger ekstreler (50-100-140-200-400 mg/mL)

araliginda test edilmistir.

Sivi besiyerine bir gece dnceden ekilen mikroorganizmalar 0,5 Mc Farland (1.5x10°
CFU/mL) standardma esitlendikten sonra (1.5x10* CFU/mL) olarak seyreltilmistir.
Mikro plaka kuyucuklarina 100 pL mikroorganizma, 100 pL ekstre, 100 uL
mikroorganizma, 100 pL steril sivi besiyeri, 200 pL steril sivi besiyeri olacak sekilde
yikleme yapilmigtir. Mikro plakanin {izeri kapatilarak her mikroorganizma kendi
biiylime sicakliginda bir gece etiivde inkiibe edilmis ve siire sonunda spektofotometrede
660 nm’de absorbans olciilmiistiir. Ayrica, MIK degerini belirlemede daha hassas bir
yontem olan yayma ekim denemesi i¢in her mikro plaka kuyucugu nutrient broth kati
besiyerine 50 pL mikroorganizma ekim yapilmis, A. tumefaciens 28°C ve diger
mikroorganizmalar 35°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Siire sonunda her petri ayr1 ayri
degerlendirip goriintiime cihazinda gorintiilenmistir. Ardindan, mikro plakaya 75 uL
kristal violet (% 0,1 seyreltilen) eklenmis, 5 dk inkiibasyonun ardindan 595 nm’de

absorbans degerleri okunmustur.

4.8. Mantarlarin sitotoksik etkisinin belirlenmesi

4.8.1. Hiicre kiiltiirii cahismalar:

L. nuda, L. molle, C. cornucopioides, L. leucothites, L. laccata, A. mellea mantarlar1 ile
hazirlanmig su ve metanol ekstrelerinin sitotoksik etkilerini incelemek igin karaciger
kanser hiicre hatt1 HepG2 ve meme kanser hiicre hattt MCF-7 kullanilmistir. HepG2 ve
MCF-7 hiicreleri Prof. Dr. Tiilin GURAY"n koleksiyonundan saglanmistir.

Hiicrelerin biiylimesi i¢in biiyiime ortami (RPMI) su banyosu i¢inde 37°C'ye kadar
1sitildiktan sonra dondurma tiipiindeki hiicreler (MCF-7 ve HepG2) (Sekil 4.10 ve Sekil
4.11) T-75 igerisindeki bu ortama eklenmis ve 37°C'de % 5 CO; inkiibatoriinde (Sanyo,
ABD) biiylimeye birakilmistir. Bir giin sonra PBS ile yikanan hiicreler tripsinizasyon ile
kaldirildiktan sonra yeni bir T-75 flaska aktarilmistir.
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Sekil 4.10. MCF-7 hiicrelerinin mikroskopik goriintiisii (Faz kontrast, 10X): Ekimden 2 giin
sonraki goriintii (a), ekimden 4 giin sonraki goriintii (b), ekimden 6 giin sonraki
goriintii (c), ekimden 8 giin sonraki goriintii (d)

Sekil 4.11. HepG2 hiicrelerinin mikroskopik goriintiisii (Faz kontrast, 10X): Ekimden 2 giin
sonraki goriintii (a), ekimden 4 giin sonraki goriintii (b), ekimden 6 giin sonraki
goriintii (c), ekimden 8 giin sonraki gériintii (d)

Biiyiime ortamindaki hiicreler % 80-90 doygunluga ulasinca pasajlanmistir. Bu amagla
flasklarin igerisindeki besiyeri pipetle alinarak steril fostat tampon soliisyonu (PBS) (25
cm?® i¢in 5 mL) ile yikanmus, ardindan PBS pipetle uzaklastirilmustir. Hiicrelerin
yapistiklart alandan kaldirilmasi i¢in 3 mL tripsin soliisyonu ilave edilerek inkiibatorde

10 dk bekletilmis, tripsinin aktivitesini durdurmak i¢in tripsinin 2 kati medium flaska
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eklenmistir. Pasajlanan hiicreler 37°C’de %5 CO, ortaminda tekrar biiyiimeye

burakilmistir.

Bu amagla, PBS ile yikanan hiicreler tripsin ile ylizeyden kaldirildiktan sonra 15 mL’lik
falkon tiiplere alinmistir. 300g’de 5 dk santrifiij edilen hiicrelerin {izerine freezing
medium (dimetil siilfoksit (DMSO) /RPMI (1/9 (v/v)) eklenerek dondurma tiiplerinde
esit boliimlere ayrilmistir. Tiipler MrFrosty™ (Sigma, ABD) igine yerlestirilerek -80°C
derin dondurucuda 1 gece bekletilmis, ardindan sivi azot tankinda gerektiginde

kullanilmak iizere saklanmustir.

Sitotoksiste deneylerinde kullanilacak hiicrelerin sayimi i¢in 15 pL hiicre siispansiyonu
esit hacimde tripan mavisi ile karigtirildiktan sonra hiicre sayim cihazinin (TC10,
BioRad, Almanya) slaytlarina yiliklenmigstir. Slaytlara yiiklenen hiicrelerin sayis1 (canl
ve Olii) belirlenerek esit sayida hiicre kullanilmak suretiyle sitotoksiste deneylerine

gecilmistir.

4.8.2. XTT sitotoksisite testi

Mantar ekstrelerinin HepG2 ve MCF-7 hiicreleri lizerine sitotoksisite testleri in vitro
XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide)
(Sekil 4.12) hiicre sitotoksisite kiti (Biological Industries, Israil) kullanilarak

belirlenmistir.

Buna gore MCF-7 ve HepG2 hiicreleri; L-Glutamin, 25 mM HEPES, %10 Fetal Bovin
Serum (FBS) ve %0,2 Gentamisin siilfat iceren RPMI 1640 ortaminda Kkiiltiire
alinmistir. Hiicrelerin biiyiitiilmesi %95 nem ve %5 CO; igeren 37°C’deki inkiibatorde
(Sanyo MCO 17AIC, USA) %90 doluluga (confluency) ulasana kadar siirdiiriilmiistiir.
Bu agamadan sonra 2 mL %0,05 trypsin/EDTA soliisyonu ile 5 dk boyunca kaldirilan
hiicreler tekrar bliylime ortamlarina alinmis ve tripan mavisi ile boyanan hiicreler, hiicre
saymm cihazinda (TC-10, Bio-RAD, Almanya) sayilarak ve hiicre yogunlugu 1x10*°
hiicre/mL olacak sekilde ayarlanmistir. Ardindan steril 96’lik kiiltiir plakalarina 50 pL
olarak ekilen hiicrelerin {izerine ayn1 miktarda fakat degisik konsantrasyonlarda (1, 2, 4,
8 mg/mL) mantar ekstreleri eklenerek CO, inkiibatorii icerisinde 48 saat bekletilmistir.
Kontrol grubu olarak da 50 uL. medium + %0,2'lik DMSO kontrol kullanilmistir (Sekil

4.13). Mantar ekstrelerinin sitotoksik etkileri, XTT hiicre prolifersayon kitiyle iireticinin
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protokoliine uygun olarak belirlenmistir. Bunun i¢in 24 saat siireyle mantar ekstreleriyle
inkiibe edilen hiicreler tizerine 100 uL XTT (Cell Proliferation Assay Kit) eklenmis ve
37°C, % 5 CO, ortam sartlarinda 8 saat inkiibe edildimistir. Bu siire sonunda 450 nm
dalga boyunda absorbanslar1 mikroplaka okuyucusu ile (Multiscan GO, Thermo

Scientific, ABD) 6l¢iilmiis ve ECsy degerleri hesaplanmustir.

MeO
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MeQ NO

NO
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dehydrogenase
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Sekil 4.12. XTT ’nin enzimatik déniisiim reaksiyonu

Medium+ornek Medium+ornek+ hiicre
i

8mg/mlornek
4mg/ml 6rnek
2mg/mlornek

1mg/ml drnek

Medium kontrol 0,2 % DMSO+medium kontrol

Sekil 4.13. 96'ik mikro plaka icerisinde gergeklestirilen XTT deneyinin organizasyonu: IKi
siitun hiicresiz, ii¢ siitlin HepG2 hiicreleri ile inkiibe edilmistir. Her bir satirda,
yukarida belirtildigi gibi farkli konsantrasyonda ekstreler uygulanmustir. Kontrol
grubu olarak % 0,2 DMSO kontrol kullanilmistir.

4.9. HPLC (Yiiksek basin¢h sivi kromatografisi) yontemi ile fenolik madde tayini

Mantar ekstreleri icerisinde bulunan fenolik bilesenlerin analizi HPLC sistemi
(Shimadzu LC-20AD system, Japonya) yardimiyla gerceklestirilmistir. Bu amagla
kullanilan cihazin bilesenleri; DGU-20A5 degasser, SIL-20AHT oto-6rnekleyici, SPD-

M20A UV-Vis photodiode array dedektor, CTO-20A kolon firini, Agilent Zorbax SB-
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C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) HPLC kolonudur. Veriler LC Solution programi
(Shimadzu, Japonya) kullanilarak analiz edilmistir.

Mobil faz olarak; (A) %0,1 (v/v) formik asit ve (B) asetonitril karisimlar1 gradient
olarak kullanilmistir. Gradient eliisyon kosullar1 su sekildedir: Baslangi¢ %20 B; 0-10
dk %20-%30B; 10-40 dk %30-%40 B; 40-60 dk %40-%560 B; 60-80 dk %60-%80 B;
ve son olarak, 90 dk from %80-%20 B. Akis hizt 1 mL/dk olacak sekilde ayarlanmis,
kolon sicakligi 30°C’ye sabitlenmistir. Yiikleme oncesi biitiin 6rnekler 0,45um filtreden
(Millipore, Milford, MA) gegirilmis ve 20 pL olacak sekilde sisteme enjekte edilmistir.
Konsantrasyonlar1 bilinen standartlar kullanilarak ekstreler igerisindeki fenolik
bilesikler belirlenmistir. Her bir 6rnek i¢in (Standart veya 6rnek) en az ii¢ uygulama

gerceklestirilmis ve 6rnek absorbanslart 271 nm, 280 nm ve 309 nm’de takip edilmistir.
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5. BULGULAR
5.1. Soxhlet cihazi ile gergeklestirilen ekstraksiyonun verimi

On gram mantar 6rnegi kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon islemi su ve metanol
¢oziiciileri kullanilarak gergeklestirilmis, ardindan rotary evaporator ile yogunlastirilmig
ekstreler, liyafilizator ile toz haline getirilmistir. Elde edilen tozlar tartilarak
ekstraksiyon verimi her mantar 6rnegi i¢in hesaplanmistir. Sonuglara gore metanol ile
ortalama verim %25 civarindayken su kullanilarak yapilan ekstraksiyon isleminde
verim %35 olarak bulunmustur (Cizelge 5.1). Bu sonuglar suyun c¢oziiciliigliniin

metanole gore daha fazla oldugunu gostermektedir (p=0,158).

Cizelge 5.1. Mantarlarin ekstraksiyon isleminden sonra elden edilen miktarlart

Metanol Ekstreleri Su Ekstreleri
Baglangig | Ekstre % verim | Baslangi¢ | Ekstre | % verim
miktar1 miktar1 miktar1 miktar1
L. nuda 3,20 g % 32 5259 | %525
L. laccata 1659 % 16,5 2,10 | %21
L. leucothites 3,10 g % 31 5429 | % 54,2
10¢g 109
A. mellea 3,284 % 32,8 3409 | % 34
L. molle 1,60¢g % 16 2,03g | % 20,3
C. cornucopioides 2,26 ¢ % 22,6 3,159 | % 31,5

5.2. DPPH iizerinden serbest radikal yakalama etkileri

Antioksidan maddelerin radikal giderme aktivitelerini tayin etmekte en ¢ok kullanilan
bilesiklerden biri  DPPH  (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)’dir. DPPH radikalinin
indirgenmeden oOnce rengi koyu morken antioksidan maddeler tarafindan
indirgendiginde rengi agilarak acik sarimsi renge donmektedir (Sekil 5.1). Bu olay
DPPHe radikalinin indirgenerek difenil-pikrilhidrazine doniistigiiniin gostergesidir
(Ozeng, 2011).
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NO, NO;
Ple
1: Difenilptkrilhidrazil (serbest radikal) 2: Difenipikrilhidrazin (radikal degil)

Sekil 5.1. DPPH radikalinin difenil-pikrilhidrazine doniisiimii

Bu yontemde antioksidan ozellik arttikca DPPH yakalama etkinliginin de yiikseldigi
goriilmektedir (Sekil 5.2). Bu deneyde kullanilan standart antioksidan; gallik asit ¢ok
yiiksek oranda antioksidan EC5,=0,018 mg/mL tasimaktadir.

GALLIK ASIT

-
1
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yakalama aktivitesi (%)
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Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 5.2. DPPH radikal yakalama aktivitesi gallik asit kalibrasyon egrisi

Test edilen mantar ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin serbest radikal olan DPPH’i
indirgeme aktivitelerine bakildiginda, her ekstre igin konsantrasyon orani arttikga
aktivite oraninin da yiikseldigi gézlemlenmistir (Sekil 5.3 ve Sekil 5.4). Test edilen alt1
mantar tiiriiniin su ve metanol ekstrelerinin DPPH yakalama aktiviteleri kiyaslandiginda
en yiksek oram1 (%93,71) L. molle tirinin metanol ekstresi 10 mg/mL'lik
konsantrasyonunda gostermistir. Mantarlarin su ektreleri i¢inde en yiiksek aktiviteyi
(%82,30) 10 mg/mL’lik konsantrasyonla A. mellea, yine ayni konsantrasyonda en diisiik
aktiviteyi (%42,11) de C. cornucopioides gostermistir. Mantarlarin metanol ektsreleri

icinde 10 mg/mL’lik konsantrasyonda en yiiksek aktiviteyi % 93,71 baskilama degeri
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ile L. molle gosteririrken yine ayni konsantrasyonda en diisiik en disik DPPH
aktivitesini (% 56.06) ile L. laccata gostermistir.

Alti mantar tiriinin metanol ve su ekstrelerinin ¢alismada kullanilan tiim
konsantrasyonlar1 i¢cin DPPH radikallerinin inhibisyon etkileri hesaba katilarak ECsg
degerleri hesaplanmigtir. Bu verilere gore su L. nuda (ECsp: 5,35 mg/mL) ve metanol L.
molle (ECso: 1,39 mg/mL) ekstreleri DPPH yakalama aktivitesi en yiiksek olan tiirlerdir.
En disik DPPH yakalama aktivitesini su ekstresinde C. cornucopioides (ECso: 12,01
mg/mL), metanol ekstresinde L. laccata (ECso: 9,26 mg/mL) gostermistir (Cizelge 5.2).

Calisilan mantarlar ECsy degerleri baz alinarak karsilastirildiginda bazi tiirlerin fakli
konsantrayonlarinda biiyiikk farkliliklarin  gézlenmistir C. cornucopioides’in  su
ekstresinin ECsp degeri 12,01 mg/mL iken metanol ekstresinin ECsy degeri 5,26
mg/mL’dir. L. molle'nin metanol ekstresi 1,39 mg/mL’lik ECsy degeri gosterirken su
ekstresi 8,91 mg/mL’lik deger gostermistir. DPPH t{izerinden serbest radikal yakalama
etkilerini inceledigimiz mantarlarin su ve metanol ektrelerinde farkli sonuglar
gbézlenmistir. Bu durum tiirlerin  kullanilan c¢oziiciilere gore, ¢6zlinen madde
miktarlariin ya da c¢oziinen madde cesitlerinin farkli olmasindan kaynaklaniyor

olabilir.

Cizelge 5.2. Mantarlardan elde edilen su ve metanol ekstrelerinin DPPH serbest radikal
yakalama aktiviteleri (ECs, degerleri)

| nuda Su 5,35 483 - 593
Met 1,83 1,64-2,05
| aconta Su 6,59 5,50 - 7,89
Met 9,26 8,10 - 10,60
L. leucothites Su 10,34 9.25-11,55
Met 8,69 774-9.76
Su 6,84 5,99 - 7,81
A. mellea Met 421 3,51-5,05
Su 8,91 7.96 - 9,97
L. molle Met 1,39 116-167
o Su 12,01 10,29 - 14,01
C. cornucopiolaes Met 5,26 4,59 B} 6,02
Gallik Asit STD 0018 0,017 - 0,020

Met: Metanol
STD: Standart
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Sekil 5.3. Alti mantar tiiriiniin farkli konsantrasyonlardaki su ekstrelerinin DPPH radikallerini
yakalama aktiviteleri.
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Sekil 5.4. Alti mantar tiriiniin farkli konsantrasyonlardaki metanol ekstrelerinin DPPH
radikallerini yakalama aktiviteleri.
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5. 3. Biyoaktif icerikler

Fenolik bilesikler bitkilerde yiiksek oranda yer alan sekonder metabolitlerdir
(Nizamlioglu ve Nas., 2010). Mantarlarin i¢indeki toplam fenolik madde miktarinin
belirlemede en ¢ok kullanilan yontem folin yontemidir. Bu metodun sonuglar1 standart
bir fenolik maddeye (gallik asite) es deger olarak verilmektedir (Arkan, 2011).
Calismamizda kullanilan ekstrelerin toplam fenolik igerikleri gallik aside es degere
olarak hesaplanmistir. Sekil 5.5 gallik asit i¢in olusturulmus standart kalibrasyon

egrisini gostermektedir.

GA Standart Kalibrasyon Egrisi
2.5

2.0

Y = 2.200*X + 0.05396
?=0.9924

0D725

1.0

0.5

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
|Gallik asit] mg/ml

Sekil 5.5. Gallik asit standart kalibrasyon egrisi

Toplam fenolik miktar1 incelendiginde her iki ekstrede de L. molle (Su; 57,12 pg/mg,
metanol; 59,52 pg/mg) ilk sirada yer almaktadir. En az fenolik igerige sahip tiirlin
metanol ekstresinde L. leucothites (8,544 ug/mg), su ekstresinde A. mellea (19,19
pg/mg) oldugu belirlenmistir (Cizelge 5.3).
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Cizelge 5.3. Mantar ekstrelerinin toplam fenolik (gallik asit eslenigi) i¢erik miktarlari (ng/mg)

| Su 44,422 42,947-45,935

L nuda Met 28,157 26,736-29,568
| Su 25,009 23,657-26,521
L laccata Met 23,165 21,706-24,600
P Su 22,719 21,255-24,157
- leucothites Met 8,544 6,840-10,180
A el Su 19,199 17,691-20,669
- meflea Met 18,004 16,478-19,488
] Su 57,124 55,441-58,885

L molle Met 59,524 57,789-61,344
> Su 37,711 36,291-39,149

R congages Met 13,783 12,186-15,326

Met: Metanol

B-karoten igerigi en fazla olan tiir su ekstresinde L. molle, (3,990+0,091ug/mg) metanol
ekstresinde L. nuda (7,697+0,164 pg/mg) ’dir. En az B-karoten igerigine sahip olan tiir
su ekstresinde (1,150+0,015ug/mg) A. mellea, metanol ekstresinde (4,825+0,076
ug/mg) L. laccata'dir.

Likopen igerigi en fazla (2,492+0,009 pg/mg) C. cornucopioides’in su ekstresinde
belirlenmistir. Metanol ekstresinde ise likopen igerigi en fazla olan tir (6,643+0,135
ug/mg) L. nuda'dir. Likopen igerigi en az olan tiirler su ekstresinde A. mellea
(0,580+0,021png/mg) ve metanol ekstresinde L. molle (3,764+0,048 ug/mg)’dir (Cizelge
5.4).

Caligilan mantarlar igerisinde flavonoid miktarinin en fazla olan tiir metanol ekstresinde
C. cornucopioides (1,83 pg/mg) su ekstresinde, (4,061 pg/mg) L. molle'dir. En az
flavonoid igerigine sahip tiir metanol ekstresi i¢in (0,51 pg/mg) L. leucothites, su ektresi
(1,08 pg/mg) L. laccata'dir (Cizelge 5.4).

Calisilan makromantarlarin biyoaktif icerikleri, a¢isindan kiyaslandiginda fenolik
miktarin su ekstrelerinde daha fazla oldugu belirlenmistir. Ancak B-karoten-likopen
icerigi metanol ektrelerinde daha fazla gozlenmistir. Flavonoid miktarlar

kiyaslandiginda her iki ekstrede genelde yakin degerler ortaya ¢ikmistir
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Cizelge 5.4. Mantar ekstrelerinin -karoten, likopen ve flavonoid igerikleri (ng/mg)

Su 1,486£0,013  0,734+0,004 1,866 +0,010

L nuda Met  7,697:0,164  6,64320,135  1486+0,070
Su 1,543£0,019  0,768+0,013  1,085+0,001

L. laccata Met 4.825+0,076 4,182+0,068 1,369 + 0,044
_ Su 2,158£0,030  1,090£0,011 1,654 +0,023

L. leucothites Met 4.96040.051 4312£0,045 0,519£0,038
Su 1,150£0,015  0,580+0,021 1,114 +0,028

A-mellea Met 69830069  6,1120,057 1.369 0,066
Su 3,99040,091  2,080+0,014 4,061 +0,039

LM Met  5574+0,075  3,764=0,048  1,715+0,089
N Su 3,892+0,058  2,492+0,009  2,125+0,055

C. cornucopioides Met 6.342£0,078 5.547+0,075  1.830£0,018

*Veriler ortalama + Ortalamanin standart hatas1 (SEM) seklinde ifade edilmistir.

5.4. indirgeme giicii aktivitesi

Oyaizu metodunda Potasyum ferrisiyaniir [K3Fe(CN)g] igerisindeki Fe(III) iyonlarmin
antioksidan reaksiyon sistemi icersinde Fe(Il) iyonlarina indirgenmesi ile antioksidan
aktivite belirlenir (Mathew ve Abraham, 2006 ). KsFe(CN)s kompleksi bu kompleks
ilave edilen FeCl; ile mavi renkli Fes[Fe(CN)g]s kompleksi olusarak 700 nm’de
maksimum absorbans verir. Bununla birlikte ¢ozeltinin sart rengi ortamda bulunan
antioksidan maddelerin indirgenme aktivitelerinden dolayr farkli tonlardaki yesil

rengine déniismektedir (Ozeng, 2011).

3 KsFe(CN)s + 4FeCl; + (AH)n —» Fey[Fe(CN)sls + 9KCl+3 HCI + A

Test edilen mantar tiirlerinde en yliksek indirgeme giicii aktivitesini belirlemek i¢in

mantarlarin farkli ekstrelerinin ¢alismada kullanilan tiim konsantrasyonlari igin EC,,

degerleri hesaplanmigtir. Bu degerlere gore indirgeme kapasitesi en yiiksek olan tiiriin

L. molle (metanol EC,,: 2,279 mg/mL, su EC,,; 2,672 mg/mL) oldugu belirlenmistir.

En dusik etkiyi ise metanol ekstresinde L. leucothites (15,668 mg/mL) ve su
ekstresinde L. laccata (5,805 mg/mL) gostermistir (Cizelge 5.5).
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Cizelge 5.5. Mantar ekstrelerinin indirgeme giicii etkinlikleri (ECsq degerleri)

su 3129 2,707 — 3,560
L. nuda Met  3.118 2,702 — 0,355
Su_ 5805 4768 7,027
L. laccata Met  7.157 5,614 — 9,324
. su_ 5185 4,397 — 6,039

L. leucothites Met 15,668 11,643 23,614
| su_ 5031 4,134 6,038
A. mellea Met 6,338 5,033 — 7,968
| Su 2672 2,160 — 3,196
L. molle Met 2,279 1,903 — 2,662
» Su_ 4537 3,926 — 5,190
C. CgCoPIoTigg Met 6515 4,992 — 8,509
Gallik Asit STD 0125 0,108 — 0,143

ECsy: Absorbansin 0.5 Oldugu Etkin Konsantrasyon

STD: Standart

Met: Metanol

Mantar 6rneklerinin indirgeme giigleri, kullanilan ekstre miktariyla dogru orantilidir ve

ekstre miktarinin artmasiyla indirgeme giiciiniin de yiikseldigi goriilmektedir (Sekil 5.6
ve Sekil 5.7).
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Sekil 5.6. Altt mantar tiiriiniin farkli konsantrasyonlardaki su ekstrelerinin indirgeme giiglerinin

karsilastirilmas.
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Sekil 5.7. Alti mantar tiirlinlin farkli konsantrasyonlardaki metanol ekstrelerini indirgeme
giiclerinin karsilastirilmasi.
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5.5. Antimikrobiyal etki

Antimikrobiyal test sonuglarina gore L. nuda tiiriiniin Su ekstraktinin en yiiksek
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu, B. licheniformis, E. faecalis, B. subtilis'e karsi
yiiksek derecede etkin oldugu gosterilmistir. Ayrica L. nuda’nin S. aureus ve A
tumefaciens tizerine antimikrobiyal etkisi de bulunmaktadir. Buna ilave olarak L.
laccata, C. cornucopioides ve L. molle tiirlerinin, test edilen biitiin bakteriler igin
antibiyotik etkinlige sahip olduklar1 belirlenmistir. L. nuda, C. cornucopioides, etki
biiyiikliigii olarak karsilastirildiginda diger mantarlara oranla daha fazla inhibisyon alani
(1Z:mm) olusturmustur. L. leucothites tiiriiniin antibiyotik etkisi neredeyse yok denecek
kadar azdir. Bu mantarin metanol ekstesinin ii¢ mikroorganizma iizerine etkili oldugu
goriilmiistiir. Calisilan mantar ekstrelerinin mikrorganizmalar {izerine etkileri Cizelge

5.6’da Ozetlenmektedir.

Cizelge 5.6. Altt mantar tiiriiniin farkli ekstrelerinin disk difiizyon yontemi ile belirlenen
antibiyogram sonugclar1 (1Z: mm)

Ornekler E. S. B. B. A. E.
coli aureus subtilis licheniformis | tumefaciens faecalis
Su Met | Su Met Su Met Su Met Su Met Su Met
L. nuda
7 7 10 7 10 6 - 7 10 -
L. laccata
6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6

L. leucothites

- - 8 - 7 - = 7

A. mellea

6 6 7 6 7 7 - 6 7 -
L. molle

6 6 6 6 6 6 6 6 7 6 7 6
&, 6 7 6 6 6 8 6 7 6 7 6 6
cornucopioides
Gentamisin

2,3cm 2,4cm 2,5cm 2,4cm 2,7cm 25cm

S.aureus ATCC 2921
E.coli 0157:H7 ATCC 43895
1Z: Inhibisyon zonu
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Sekil 5.8. L. nuda ve L. leucathites'in su ektrelerinin A. tumefaciens (a), S. aureus ATCC 2921
(b), B. subtilis (c), E. Coli 0157:H7 ATCC 43895 (d), E. faecalis (e), B.
licheniformis (f), tizerine antimikrobiyal etkisi.
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Cizelge 5.7. Altt mantar tilirlinlin su ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarimin mikroorganizmalar
iizerine etkilerinin MIK deneyi sonuglari

Konsantrasyonlar mg/mL

25 50 70 100 125 150 187 200 375
mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Y.M.K. 510 K. 10 K. E.coli
M.UY. MUY MUY MUY  MUY. M.UY. S.aureus
M.UY. M.UY. MUY MUY MUY M.UY.  B.subtilis
M.UY. MUY MUY MUY  MUY. M.UY. B. licheniformis
u. U. u. A. tumefaciens
M.U.Y. M.UY. MUY MUY MUY M.UY. E. faecalis
Y.M.K. Y.M.K. K.S.US E.coli
E. K.S.US S. aureus
5K M.UY. B. subtilis
YM.K.  KSUS B. licheniformis
M.U.Y M.U.Y. M.U.Y. A. tumefaciens
Y.M.K E. K.S.US E. faecalis
uU. E.coli
S. aureus
B. subtilis

B. licheniformis
A. tumefaciens

E. faecalis

Y.M.K Y.M.K Y.M.K K.S.US E.coli

S. aureus

MUY MUY MUOY. MUY. B. subtilis

B. licheniformis

A. tumefaciens

<
3 B H B BE
=

E. faecalis
Y.M.K Y.M.K E.coli
Y.M.K Y.M.K. S. aureus
Y.M.K. Y.M.K. B. subtilis
YMK KS.US B. licheniformis
4K 1K A. tumefaciens
E. K.S.U.S E. faecalis
Y.M.K. Y.M.K. Y.M.K. K.S.U.S 27 K. E.coli
M.UY M.U.Y M.U.Y M.U.Y MUY S. aureus
41 K 32K 28 K 24 K B. subtilis
M.UY MUY MUY MUY M.UY. B. licheniformis
MUY MUOY. MOY. MUY M.U.Y. A. tumefaciens
15K M.U.Y. M.U.Y. M.UY. M.U.Y. E. faecalis

Y.M.K: Yiizey Mikroorganizma Kapli

E: Kati1 Besiyerine Ekim Yapilmadi

K: Koloni

M.U.Y: Mikroorganizma Uremesi Yok
K.S.U.S.: Koloni Seklinde Ureme Sayilamaz
U: Mantar Ekstresi Uygulanmadi
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Cizelge 5.8. Altt mantar tiirlinin metanol ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin
mikroorganizmalar tizerine etkilerinin MIK deneyi sonuglart

Konsantrasyonlar mg/mL

25 50 70 100 125 150 200 375
mg/mL  mg/mL  mg/mL  mg/mL  mg/mL mg/mL  mg/mL  mg/mL
KS.US. KS.US E.coli
1K. MUY. MUY. M.U.Y. M.U.Y. S. aureus
2 K. M.U.Y. M.U.Y. M.U.Y. B. subtilis
2K M.UY. B. licheniformis
M.U.Y. M.U.Y. A. tumefaciens
K.S.US. T4 K. E. faecalis
KSUS KS.US 74K E.coli
34 K. 2 K. S. aureus
MUY M.U.Y. B. subtilis
K.S.U.S K.S.US. B. licheniformis
M.UY. M.UY. M.UY. A. tumefaciens
K.S.U.S K.S.US. E. faecalis
22K 5K M.U.Y. E.coli
u. S. aureus
1K M.U.Y. B. subtilis
1K. MUY B. licheniformis
U A. tumefaciens
M.UY. M.UY. E. faecalis
Y.M.K. Y.M.K. E.coli
KS.US. KSUS S. aureus
23K MUY MUY. M.U.Y. M.U.Y. B. subtilis
YMK.  KS.US B. licheniformis
M.UY. M.UY. A. tumefaciens
YMK.  KS.US E. E. faecalis
4K 2K E. E.coli
6 K. M.UY. M.U.Y. S. aureus
4K M.UY. B. subtilis
K.S.US. 48 K. B. licheniformis
M.UY. M.UY. A. tumefaciens
27K 2K E. faecalis
Y.M.K. Y.M.K. EN E.coli
1K. MUY. MUY. M.U.Y. M.U.Y. S. aureus
1K. M.U.Y. B. subtilis
M.U.Y. M.U.Y. B. licheniformis
M.UY. M.UY. A. tumefaciens
56 K. 7K 1K E. faecalis
E. Coli 0157:H7 ATCC 43895
S.aureus ATCC 2921
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Cizelge 5.9. Alt1 mantar tiirtiniin mikroorganizmalar i¢in belirlenen minimal inhibitor
konsantrasyon (MIK) degerleri

Mikro- 25 50 70 100 ND Ornekler
organizmalar mg/mL  mg/mL mg/mL  mg/mL
++ L.nuda
St L. laccata
+ + L. leucothites
+ + A. mellea
+ + L. molle
+ + C. cornucopioides
++ L. nuda
++ L. laccata
+ + L. leucothites
+ + A. mellea
+ + L. molle
++ C. cornucopioides
+ + L. nuda
+ + L. laccata
+ L. leucothites
++ A.mellea
+ + L. molle
++ C. cornucopioides
+ + L. nuda
++ L. laccata
+ L. leucothites
+ + A. mellea
+ + L. molle
++ C. cornucopioides
++ L. nuda
++ L. laccata
+ + L. leucothites
+ + A. mellea
++ L. molle
++ C. cornucopioides
+ + L. nuda
+ + L. laccata
+ + L. leucothites
++ A. mellea
+ + L. molle
+ + C. cornucopioides

+: Metanol Ekstreleri i¢in MIK degeri belirlenen konsantrasyon
+: Su Ekstreleri i¢in MIK degeri belirlenen konsantrasyon
ND: Belirlenemedi
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Bir mikroorganizmanin goriilebilebilecek sekilde iiremesinin inhibe oldugu en diisiik
antimikrobiyal konsantrasyonu “Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIK)” olarak
tanmimlanir. MIK degerini belirlemek amaciyla yapilan calismada spektrofotometrik
Olgtimler gergeklestirilmis ancak kullanilan mantarlarin rengine bagli olarak
spektrofotometrik sonuglar degistigi icin bu yontemle MiK degerleri belirlenememistir.
Bu nedenle MiK degerlerini belirlemede daha hassas bir yontem olan yayma ekim
yontemi kullanilmistir. Bu amagla ekim yapilan mikro plaka etiivden alindiktan sonra
ciplak gdzle incelenmis ve mikroorganizmanin iiremedigi konsantrasyonlar MIK degeri
olarak belirlenmis ve kat1 besi yerine ekim yapilmistir. Ekim sonuglart Cizelge 5.7 ve
Cizelge 5.8'de 6zetlenmektedir. MIK ¢alismasi sonunda mikroorganizmalar tizerinde en
yiiksek etkiyi metanol ekstrelerinde L. nuda, L. molle, C. cornucopioides, L. leocothites,
su ekstrelerinde L. nuda, C. cornucopioides gostermistir. Bulunan bu sonuglar disk
diftizyon yonteminde elde edilen sonuglarla tutarlidir. Calisgilan mantralarin su ve
metanol ekstreleri i¢in belirlenenen MIK degerleri Cizelge 5.9’da verilmistir. Bazi
mikroorganizmlar igin kullanilan en yiiksek konsanstrasyonda bile tamamen baskilama

gbzlemlenmediginden dolayr MIK degeri belirlenememistir

5.6. Mantar ekstrelerinin HepG2 ve MCF-7 hiicrelerine sitotoksik etkisi

HepG2 ve MCF-7 kanser hiicre hatlar1 {izerine en etkin sitotoksik dozu belirleyebilmek
amactyla farkli dozlarda mantar ekstreleri hiicrelerin bilyiime ortamlaria uygulanmistir.
L. laccata, L. leucothites, L. molle, L. nuda, A. mellea, C. cornucopioides'in MCF-7 ve
HepG2 kanser hiicre hatlari iizerindeki doza ve zamani bagli sitotoksik etkisi XTT
yontemiyle arastirllmistir. Mantarlarin  su  ve metanol ekstrelerinin  farkl
konsantrasyonlarinin XTT metodu ile hiicre cogalmasinin % 50 engellenmesine sebep
olan degeri (ECsp) belirlenmistir (Cizelge 5.10). Buna goére gore en yiiksek sitotoksik
etkiyi HepG2 hiicrelerinde su ekstreleri i¢inde L. molle (ECso0:3,04+1,20), metanol
ekstreleri iginde L. laccata (ECs0:2,69+1,07) gostermistir. En diisiik sitotoksik etkiyi
yine HepG2 hiicreleri igin su ekstresinde C. cornucopioides (ECso:18,41+1,10), metanol
eksterelerinde ise L. nuda (ECso: 13,28+1,22) gostermistir. MCF-7 hiicreleri igin su
ekstrelerinden en yiiksek sitotoksik etkiyi L. laccata (ECso: 0,81£1,42), en diisiik
sitotoksik etkiyi L. leucothites (ECso: 31,58+1,00) gostermistir. MCF-7 hiicreleri

tizerine metanol ekstrelerinin  sitotoksik etkisi deneysel aksakliklar nedeniyle
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belirlenememistir. Genel olarak mantar 6rneklerinde ekstre miktari arttikga sitotoksik

etkininde arttig1 goriilmiistiir (Sekil 5.9, Sekil 5.10, Sekil 5.11).

Cizelge 5.10. Mantar ekstrelerinin sitotoksik etkileri (ECsy degerleri, mg/mL)

Su 7.81+1.21 12,08+1,46
L. nuda Met 13.28+1.22 ND
Su 7.47+1,03 0.81+1.42
L. laccata Met 2.69+1.07 ND
_ Su 12.4421.07 31.58+1,00
L. leucothites Met 8.54+1.02 ND
Su 14,00+1,07 R.60+1.13
A lea Met 5.89+1,00 ND
Su 3,04=1.20 781127
L. mofllg Met 4.76+1,09 ND
B Su 18.41=1.10 223127
C. cornucopioides et 3142107 ND

ND: Belirlenemedi
Met: Metanol

HepG2: Karaciger kanser hiicre hatti

MCF-7: Meme kanser hiicre hatti

SU EKSTRELERI

9 Lepista nuda (SU)
“® Laccaria laccata (SU)

1 20 =& Leucoagaricus leucothites (SU)
<% Armilleria mellea (SU)
=4~ Lycoperdan molle (SU)
@ Craterellus cornucopioides (SU)
~100

MCF 7
Hiicre Canlihgi (%
(o2
(=}

\
40 :
—3
20
0
0 4 6 8 10

Konsantrasyon [mg/mi]

Sekil 5.9. Alti mantar tiiriiniin farkli konsantrasyonlardaki su ekstrelerinin 48 saat sonundaki
MCF-7 hiicre canliliklar1 {izerine etkileri
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SU EKSTRELERI
- Lepista nuda (SU)
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Sekil 5.10. Alt1 mantar tiirtiniin farkli konsantrasyonlardaki su ekstrelerinin 48 saat sonundaki
HepG2 hiicre canliliklari tizerine etkileri

@ Lepista nuda (MET)

METANOL EKSTRELERi “® Laccaria laccata (MET)

=& Leucoagaricus leucothites (MET)
1 20 % Armilleria mellea (MET)
“+~ Lycoperdan molle (MET)
-8~ Craterellus cornucopioides (MET)

-
o
(=

80

60

40

HEPG2
Hiicre Canlihgi (%)

20

0 2 4 6 8 10
Konsantrasyon [mg/ml]

Sekil 5.11. Alti mantar tirtiniin farkli konsantrasyonlardaki metanol ekstrelerinin 48 saat
sonundaki HepG2 hiicre canliliklari {izerine etkileri
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5.7. Yiiksek basin¢h s1vi kromatografisi (HPLC) ile fenolik asitlerin belirlenmesi

Antioksidan kapasitesi ¢esitli yontemlerle belirlenen L. laccata, L. leucothites, L. molle,
L. nuda, A. mellea, C. cornucopioides ekstraktlarina antioksidan ozellik saglayan
fenolik bilesiklerin bazilari; gallik asit, p-kumarik asit, rosmarinik asit, siringik asit,
quercetin, t-resveratrol, (-) katesin, (+) epikategin, epigallokatesin galat diizeyleri HPLC
ile analiz edilmistir (Sekil 5.12). Analizi yapilan bilesenler ve bilesenlerin metanol ve su
ekstraktinin her birinde ne kadar bulundugu Cizelge 5.11°de 6zetlenmektedir. Sonuglara
gore gallik asit (GA) ve p-kumarik asit (p-CA), tim ekstrelerde tanimlanan ve en
yiiksek diizeyde bulunan iki fenolik bilesikdir (Sekil 5.13 ve Sekil 5.14). Ayrica biitiin
ekstrelerde GA igeriginin p-CA igeriginden ¢ok daha fazla oldugu gézlemlenmistir.

mAU
300+ 3 PDA Muti 1
] d|s
K <]
&
o
200+ B o
4 fS
i @
| ‘ g 8 5
L) 0
100+ . 1 g" " ke
|
i g a | I
N’ I i ' y. "
b a'. f [\ |‘] "d\ (|
f \ \ |
. 7 i ‘Af"“ t 5 Bane i‘ ‘FJ‘ ~x 1 m— -
: : —— — —r— ; |
0 5 10 15 20 25
min

1 PDA Multi 1/280nm 4nm

Sekil 5.12. a, gallik asit, b; (+) katesin, C (-) epikategin d, epigallokatesin gallat, E , siringik
asit, f, p - kumarik asit, g rosmarinik asit, h, t- resveratrol, k; kuersetinin tutma
stireleri ile 280 nm'de fenolik standartlart HPLC kromatogrami

En diisiik GA igerigi C.cornucopioides'in metanol ekstresinde, en yiiksek GA igerigi ise
L.leucothites'in metanol ekstresinde tespit edilmistir. Diger GA igeren ekstreler sirasiyla
su ekstreleri i¢in L. nuda > L. molle > L .leucothites > A. mellea > L. laccata > C.
cornucopioides ve metanol ekstreleri igin L. molle > L. laccata > L. nuda > A. mellea
olarak tespit edilmistir. L. leucothites su ekstresinde p-CA tespit edilememistir. L. molle
mantarinin metanol ekstresininde en iist diizeyde p- CA ihtiva ettigi bulunmustur. Diger

p-CA igerigi yiiksek su ekstreleri sirasiyla L. molle > L. nuda > A. mellea > C.

48



cornucopioides > L. laccata, metanol ekstreleri L. nuda > L. laccata > L. leucothites >

A. mellea > C. cornucopioides seklindedir.
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Sekil 5.13. 271 nm 'de mantar 6zii HPLC kromatogrami. 3,73 dakikalik tutma siiresi ile gallik
asidin saptanmast
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Sekil 5.14. 309 nm 'de mantar 6zii HPLC kromatogrami. 9,6 dakikalik tutma siiresi ile p-CA
tespiti
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Cizelge 5.11. Alt1 mantar tiirtiniin metanol ve su ekstrelerinin HPLC ile belirlenen Gallik asit ve
p- kumarik asit icerikleri

L nuda SuU 1296400051 28,67+ 0,0004
Met  0.660 £ 00014  48.55£0,00014
| lnceata Su_ 0571+0,0032  1,72+0,00013
Met  0.957+0,0021 20,74 = 0,00043
. Su  1,041+0,0045 ND
L. leucothites
Met 1,766+ 0.0033 6,57 £ 0,00072
| Su_ 0.771£0,0017 942+ 0,00063
A-mellea Met  0325<0.0023  4.94+0,00055
Su_ 122500033  123.24 +0,00044
Qe Met 121000035 189,54 = 0,00066
B Su 0.549+00018  3.73+0,00019
C. comuiEggigides Met  0.286+00022 1,76+ 0,00022

ND: Belirlenemedi
Met: Metanol
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6. TARTISMA ve SONUC

Diinya niifusunun giderek artmasi, beslenme ve saglikla ilgili sorunlarin da artmasini
beraberinde getirmistir. Giinlimiizde dogal kaynaklarin bilingsizce tiiketimi ve ortaya
cikan ekonomik giicliikler, dogal kaynaklarin ¢ok amagl kullanilmalarin1 zorunlu hale
getirmistir. Bu zorunluluk makrofunguslarin 6nemini artirmistir. Makrofunguslar
besleyici 6zelliginin olmasinin yani sira igerdikleri biyolojik aktif maddelerle giindeme
gelmislerdir. Makrofunguslarin antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitelerinin
ve diger tibbi etkilerinin incelendigi ¢alismalarda 6nemli veriler elde edilmistir. Bu
calismada, Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm., Craterellus cornucopioides (L.) Pers.,
Laccaria laccata (Scop) Cooke., Lepista nuda (Bull.: Fr.) Cooke., Leucoagaricus
leucothites (Vittad.) Wasser. ve Lycoperdon molle Pers.: Pers. tiirlerinin antioksidan,

antimikrobiyal ve sitotoksik aktiviteleri arastirilmistir.

Calismamizda test edilen makromantarlarin yapisinda bulunan dogal bilesiklerden
fenolik maddelerin toplam diizeyleri belirlenmis, en yiiksek igerigin L. molle’ye (Su;
57,12 pg/mg, metanol; 59,52 pg/mg) ait oldugu tespit edilmistir. Ayni sekilde B-karoten
icerigi en fazla olan tiirlerin su ekstresinde L. molle, (3,990+0,091ug/mg), metanol
ekstresinde ise L. nuda (7,697+0,164 pg/mg) oldugu ortaya g¢ikarilmigtir. Likopen ve
flavonoid miktariin en fazla oldugu tiirlerin ise L. molle ve C. cornucopioides oldugu
ortaya ¢ikarilmistir. Bu baglamda L. molle’nin yiiksek Olgiinde biyoaktif icerige sahip
oldugu anlasilmaktadir. Sadi ve arkadaslar1 (2015), alti farkli mantar tiriiniin
Volvopluteus gloiocephalus, Lactarius deliciosus, Bovista plumbea, Tricholoma
terreum, Ramaria flava, Agrocybe molesta’'nin su ve metanol ekstrelerinde p-karoten,
likopen, flavonoid, toplam fenolik igerigini arastirmislar, en yiiksek biyoaktif igerigin R.
flava ve B. plumbea tiirlerinde bulundugunu ortaya ¢ikarmiglardir. Ancak bu ¢alismada
kullandigimiz mantar orneklerinde genel olarak daha fazla fenolik igerik bulundugu

tespit edilmistir.

Calismamizda ayrica mantar ekstrelerinde fenolik bilesiklerden olan gallik asit (GA),
katesin, epikatecin, epigallokatesin gallat, siringik asit, p- kumarik asit (p-CA),
rosmarinik asit, t-resveratrol ve kuersetin, HPLC ile kantitatif olarak tayin edilmistir.
Ancak p-CA ve GA haricindeki diger fenolik bilesiklerin miktar1 ya HPLC tayin

limitlerinin altinda ya da mantar ekstrelerinde hi¢ bulunmamaktadir. L. molle’nin hem

51



metanol hemde su ekstresinde p-CA miktar1 oldukga yiiksek seviyede 6l¢iilmiistiir. GA
miktart en yiiksek tiiriin L. leucothites ve p-CA miktar1 en yiiksek L. molle'de oldugu

belirlenmistir.

DPPH radikali biyolojik bir radikal olmamakla birlikte antioksidanlarin serbest radikal
giderme aktivitelerinin tayini i¢in olduke¢a sik kullanilan bir indikatordiir (Wojdylo ve
ark., 2007, Chen ve ark., 2007). Calismada test edilen mantarlar icerisinde en yiiksek
DPPH yakalama aktivitesi L. molle tiiriniin metanol ekstresinde belirlenmistir. Ayrica,
indirgeme giicli aktivitesi en yiiksek tiir yine her iki ekstre i¢in de L. molle olmustur. Bu
sonuglar, L. molle’nin yiiksek diizeylerde icerdigi biyoaktif igerik miktarlari ile
paralellik gostermektedir. Biyoaktif igeriklerin fazlaligi L. molle 'ye kuvvetli antioksidan
ozellikler kazandirmaktadir. Bu 6zelliginden dolay1r L. molle ekstraktlarinin reaktif
serbest radikal tiirlerini daha stabil radikal olmayan tiirlere doniistiirerek serbest radikal

zincirini sonlandirmak i¢in dnemli gorev alabilecekleri soylenebilir.

Calisma sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde su ekstrelerinin fenolik madde
miktarmin metanol ekstrelerine gére daha yiiksek oldugu fakat DPPH serbest radikali
giderim aktivitesinin metanol ekstrelerinde daha agir bastigi goriilmiistiir. Buna gore tek
bir yontemle antioksidan aktivitesi hakkinda karar vermenin dogru bir yaklasim
olmadig1 anlasilmakta ve buna gore antioksidan aktivitesi belirlenirken, farkli yontemler
kullanilmasi, farklt metotlarin uygulanmasi ve elde edilen aktivite sonuglarinin, her bir

ozellige gore verilmesinin daha dogru bir yaklagim olacag: diistiniilmektedir.

Makromantarlarin antimikrobiyal etkilerini belirlemek i¢in farkli ¢oziiciiler kullanilarak,
mantarlarin mikroorganizmalar {izerine etkisi test edilmistir. Calismamizda en yiliksek
antimikrobiyal etkiyi L. nuda tiriiniin su ekstrakti gostermistir. L. nuda'nin; B.
licheniformis, E. faecalis ve B. subtilis'e karsi yiiksek derecede etkin oldugu
gosterilmistir. L. nuda ve C. cornucopioides, etki biiyiikliigii olarak karsilastirildiginda
diger mantarlara oranla daha fazla etkinlik olusturmustur. MIK ¢alismasimin sonuglar
da bu bulgular1 destekler niteliktedir. Calismamizda makrofunguslarla hazirlanan
ekstraktlarin kullanilan mikroorganizmalar {izerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin
farkli olmasmin nedeni; farkli ekstratlarin olmasi, kullanilan c¢oziiciilerin ekstreleri

farkli ¢6zmesi, mikroorganizmlar iizerinde etkili olabilen makrofunguslarin degisik
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karakterdeki bilesenlerinin  farkli etkilesimlerinden kaynaklanmig olabilecegini

diistinmekteyiz.

Alt1 farkli mantar tiirtiniin su ve metanol ekstrelerinin HepG2 ve MCF-7 hiicreleri
tizerine sitotoksik etkisinin arastirildigi calismamizda; HepG2 hiicrelerine karsi en
yiiksek sitotoksik etkiyi su esktresinde L. molle (ECs:3,04+1,20), metanol ekstresinde
ise L. laccata (ECs(:2,69+1,07) gostermistir. MCF-7 hiicrelerine karsi en yiiksek
sitotoksik etkiyi L. laccata (ECsp: 0,81+1,42) gostermistir. Bu baglamda calisilan
mantarlar arasinda en iyi sitotoksik etkinin L. laccata tarafindan olusturuldugu
sOylenebilir. Bu nedenle L. laccata 'nin bu alandaki ¢alismalarda 6énemli bir yeri olacagi

kesindir.

Sonug olarak, alt1 farkli makromantar tiiriintiin antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik
aktivitelerinin arastirildigt bu calismada, bazi mantarlarin kuvvetli antioksidan,
antimikrobiyal ve sitotoksik 6zellik tasidiklart ortaya ¢ikarilmistir. Bu mantar tiirlerinin
insan viicudunda gesitli metabolik faaliyetler sonucu meydana gelen oksidatif stresi
azaltabilecekleri ve zararli mikroorganizmalar1 inhibe edebilecekleri ve sitotoksik etki
gosterebilecegi belirlenmistir. Antioksidan etkinlik ele alindiginda L. molle'nin, kanser
hiicrelerine karsi sitotoksik etkinlik ele alindiginda L. lacccata nin, antimikrobiyal
etkinligin en yiiksek oldugu tiiriin ise L. nuda oldugu bu ¢alismada ortaya ¢ikarilmistir.
Buna gore L. molle, L. lacccata ve L. nuda mantar tiirlerinin giinliik diyette alinmasinin
insan sagligina katkida bulunacag: diisiiniilmektedir. Yapilan bu ¢aligma ile besin ve
ekonomik agidan onemli bir degeri olan makrofunguslarin antioksidan, antimikrobiyal
ve sitotoksik ozellikleri bakimindan incelenmesi ile tip, eczacilik ve diger endiistri
alanlarinda kullanim alanlarinin arastirilmasi onlardan miimkiin oldugunca fazla

yararlanmay1 miimkiin kilacaktir.
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EKLER

Sekil 1. L. nuda ve L. leucothites su ektrelerinin E. Coli 0157:H7 ATCC 43895 (a), B. subtilis
(b), E. faecalis (c), S. aureus ATCC 2921 (d), B. licheniformis (e), A. tumefaciens (f)
iizerine etkisi
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Sekil 2. L. nuda ve Armilleria mellea'nin metanol ektrelerinin E. Coli 0157:H7 ATCC 43895
(@), B. subtilis (b), E. faecalis (c), S. aureus ATCC 2921 (d), B. licheniformis (e), A.
tumefaciens (f) tizerine etkisi
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Sekil 3. L. leucothites ve C. cornucopioides'in metanol ektrelerinin E. Coli 0157:H7 ATCC
43895 (a), B. subtilis (b), E. faecalis (c), S. aureus ATCC 2921 (d), B. licheniformis
(e), A.tumefaciens (f) iizerine etkisi
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Sekil 4. L. laccata’nin metanol, L. molle'nin su ekstresinin E. Coli 0157:H7 ATCC 43895 (a),
B. subtilis (b), E. faecalis (c), S. aureus ATCC 2921 (d), B. licheniformis (e), A.
tumefaciens (f) tizerine etkisi
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Sekil 5. L. molle metanol, L. laccata su ekstrelerinin E. Coli 0157:H7 ATCC 43895 (a), B.
subtilis (b), E. faecalis (c), S. aureus ATCC 2921 (d), B. licheniformis (e), A.
tumefaciens (f) iizerine etkisi
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Sekil 6. C. cornucopioides ve A. mellea su ekstrelerinin E. Coli 0157:H7 ATCC 43895 (a),
B. subtilis (b), E. faecalis (c), S. aureus ATCC 2921 (d), B. licheniformis (e), A.
tumefaciens (f) tizerine etkisi
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Sekil 7. C. cornucopioides'in su ekstresinin B. subtilis iizerine etkisi MiK ekimi 100-70-50
mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 8. C. cornucopioides'in su ekstresinin S. aureus ATCC 2921 iizerine etkisi MIK ekimi
200-100-70-50-25 mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 9. C. cornucopioides'in su ekstresinin E. Coli 0157:H7 ATCC 43895 iizerine etkisi MIK
ekimi 200-100-70-50-25 mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 10. A. mellea'nin su ekstresinin E. Coli 0157:H7 ATCC 43895 iizerine etkisi MIK ekimi
200-100-70-50-25 mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 11. A. melleanin metanol ekstresinin E. Coli 0157:H7 ATCC 43895 f{izerine etkisi MIK
ekimi 50-25 mg/mL konsantrasyonlarda

Sekil 12. A. mellea'nin metanol ekstresinin B. subtilis tizerine etkisi MIK ekimi 70-50-25
mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 13. A. mellea'nin metanol ekstresinin S. aureus ATCC 2921 iizerine etkisi MIK ekimi
50-25 mg/mL konsantrasyonlarda

Sekil 14. A. mellea'nin su ekstresinin B. subtilis {izerine etkisi MIK ekimi 50-25 mg/mL
konsantrasyonlarda
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Sekil 15. C. cornucopioides'in su ekstresinin A. tumefaciens iizerine etkisi MIK ekimi 70- 50-
25 mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 16. L. laccata'nin su ekstresinin E. feacelis iizerine etkisi MIK ekimi 5 mg/mL
konsantrasyonlarda

Sekil 17. C. cornucopioides'in metanol ekstresinin B. subtilis iizerine etkisi MIK ekimi 50-25
mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 18. C. cornucopioides'in su ekstresinin B. licheniformis iizerine etkisi MIK ekimi 200-
100-70-50-25 mg/mL konsantrasyonlarda

78



Sekil 19. C. cornucopioides'in su ekstresinin E. faecalis iizerine etkisi MIK ekimi 100-70-50-
25 mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 20. C. cornucopioides'in su ekstresinin A. tumefaciens tizerine etkisi MIK ekimi 200-
100-70-50-25 mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 21. L. nuda'min metanol ekstresinin E. faecalis iizerine etkisi MIK ekimi 70-50
mg/mL konsantrasyonlarda

Sekil 22. C. cornucopioides'in metanol ekstresinin S. aureus ATCC 2921 iizerine etkisi MIK
ekimi 50-25 mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 23. L. nuda'nin metanol ekstresinin E. Coli 0157:H7 ATCC 43895 iizerine etkisi MIK
ekimi 50-25 mg/mL konsantrasyonlarda

Sekil 24. L. leucothites'in metanol ekstresinin E. Coli 0157:H7 ATCC 43895 iizerine etkisi
MIK ekimi 70-50 mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 25. A. mellea'nin metanol ekstresinin B. licheniformis iizerine etkisi MIK ekimi 50-25
mg/mL konsantrasyonlarda

Sekil 26. C. cornucopioidesin metanol ekstresinin E. faecalis tlizerine etkisi MIK ekimi 70-
50-25 mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 27. L. nuda'nin metanol ekstresinin B. subtilis tizerine etkisi MIK ekimi 50-25
mg/mL konsantrasyonlarda

Sekil 28. A. mellea 'nin metanol ekstresinin E. Coli 0157:H7 ATCC 43895 iizerine etkisi
MIK ekimi 50-25 mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 29. C. cornucopioides'in metanol ekstresinin A. tumefaciens iizerine etkisi MIK ekimi
70-50-25 mg/mL konsantrasyonlarda

2 ATEE 0o

Sekil 30. L.nuda'nin su ekstresinin E. Coli 0157:H7 ATCC 43895 iizerine etkisi MIK ekimi
50- 100-125-150-187-375 mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 31. L. nuda'nin su ekstresinin B. licheniformis {izerine etkisi MIK ekimi 50- 100-125-
150 mg/mL konsantrasyonlarda

Sekil 32. L.nuda'nin su ekstresinin S. aureus ATCC 2921 iizerine etkisi MIK ekimi 50- 100-
125-150 mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 33. L. nuda'nin su ekstresinin E. feacelis iizerine etkisi MIK ekimi 100-125 mg/mL
konsantrasyonlarda

Sekil 34. L. nuda'nmin metanol ekstresinin B. licheniformis tizerine etkisi MIK ekimi 50-25
mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 35. A. mellea’'nin metanol ekstresinin E. feacelis tizerine etkisi MIK ekimi 50-25
mg/mL konsantrasyonlarda

Sekil 36. C. cornucopioidestn metanol ekstresinin B. subtilis tizerine etkisi MIK ekimi 50-
25 mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 37. C. cornucopioides'in metanol ekstresinin E. Coli 0157:H7 ATCC 43895 iizerine
etkisi MIK ekimi 50-25 mg/mL konsantrasyonlarda

Sekil 38. L. laccata'nin metanol ekstresinin S. aureus ATCC 2921 iizerine etkisi MIK ekimi
100-50 mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 39. L. laccata'nin metanol ekstresinin E. Coli 0157:H7 ATCC 43895 iizerine etkisi
MIK ekimi 100-50 mg/mL konsantrasyonlarda

Sekil 40. L. laccata'nin metanol ekstresinin E. faecalis iizerine etkisi MIK ekimi 100-50
mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 41. L. molle'nin metanol ekstresinin E. faecalis iizerine etkisi MIK ekimi 50-25 mg/mL
konsantrasyonlarda

Sekil 42. L. laccata'nin metanol ekstresinin A. tumefaciens iizerine etkisi MIK ekimi 50-25
mg/L konsantrasyonlarda
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Sekil 43. L. molle'nin metanol ekstresinin S. aureus ATCC 2921 iizerine etkisi MIK ekimi
50-25 mg/mL konsantrasyonlarda

Sekil 44. L. molle'nin su ekstresinin  S. aureus ATCC 2921 iizerine etkisi MIK ekimi 50-25
mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 45. L. molle'nin su ekstresinin B. subtiilis {izerine etkisi MIK ekimi 50-25 mg/mL
konsantrasyonlarda

Sekil 46. L. molle'nin metanol ekstresinin ~ A. tumefaciens tizerine etkisi MIK ekimi 50-25
mg/L konsantrasyonlarda
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Sekil 47. L. molle'min metanol ekstresinin E. Coli 0157:H7 ATCC 43895 iizerine etkisi MIK
ekimi 50-25 mg/mL konsantrasyonlarda

Sekil 48. L. molle'nin metanol ekstresinin B. licheniformis tizerine etkisi MIK ekimi 50-25
mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 49. L. molle'nin su ekstresinin A. tumefaciens tizerine etkisi MIK ekimi 50-25 mg/L
konsantrasyonlarda

Sekil 50. L. molle'min su ekstresinin B. licheniformis tizerine etkisi MIK ekimi 50-25 mg/mL
konsantrasyonlarda
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Sekil 51. L. molle'nin su ekstresinin E. Coli 0157:H7 ATCC 43895 {izerine etkisi MIK ekimi
50-25 mg/L konsantrasyonlarda

Sekil 52. L. laccata'nin su ekstresinin B. subtilis tizerine etkisi MIK ekimi 50-25 mg/mL
konsantrasyonlarda
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Sekil 53. L. laccata'nin su ekstresinin S. aureus ATCC 2921 tizerine etkisi MIK ekimi 100-
50 mg/mL konsantrasyonlarda

Sekil 54. L. laccata'nin su ekstresinin E. Coli 0157:H7 ATCC 43895 {izerine etkisi MIK
ekimi 50-25 mg/mL konsantrasyonlarda
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Sekil 55. L. laccatanin su ekstresinin A. tumefaciens iizerine etkisi MIK ekimi 50-25 mg/L
konsantrasyonlarda

Sekil 56. L. laccata'nin su ekstresinin B. licheniformis iizerine etkisi MIK ekimi 100 -50-25
mg/L konsantrasyonlarda
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