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OZET

Bu ¢alismada DPPH radikal siiptiriicli aktiviteleri ile ger¢eklestirilen tarama sonrasi
secilen 4 Ganoderma izolatinin kiiltiir sivisi ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarin

antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik etkisi arastirilarak degerlendirilmistir.

Antioksidan aktivitenin arastirilmasi amaci ile DPPH radikal siipiiriicii aktivite,
rediikleyici gilig, metal selatlayict aktivite ve beta-karoten linoleik asit yOntemi
uygulanmistir. OBCC 6069 kodlu izolat ekstraktinin DPPH siipiiriicti aktivite yonteminde
1,934 mg/ml, rediikleyici gii¢ 0,416 mg/ml ve metal selatlayic1 aktivite yonteminde 2,730
mg/ml ECsp degerine sahip oldugu belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivitenin arastirilmasi
icin disk diflizyon yontemi uygulanmis ve Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Escherichia coli (ATCC 25922) suslarma kars1 antimikrobiyal etki gdzlemlenmistir. MiK
ve MBK deneyleri uygulanarak etkin dozlara ulasilmistir. MTT yontemi ile izolat
ekstraktinin sitotoksik etkisinin arastirilmasi ardindan, OBCC 3 ve OBCC 5109 kodlu

izolatlarin apoptotik etki varliklar1 sorgulanmaistir.

Anahtar kelimeler: Makrofungus, Antioksidan aktivite, Sitotoksik aktivite, Antimikrobiyal

aktivite
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SUMMARY

In the study, it was investigated antioxidant, antimicrobial and cytotoxic effects of 4
Ganoderma isolates which were selected a screening program depends on their DPPH

radical scavenging activities.

DPPH radical scavenging activity, reducing power, metal chelating activity and beta-
carotene linoleic acid method have been applied for the investigation of antioxidant activity.
The OBCC 6069 coded isolate extract was determined to have 1.934, 0.41 and 2.730 mg/ml
ECso values for DPPH radical scavenging, reducing power and metal chelating activities,
respectively. To determine antimicrobial activity, disc disfussion method was applied and
antimicrobial effect was observed against Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Escherichia coli (ATCC 25922) strains. Effective doses have been obtained by applying
MIC and MBC experiments. After determining of the cytotoxic effect of isolate extracts with
MTT assay, the presence of apoptotic effect of OBCC 3 and OBCC 5109 coded isolates was
researched.

Keywords: Macrofungus, Antioxidant activity, Cytotoxic activity, Antimicrobial activity
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1. GIRIS VE AMAC

Mantarlar binlerce yil Oncesinden giiniimiize kadar bircok siiregte insanlarin
hayatinda yer almaktadir. Besin olarak tiiketildikleri gibi tibbi &zellikleriyle de insan
hayatinda bulunmuslardir. Ganoderma lucidum (Reishi), Lentinus edodes (Shiitake),
Inonotus obliquus (Chaga) gibi mantarlar Kore, Cin, Japonya ve Dogu Rusya'da insanlar
tarafindan dogadan toplanip kullanilmistir. Ozellikle Uzak Dogu’da tibbi éneme sahip olan
mantarlar kaynatilarak tiiketilmektedirler (Wasser, 2002).

Mantarlar alkaloidler, lektinler, lipitler, peptidoglikanlar, fenolikler, poliketitler,
polisakkaritler, proteinler, polisakkarit protein / peptitler, steroidler, terpenoidler gibi birgok
biyoaktif metabolite sahiptirler. Bu denli ¢esitli metabolitler aracilig: ile antibakteriyel,
antifungal, antienflamatuar, antioksidan, antiviral, sitotoksik, hepatoprotektif,
hipokolesterolemik, hipoglisemik gibi bir¢ok aktivite gostermektedirler (Agrawal ve
Dhanasekaran, 2019).

Mantarlarin farmakolojik ozellikleri ile ilgili literatiirden edinilen bilgiler 1s18inda
caligmamizda ilk olarak 54 adet makrofungus izolatinin DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi
arastirilmistir. Arastirilan izolatlar arasindan yiiksek aktivitesi ile ilk siralarda yer alan dort
izolat sonraki arastirmalar i¢in segilmistir. Segilen izolat ekstraktlar1 ile ilk olarak DPPH
radikal siipiiriicii, metal selatlayici, beta karoten-linoleik asit yontemi ve rediikleyici gii¢
Ol¢iimii ile antioksidan aktivite yontemleri uygulanmistir. Ayrica, ekstraktlarda bulunan
toplam fenolik madde miktar1 da belirlenmistir. Antioksidan aktivitenin, sitotoksik etki ile
olan iligkisi g6z Oniine alinip izolat ekstraktlarinin sitotoksisitesi ve apoptotik etkilerinin
varligi sorgulanmistir. Ayn1 zamanda izolat ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi disk
difiizyon yontemi ile arastirilmis, secilen test mikroorganizmalari i¢in minimal inhibitor ve

bakterisidal konsantrasyonlar belirlenmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Antioksidanlar ve Serbest Radikaller

2.1.1. Serbest radikaller

Serbest radikaller, atomunda eslesmemis elektron tasiyan ve hiicrelerin duyarli
kisimlarina saldirarak hasara sebebiyet veren molekiillerdir (Okgu ve Keles, 2009). Serbest
radikaller kararli hale getirilemedigi taktirde viicutta DNA’ya, lipitlere, proteinlere ve
karbonhidratlara zarar vermektedir. Antioksidanlarin yeterli olmayip reaktiflerin nétralize
edilmemesi durumlarinda zarar verdikleri yapilarin hasar almalar1 sonucu olarak damar
sertligi (ateroskleroz), Parkinson ve Alzheimer gibi néron hastaliklari, seker, astim, romatoid

artrit, kanser, akciger ve cilt hastaliklar1 meydana gelmektedir (Okgu ve Keles, 2009).

Antioksidan savunma sistemi ile reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) arasinda yaganan
dengesizlik sonucu ortaya ¢ikan hiicresel olguya “oksidatif stres” denilmektedir (Grzesik
vd., 2018). Yapilan arastirmalarda solunan oksijenin yaklasik %5’inin esdeger azalimi ile
hidroksil, siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi ¢esitli reaktif tlirlerine doniistiiriildiigii tahmin
edilmektedir (Sen ve Chakraborty, 2011). Giliniimiizde oksidatif strese bagli olarak
hastaliklarin ortaya ¢ikmasinin nedenleri arasinda sigara i¢imi, kimyasallara maruz kalma,
ilaglar, stres gibi faktorler de sayilmaktadir. Oksidanlar (serbest radikaller veya reaktif tiirler)
lehine olan fizyolojik dengesizlik beraberinde olusan oksidatif stresi betimleyen gorseli

Sekil 2.1°de sunulmustur (Ighodaro ve Akinloye, 2018).
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Sekil 2.1 Serbest radikaller ve antioksidanlar arasinda yasanan dengesizlik (Ighodaro ve
Akinloye, 2018)

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) hiicresel redoks
islemlerinden kaynaklanan tirtinlerdir (Sen ve Chakraborty, 2011). Reaktif oksijen tiirleri
olarak siiperoksit (O2), hidroksil (OH), peroksil (ROO), lipit peroksil (LOO’) ve alkoksil
(RO radikalleri sayilabilmektedir. Reaktif azot tiirleri olarak ise nitrik oksit (NO') ve
nitrojen dioksit (NO2) radikalleri soylenebilmektedir. Bu iki grup kendi aralarinda reaktif
olmayan tiirlere doniisebilmektedirler. Oksidanlar olarak isimlendirilmis olan hidrojen
peroksit (H20), ozon (Os), singlet oksijen (*O2), hipokloréz asit (HOCI), nitrik asit (HNO,),
peroksinitrit (ONOO-), dinitrojen trioksit (N2O3) ve lipit peroksit (LOOH) ise serbest
radikaller arasinda gosterilmeyen molekiillerdir. Ancak organizmada bir patolojik durum ya
da fiziksel olay karsisinda radikal reaksiyonlarina yol agmaktadirlar (Karabulut ve Giilay,
2016). Oksidasyon prosesi olan Fenton ve Haber- Weiss reaksiyonlari sonucu olusan
hidroksil reaktifleri Denklem (2.1), (2.2), (2.3)’de sunulmustur (Grzesik vd., 2018).

(2.1)

H.02 + Cu*/Fe*? ——>  OH + OH + Cu*)/Fe*®* Fenton reaksiyonu

(2.2)

Cu*¥Fe™+ O, —>  Cu'/Fe*?+ 0,



(2.3)

O2+HO0, ———» OH+OH +0, Haber- Weiss reaksiyonu

2.1.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar oksitlenebilir durumda olan bir reaktif ile karsilastiklarinda onlarin

oksidasyonunu engelleyen ve kararli hale doniistiiren maddelerdir (Granato vd., 2018).

Antioksidanlar ilk olarak endiistride ortaya ¢ikmis ve kullanimi o alanlarda yaygin
olsa da asil olarak insan saghgi i¢in 6nemli bir basamakta yer almaktadir. Antioksidanlar
endojen ve eksojen olmak iizere iki ana baslik altinda siiflandirilmistir. Endojen
antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik olarak ikiye ayrilirken, enzimatik olmayan
antioksidan simifi ise vitaminler ve ilag olarak kullanilan antioksidanlar olarak

siniflandirilmaktadir (Aydemir ve Sari, 2009).

Viicudumuzda endojen antioksidanlarin yetersiz kalmasi ya da birtakim aksakliklarin
olustugu durumlar sézkonusudur. Bu durumlarda sistemin diizene sokulmasi, problemlerin
tistesinden gelinmesine yardimci olmak ve yeri geldigine sistemi indiiklemek adina eksojen
antioksidanlar kullanilmaktadir. Eksojen kaynakli antioksidanlar beslenme ile gidalardan
karsilanmaktadir. Beslenme ve antioksidan gida aliminda yasanan bir azalma s6z konusu
oldugunda hiicresel hasara neden olan oksidatif stres olasiliginin artmasinin da s6z konusu
olabilecegi belirtilmistir (Sen ve Chakraborty, 2011). E vitamini, C vitamini, folik asit,
koenzim Q10, beta karoten, likopen, selenyum ve fenolik maddeler bilinen ve yaygin olarak

kullanilan eksojen antioksidanlardir.

Antioksidanlar pek c¢ok ©nemli Ozelliklere sahiptir; DNA’y1 onarma, serbest
radikalleri ortamdan toplama, ksantin oksidaz reaksiyonunda olugan siiperoksitin tiretiminin
inhibisyonunu saglamalar1 ve peroksillerin olusum zincirlerini engelleyerek lipid
peroksidasyonunu inhibe etmeleri gibi 6nemli asamalarda yardimci olmaktadirlar.
Antioksidan maddeler, serbest radikal ve radikal olmayan oksitleyici ajanlarin
temizleyicileri, bastirici, zincir kirici, onarici ve hatta oksidanlarin iiretimini engelleyen

bilesiklerdir. Ayn1 zamanda gecis metali selatlayici1 maddeler ve endojen antioksidan



bilesiklerin iiretimini uyarabilen bilesikler olarak goérev alan yapilar olduklarindan

bahsedilmektedir (Sevim, 2011).

2.1.2.1. Antioksidan enzimler

Insan viicudunda hiicre igerisinde gerceklesen metabolik olaylar sonucu ortaya ¢ikan
serbest radikallerin ortamdan uzaklagtirilmasi ya da inhibisyonundan sorumlu birtakim
enzimler bulunmaktadir. Bu enzimler siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve

glutatyon peroksidaz (GPx) olarak sayilmaktadir.

e Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz (SOD) hiicrede bulunan en giiglii antioksidan enzim olup
detoksifikasyon enzimlerinin ilk sirasinda yer almaktadir. Reaktif oksijen tiirlerine kars1
savunma sisteminde birinci basamaktadir ve potansiyel olarak zararli olan siiperoksit
anyonunu daha az tehlikeli hale getirmektedir. Gergeklesmesine yardimci oldugu reaksiyon
zinciri Denklem (2.4)’te sunulmustur (Ighodaro ve Akinloye, 2018).

Kofaktor olarak metal iyonlarini kullanmaktadir ve bu nedenle iyonlarin tiplerine

gore farkli formlarda bulunmaktadir.

(2.4)

02(-) +02(-) _S6b H,0, + O

e Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT) kofaktor olarak demir ve magnezyum kullanmakta olan bir enzimdir.
SOD tarafindan baslatilan reaksiyonu takip eder ve hidrojen peroksidi (H20>) su ile oksijene
indirgenmesini katalizler. Boylece detoksifikasyon islemini tamamlanmaktadir. Hiicrelerde
kontrol halinde siirekli olarak bulunan bir enzimdir. Reaksiyon zinciri Denklem (2.5)’te

ifade edilmistir (Ighodaro ve Akinloye, 2018).



(2.5)

2H,0, —CAT ,  2H,0+ 0>

e Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi hidrojen peroksidi (H202) suya pargalayan
onemli bir enzimdir. Lipit peroksitlerin mitokondride, bazen ise sitozolde alkollerine
dontistiirmektedir. Selenyum kofaktoriine bagli bir enzim olan GPx bdylelikle oksidatif

strese kars1 koruyucu bir rol oynamaktadir (Ighodaro ve Akinloye, 2018).

2.1.2.2. Antioksidan tavin yvontemleri

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin zararh etkisini esas olarak iki mekanizma
ile notralizasyonunu saglamaktadirlar (Prior vd., 2005). Bu sistemler:
e Hidrojen Atomu Transferi (HAT)
e Tek Elektron Transferi (SET)

> Hidrojen Atomu Transferi Yontemleri (HAT)

HAT yontemleri antioksidan bilesigin reaktiflere hidrojen atomu bagislamasi ile
kararli hale donmelerini saglamaktadir. Bu sistem igerisinde ger¢eklesen tepkime Denklem

(2.6)’da sunulmaktadir (Prior vd., 2005).

(2.6)

X+AH ——> XH+A

HAT deneylerini oksijen radikal absorbans kapasitesi tayini (ORAC), total radikal
yakalayici aktivite tayini (TRAP) ve karotenoid (Krosin) agartma yontemi olarak saymak
miimkiindiir. Her bir yontem de farkli reaktiflerin kullanilmasi ile hidrojen atomu bagisi

yapan antioksidan bilesigin kabiliyetinin 6l¢iilmesini esas almaktadirlar.



> Tek Elektron Transferi Yontemleri (SET)

SET tabanli yontemlerde, bir antioksidanin metaller, radikaller ve karboniller dahil
olmak tiizere herhangi bir bilesigi kararli hale getirmek adina elektron aktarma yeteneginin
tespiti yapilmaktadir. SET yonetiminde gergeklesen reaksiyonlar Denklem (2.7), (2.8), (2.9),
(2.10)’ da verilmistir.

(2.7)
X+AH ——» X +AH"
(2.8)
AH" — > A+ H3O*
(2.9)
X +HsO" ——» XH+H,0
(2.10)

M) +AH . AH*+ M(ll)

SET reaksiyonlar1 genel anlamda yavas ilerleyen ve sonuglarin gozlemlenmesinde
zamana ihtiya¢ duyulan sistemlerdir. Bu neden ile SET ydntemleri ile antioksidan aktivite

potansiyeli hesaplanirken yiizde azalma orani olarak sunulmaktadir (Prior vd., 2005).

Antioksidan bilesiklerin elektron vermeleri ile aktivite kapasitelerinin 6l¢iilmesinde
2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiiriicii aktivite, ABTS radikal katyon
giderimi, Cu (II) kullanilan toplam antioksidan kapasite (CUPRAC), demir (I1l) iyonu
indirgeyici antioksidan gii¢ yontemi (FRAP) ile metal selatlayici antioksidan aktivite ve lipid

peroksidasyon lriinlerinin dl¢lilmesi yontemleri kullanilmaktadir.



2.2. Antikanser Aktivite

Kanser, hiicrenin mutasyona ugramasi ile olusan anomalilerin sonucunda apoptoza
ugrayamamasi ve kontrolsiiz ¢ogalmasidir (Ponder, 2001). Serbest radikaller ve olusan
oksidatif stres beraberinde ‘oksidatif hasar’ meydana getirmektedir. ROS ve RNS’ nin DNA
hasar1 ve kanserlesme siirecinde iliskili oldugu bilinmektedir. Yasanan bir DNA
mutasyonunun karsinogenezde hayati bir 6nemde oldugu belirtilmektedir. Bu bilgiler ile
yapilan arastirmalarda gesitli timdrlerde yiiksek seviyelerde oksidatif DNA lezyonlarina

rastlanmistir (Sen ve Chakraborty, 2011).

Kanser diinya capinda en yaygin 6liim nedenlerinden birini olusturmaktadir.
Cogunlukla kanserin tedavisi radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi operasyonlardan
olugmaktadir. Ancak kanser gelisimi ve kanser tiiriine kars1 verilen savasta alinan sonuglar

degismektedir.

Kullanilmakta olan antikanser ilaclar toksik yapilar1 ve tiimdre O6zgli yapida
olmamastyla tedavi sirasinda sa¢ dokiilmesi, bagirsak epitel hiicre dejenerasyonu, bobrek
toksisitesi gibi sayilabilecek daha pek ¢ok istenmeyen yan etkiler gostermektedir (Xu ve
Wang, 2015). Bu nedenlerden dolay1, Amerikan Kanser Dernegi ve Ulusal Kanser Enstitiisii
kanser tedavilerinde 6zellikle immiinoterapi gibi hedefe yonelik, hormon ve fotodinamik
tedaviler, kan nakli ve kok hiicre nakli, lazer tedavisi gibi birkag yeni tedavi gelistirmislerdir
(Agrawal ve Dhanasekaran, 2019). Bu ilerleme ile bilim insanlart biitiinlestirici tibba
yonelmislerdir, yani geleneksel tibbin tamamlayict ve alternatif olanlarla birlestirilmesine

onem vermektedirler.

2.2.1. Nekroz

Hiicrenin enerjisinin tiikenmesi, enflamatuar bir yanitin indiiklemesi ya da farkli
enfeksiyon, iskemi gibi sebeplerin olusturdugu patolojik olaylar sonucu olusan
programlanmis farkli bir hiicre O6limii bi¢imidir (Freedman vd., 2004). Yapilan
arastirmalarda hiicrede gerceklesen enerji yoksunlugu, radikaller gibi etkiler ile hiicrenin

nekroza gittigi sirada hiicreyi otofajiye siiriikledigini de belirtmektedirler.



2.2.2. Apoptoz

Canlilardaki hiicrelerin normal gelisim siireclerinde azalmalarindan sorumlu

programlanmisg hiicre 6liimleri i¢in kullanilan ifadedir (Kerr vd., 1972).

Insan yasami1 boyunca hiicre sayilarmin kontrolde tutulmasi apoptoz mekanizmast ile
dengede tutulmaktadir. Apoptozun herhangi bir durumdan dolayr mekanizmasinin hasari
kontrolsiiz biiylimeye sebep olmaktadir. Hasar mutasyonlardan kaynaklanabildigi gibi
apoptozun inhibe edici molekiillerinin ekspresyonlarinin  ¢aligmamasi  kaynakli

olabilmektedir (Freedman vd., 2004).

2.3. Antimikrobiyal Aktivite

Mikroorganizmalar hayatin her noktasinda bulunup yasamamiz i¢in 6énemli olsalar
da bazen koti sonuglara sebebiyet verdikleri ve bir¢ok hastaligin nedeni olduklari
kacinilamaz bir durumdur. Ge¢gmisten giinlimiize kadar insanlar pek ¢ok hastalik icin tedavi
yontemi ve ilag aramuglardir. Giin gegtikge duyulan yeni antimikrobiyal madde
gereksiniminin Kkarsilanmasi i¢in patojen mikroorganizmalara karsi aktivite tayinleri
yapilmaya devam edilmektedir. Farkli birgok yontem uygulanarak etkin maddenin

bulunmasinda ve liretilmesinde ¢aba harcamaktadirlar.

2.3.1. Antimikrobiyal Aktivite Tayin Yontemleri

Zararli mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkinin varliginin arastirilmasinda

belli yontemler halen kullanilmaktadir (Reller, 2009).

2.3.1.1. Diliisyon testi

Yontem sivi besiyeri iceren tiliplere antibakteriyal maddenin eklenmesi ve ardigik
olarak diliisyonunun hazirlanmasi ile baslamaktadir. Ardindan belirli oranda organizmanin
inokiile edilip inkiibasyona birakilmast ve iireme ile olusan bulaniklia gore
degerlendirilmesi yapilmaktadir. Tiiplerde bulunan madde konsantrasyonunun etkinligi

belirlenmektedir (Reller, 2009).
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Yontemin minimalize edilmesi ile beraber 96 kuyucuklu plakalar kullanilarak daha
fazla maddenin arastirilmasinin saglandigr yontem gelistirilmistir. Minimal inhibitor
konsantrasyonu (MIK) denilen bu yontem ile aktivite tayini daha pratik hale gelmistir (Syal,
2017).

2.3.1.2. Disk difiizyon testi

Yontem 1940 yilinda gelistirilmistir ve halen yaygin olarak her alanda kullanilmakta
olan bir testtir (Balouiri vd., 2016). Disk difiizyon yontemi pratik, basit ve standardize

edilmis bir testtir.

Petri kaplarinda bulunan kat1 besi ortamu tizerine inokiile edilen mikroorganizmanin
yaydirilmasi saglanir. Ardindan ticari olarak satilan kagit disklere denenecek maddenin
emdirilip daha sonra petri kaplarina yerlestirilmesi ve aktivite varliginda zon olusumun

gozlemlenmesi ile uygulanan bir yontemdir. (Sekil 2.2)

Sekil 2.2 Disk diflizyon yontemi uygulanan petri goriintiisii (Reller, 2009)

2.4. Makrofunguslarin Onemi ve Yapilan Bazi Calismalar

Mantarlar 5000 yil 6ncesinden giiniimiize gida ve tibbi kullanimlar1 yani sira gesitli
uygulamalar iginde bulunarak hayatimizda yer almiglardir. Gida olarak tercih edilmelerinin

sebepleri yiiksek derecede protein, vitamin, lif ve minerallere sahip olmalarindan
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kaynaklanmaktadir. Tibbi onemi ile dikkat ¢eken ayni zamanda yenilebilir mantar tiirleri
arasinda baslica Agaricus, Lentinus, Pleurotus, Hericium, Ganoderma olmak tizere pek ¢cok

tiir sayilabilmektedir.

Mantarlar ile yapilan arastirmalarda birincil ve ikincil biyoaktif metabolitlere sahip
olduklart belirlenmistir (alkaloidler, yag asitleri, lektinler, niikleik asitler, niikleositler,
peptitler, fenolikler, polisakkaritler, proteinler, statinler, steroidler, terpenoidler vb.). Sahip
olduklar1 bu biyoaktif metabolitler antibakteriyel, antifungal, antienflamatuar, antioksidan,
antiproliferatif, antitimor, antiviral, hipokolesterolemik, hipoglisemik, hipotansif,
immiinomodiilatér gibi pek ¢ok aktivite gostermektedir. Ornegin Hericium erinaceus ve
Ganoderma lucidum’un antiaging, antioksidan etkilerinin oldugu, Pleurotus cornucopiae’
nin antioksidan etkiye sahip oldugu, Armillaria mellea’ nin fenolik bilesiklerce zengin
oldugu belirtilmektedir (Agrawal ve Dhanasekaran, 2019). Mantarlarla yapilan
aragtirmalarin  sayisinin artmasi ile tiirlere 6zgii biyoaktif metabolitlerin varligi
belirlenmistir. Ganoderma’ da ganoderik asit, ganodermadiol; Flammulina velutipes’te
flammulin; Lentinus edodes’de lentinan gibi antimikrobiyal, antikanser, antidiyabetik gibi

bir¢ok aktivite gosterdigi kanitlanan biyoaktif metabolitler litaretiire eklenmistir.

Calismamizda kullandigimiz yontemler ile iliskili olarak farkli arastirmacilarin

yapmis olduklari ¢aligmalara deginecegiz.

Dulay vd. (2017), L. tigrinus ve P. djamour asetonitril ve hekzan kullanarak
yaptiklar1 ekstraksiyon iglemi sonrasinda izolatlarinin antioksidan ve antimikrobiyal etkisini
aragtirmiglardir. Radikal siipiiriicii aktivitelerinin oldugunu belirtmislerdir ve ozellikle
asetonitril ekstraktlariin toplam fenolik madde miktarinin yiiksek olmasi potansiyel giiciin
kaynagi oldugunu belirtmislerdir. Her iki makrofungusun asetonitril ekstraktlarinin

antibakteriyel etkisi oldugunu gézlemlemislerdir.

Kozarski vd. (2012) yaygin olarak tiikketilen Ganoderma applanatum, Ganoderma
lucidum, Lentinus edodes ve Trametes versicolor makrofunguslarinin polisakkaritlerini elde
ederek kullandiklar1 calismalarinda DPPH radikal siipiiriicii aktivite, metal selatlayici
aktivite, lipit peroksidasyonu ve rediikleyici gii¢ tayinlerini uygulamislardir. G. applanatum

ve L. edodes’in polisakkaritlerinin gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip olduklarim
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belirtmislerdir. Ozellikle G. applanatum’un metal selatlama aktivitesi, rediikleyici giic ve
lipit peroksidasyon inhibisyon ECso degerlerinin sirasi ile 3,58, 2,07 ve 0,18 mg/ml oldugunu

rapor etmislerdir.

Yapilan bir bagka ¢alisma ile Celik vd. (2014) Ganoderma lucidum fungusunun
metanol ve etanol estraktlarin antimikrobiyal etkisini ve antioksidan aktivitesini (DPPH
radikal siipiiriicii, metal selatlayici, beta karoten yontemi ile toplam antioksiadan aktivite)
arastirmiglardir. Caligmalarinda ekstraktlainin beta-karoten, likopen, fenolik bilesikler ve
flavanoid bilesikler igerdigini belirlemislerdir. Ayn1 zamanda Candida glabrata (RSKK
04019), Candida albicans (ATCC 90028) ve Bacillus subtilis (RSKK 24) suslarina kars1
yiiksek bir antimikrobiyal etkiye sahip olduklarini rapor etmislerdir. Calismalarinda
antioksidan ve antimikrobiyal etkisi bulunan ekstrakt aktivitelerinin sahip olduklar

biyoaktif metabolitlerden kaynaklandiklarini belirmislerdir.

Makrofunguslarin fruktifikasyon yapilarinin yaygin olarak kullanilmasi yani sira
kiiltiir ortamina alinarak farkl kiiltiir tiplerinde daha kisa siirede tiretilip kiiltiir sivisindan ya
da misel yapisindan biyoaktif metabolitlerin tespit edildigi caligmalarda mevcuttur. Kamble
vd., (2011) Ganoderma makrofungusunun antimikrobiyal aktivitesini arastirdiklari
calismalarinda s1v1 besiyerinde iireterek elde ettikleri makrofungus miselini kurutmuslardir.
Ardindan aseton, metanol, kloroform ve su kullanarak ekstrakte ettikleri miselin gram (+)
ve gram (-) bazi organizmalar tizerindeki aktivitesini arastirdiklarinda aseton ekstraktinin
Salmonella typhi’ye karsi, su ekstraktinin ise Corynebacterium diphtheriae kars1 en genis
zon ¢aplarini elde etmislerdir. Caligmalarinda makrofunguslarin daha kisa siirede tiretilerek

dogal antimikrobiyal metabolitlere ulagilabilecegini belirtmektedirler.

Menikpurage vd. (2012), P. cystidiosus izolatinin ilk olarak aseton ile yaptiklari
ekstraksiyon sonrasinda ekstraktlarinin hekzan, diklorametan ve etil asetat ile sirasi ile
yaptiklart ayirma isleminden kalan kismini da kullanarak antioksidan aktivite ve sitotoksik
etkisini arastirmislaridir. Ozellikle ayirma sonrasi arta kalan fraksiyonun DPPH siipiiriicii
(A4-2, Ad-3 sirasi ile ECso: 0,81 ve 0,82 mg/ml) ve nitrik oksit siipiiriicti aktivitelerinin (A4-
2, A4-3 sirasi ile ECsp: 0,87 ve 0,61 mg/ml) diger fraksiyonlardan yliksek olusu dikkatlerini
¢ekmistir. Hep-2 hiicre hattina karsi sitotoksik etkilerinin A4-2> A4-3> A4> A sirasinda
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oldugunu belirtirken, A4-2 ve A4-3 fraksiyonlarinin ICsg degerlerinin siras1 ile 3,1 mg/ml

ve 3,6 mg/ml konsantrasyonlarda oldugunu belirlemislerdir.

Yapilan daha birgok c¢alisma ile makrofunguslarin antikanser aktiviteye
kapasitelerinin  yiiksek oldugunu belirlenmigtir. Ornegin Trametes versicolor un
fruktifikasyon yapisi ve misellerinin ekstraksiyonu sonrasi prostat, mide, serviks, kolon ve
akciger kanserlerinin yani sira 16semi, lenfoma ve melanoma hiicre hatlarin1 baskiladigi

yapilan arastirmalar ile kanitlanmistir (Chu vd., 2002).

Makrofunguslarin yapilan aktivite c¢alismalarinda sahip olduklar1 giiciin fenolik
maddelerden geldigini diisiinmeleri ve toplam fenolik maddelerinin belirlendigi bircok
¢alisma mevcuttur. Bunlardan biri de Palacios vd. (2011) Agaricus bisporus, Boletus edulis,
Calocybe gambosa, Cantharellus cibarius, Craterellus cornucopioides, Hygrophorus
marzuolus, Lactarius deliciosus ve Pleurotus ostreatus’un Folin—Ciocalteau yontemi ile
toplam fenolik madde miktarin1 ve mantar Orneklerinin yliksek basing kromatogrofisi
(HPLC) kullanilarak madde analizini yapmuslardir. Elde ettikleri verilerde Agaricus
bisporus ve Boletus edulis o6rneklerinin yiiksek icerige sahip oldugunu Hygrophorus

marzuolus izolatinin ise en diigiik fenolik madde igerigine sahip oldugunu belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Makrofungus izolatlari

Calismada Tirkiye’nin farkl: illerinden izole edilmis olan ve Eskisehir Osmangazi
Universitesi Basidiomycetes Kiiltiir Koleksiyonu (OBCC) biinyesinde korunan
makrofungus izolatlar1 kullanilmustir (Sekil 3.1, Cizelge 3.1). izolatlara ait stok kiiltiirler +4
°C’ de saklanmis, gereken durumlarda Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyerinde 28°C’ de
1 hafta iiretilerek aktif hale getirilmistir.

Sekil 3.1 Tarama ¢alismasinda kullanilan baz1 Ganoderma izolatlarina 6rnekler a: OBCC
5109, b: OBCC6050, c: OBCC 6059, d: OBCC 6062, e: OBCC 6065 f: OBCC 6068
(Fotograf, Dr. Mustafa Kemal Soylu)



Cizelge 3.1 Tarama ¢alismasinda kullanilan makrofungus izolatlari
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OoBCC Tiir isimleri Lokalite

5109* Ganoderma lucidum Merkez / Edirne

6050* Ganoderma lucidum Aragtirma Alan1 / Yalova
6052* Ganoderma carnosum Giineykoy / Yalova

6059* Ganoderma resinaceum Heykel Sahil / Yalova
6061* Ganoderma carnosum Yalova

6062* Ganoderma carnosum Iznik

6065* Ganoderma lucidum Hamzali K6yii — Orhangazi / Bursa
6066* Ganoderma sp Hamzali Koyii — Orhangazi / Bursa
6068* Ganoderma lucidum Gacik Koyii- Ciftlikkdy / Yalova
6069* Ganoderma lucidum Aragtirma Alani / Yalova
6070* Ganoderma carnosum Arastirma Alan1 / Yalova
6071* Ganoderma carnosum Aragtirma Alani / Yalova

3 Ganoderma sp. Tiirkmenbaba / Eskisehir

1004 Ganoderma sp. Merkez / Eskisehir

1010 Ganoderma sp. Merkez / Eskisehir

1146 Ganoderma sp. Merkez / Eskisehir

3012 Ganoderma sp. Sivrihisar / Eskisehir

3013 Ganoderma sp. Kurtseyh-Sivrihisar / Eskisehir

5008 Ganoderma sp. Trabzon




Cizelge 3.1 Tarama ¢alismasinda kullanilan makrofungus izolatlar1 (devam)
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OBCC Tiir Isimleri Lokalite
5090 Ganoderma sp. Manisa
5091 Ganoderma sp. Can / Canakkale
5092 Ganoderma sp. Cekmekdy / Istanbul
5093 Ganoderma sp. Trabzon
5094 Ganoderma sp. Sarkdy / Tekirdag
5095 Ganoderma sp. Sarkoy / Tekirdag
5096 Ganoderma sp. Sarkoy / Tekirdag
5098 Ganoderma sp. Mugla
5099 Ganoderma sp. Antalya
5100 Ganoderma sp. Bozgug¢ Koyii-Can / Canakkale
5101 Ganoderma sp. Etili Bucagi-Can / Canakkale
5102 Ganoderma sp. Yenikoseler-Polatli/Ankara
5103 Ganoderma sp. Yenikoseler-Polatli/ Ankara
5106 Ganoderma sp. Adapazar1 / Sakarya
5108 Ganoderma sp. Gocek / Mugla
5110 Ganoderma sp. Cukurova / Adana
5111 Ganoderma sp. Gorele / Giresun
5116 Ganoderma sp. Kisikkdy / Izmir
6051 Ganoderma sp. Kurtkdy / Yalova




Cizelge 3.1 Tarama ¢alismasinda kullanilan makrofungus izolatlar1 (devam)
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OoBCC Tiir isimleri Lokalite
6053 Ganoderma sp. Findikl1 / Yalova
6054 Ganoderma sp. Elmali Yolu/ Yalova
6055 Ganoderma sp. Denizgali Koyii / Yalova
6056 Ganoderma sp. Merkez / Yalova
6057 Ganoderma sp. Merkez / Yalova
6058 Ganoderma sp. Elmalik Koyii Yolu / Yalova
6060 Ganoderma sp. Elmalik Yolu / Yalova
6063 Ganoderma sp. Hamzali Ko6yii — Orhangazi / Bursa
6064 Ganoderma sp. Hamzali Koyii — Orhangazi / Bursa
6067 Ganoderma sp. Istanbul
6072 Ganoderma sp. Orhangazi / Bursa
6073 Ganoderma sp. Orhangazi / Bursa
6074 Ganoderma sp. Penn State University / ABD
6035 Ganoderma lucidum Cin / Ticari Sug
6076 Ganoderma lucidum Agroma Mantarcilik / Ticari Sus

*: Prof. Dr. Hasan Hiiseyin Dogan (Selguk Universitesi) tarafindan mikro ve makromorfolojik

yontemlerle identifiye edilmistir.
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3.1.2. Antimikrobiyal aktivite tayininde kullanilan test mikroorganizmalari

Tarama ¢aligmasi sonrasi yiiksek antioksidan aktivite gostermesi ile secilen
makrofungus izolatlarinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek {izere 3 gram negatif, 3
gram pozitif bakteri susu ile 2 maya ve 2 kiif olmak tizere 10 adet test mikroorganizmasi
kullanilmistir. Kullanilan test mikroorganizmalarinin sus numaralar1 Cizelge 3.2. 'de

sunulmustur.

Cizelge 3.2 Makrofungus kiltiir sivivi  ekstraktinin  antimikrobiyal  etkilerinin
arastirilmasinda kullanilan test mikroorganizmalari

Test Mikroorganizmasi Sus no Sus adi
NRLL B-767 Staphylococcus aureus
Gram (+) NRRL 1018 Micrococcus luteus
= NRRL B-744 Bacillus subtilis
<
@
ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa
Gram (-) ATCC 25922 Escherichia coli
NRLL B-4420 Salmonella typhimurium
ATCC 13803 Candida tropicalis
Maya
@ ATCC 60193 Candida albicans
g
z
NRRL 1957 Aspergillus flavus
Kiif
NRRL 807 Penicillium chrysogenum
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3.1.3. Sitotoksik Etkinin Arastirllmasinda Kullamlan Hiicre Hatlari
Tarama c¢alismasi sonrasi yiiksek aktivite gostermesi ile segilen makrofungus
izolatlarinin sitotoksik aktivitesini belirlemek iizere kanserli ve saglikli hiicre hatti

kullanilmistir. Kullanilan hiicre hatlarinin standart hat numaralari Cizelge 3.3. 'te

sunulmustur.

Cizelge 3.3 Makrofungus izolatlarinin sitotoksik aktivitesinin arastirildigi hiicre hatlart

Sus no Hiicre hatti
ATCC HTB-22™ Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt: (MCF-7)
ATCC CRL-1658™ Fare Embriyo Fibroblast Hiicre Hatti1 (NIH/3T3)

3.1.4. Besiyerleri

Patates Dekstroz Agar (PDA)

Ticari hazir besiyerinden (Merck) 39 g/L oraninda tartilarak, 1.2 atm basing altinda
121 °C sicaklikta 15 dakika otoklavda steril edilerek hazirlanmistir. Calismada kullanilan

makrofungus izolatlarini aktiflemek i¢in kullanilmistir.

Mushroom Complete Medium (MCM)

Glukoz 20 g
Pepton from meat 2 g
KH2PO4 05 g
K2HPO4 1 g
Yeast ekstrakt 2 g

Distile su 1000 ml
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Segilen makrofungus izolatlarinin Kiiltiir sivilarindan antioksidan, antimikrobiyal ve

sitotoksik etkilerinin belirlenmesi asamasinda izolatlarin tiretilmesinde kullanilmistir.

Mueller Hinton Broth (MHB)

Ticari hazir besiyerinden (Himedia) 21 g/L oraninda tartilarak, 1.2 atm basing altinda
121 °C sicaklikta 15 dakika otoklavda steril edilerek hazirlanmistir. Antimikrobiyal aktivite
caligmasinda test mikroorganizmasi olarak kullanilan bakterilerin aktiflenmesi amaci ile

kullantlmistir.

Cift Kuvvetli Mueller Hinton Broth (MHB)

Ticari hazir besiyerinden (Himedia) 42 g/L oraninda tartilarak, 1.2 atm basing altinda
121 °C sicaklikta 15 dakika otoklavda steril edilerek hazirlanmistir. Antimikrobiyal
aktivitenin belirlenmesi asamasinda MIK testinde bakterilerin {ireme ortami olarak

kullanilmustir.

Mueller Hinton Agar (MHA)

Ticari hazir besiyerinden (Merck) 34 g/L oraninda tartilarak, 1.2 atm basing altinda
121 °C sicaklikta 15 dakika otoklavda steril edilerek hazirlanmistir. Antimikrobiyal

aktivitenin belirlenmesi asamasinda bakterilerin {ireme ortami olarak kullanilmistir.

Sabouraud Dekstroz Agar (SDA)

Ticari hazir besiyerinden (Acumedia) 65 g/L oraninda tartilarak, 1.2 atm basing
altinda 121 °C sicaklikta 15 dakika otoklavda steril edilerek hazirlanmistir. Antimikrobiyal
aktivite ¢alismasinda test mikroorganizmasi olarak kullanilan mayalarin aktiflenmesi amaci

ile kullanilmustir.
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Sabouraud Dekstroz Broth (SDB)

Ticari hazir besiyerinden (Merck) 30 g/L oraninda tartilarak, 1.2 atm basing altinda
121 °C sicaklikta 15 dakika otoklavda steril edilerek hazirlanmistir. Antimikrobiyal

aktivitenin belirlenmesi asamasinda mayalarin iireme ortami olarak kullanilmistir.

Malt Ekstrakt Agar (MEA)

Ticari hazir besiyerinden (Merck) 48 g/L oraninda tartilarak, 1.2 atm basing altinda
121 °C sicaklikta 15 dakika otoklavda steril edilerek hazirlanmistir. Antimikrobiyal

aktivitenin belirlenmesi asamasinda kiiflerin {ireme ortami olarak kullanilmustir.

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

Ticari hazir besiyeri igerisine %10’luk fetal sigir serumu (FBS), %1°lik penisilin,
%71’lik promisin eklenmesi ile hazirlanmistir. Sitotoksisite ¢alismasinda kullanilan

hiicrelerin ¢ogaltilmast i¢in kullanilmistir.

3.1.5. Kullanilan kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler

Calismalar esnasinda kullanilan kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler Cizelge 3.4. ‘te

belirtilmistir.

Cizelge 3.4 Caligmalar esnasinda kullanilan kimyasal maddeler, ¢ozeltiler ve kullanim
alanlar1

Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler Kullanmildig1 Calisma

%0,0004' liik beta-karoten
Tween 80

Beta karoten — lineloik asit yontemi
Linoleik asit

Kloroform
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Cizelge 3.4 Calismalar esnasinda kullanilan kimyasal maddeler, ¢ozeltiler ve kullanim

alanlar1 (devam)

Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Kullanildigr Calisma

%0.005’lik DPPH

Metanol

DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayini

2 mM FeCl,

5 mM Ferrozin

Metal selatlayict aktivite tayini

%10’luk Folin Ciocalteu Reaktifi

%20’lik Na,COs

Toplam fenolik madde miktar tayini

%1°lik Ks[Fe(CN)q]
%10’lik TCA
%0.1’lik FeCls

PO, tamponu (pH:6.6 200 mM)

Rediikleyici gii¢ tayini

%1°1lik Tween80-Ringer

%70’lik TTC

Antimikrobiyal aktivite

bromid (MTT)
Dimetil stilfoksit (DMSO)
Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS)

Annexin V-FITC apoptoz tespit kiti

3-(4,5-dimetiltriazol-2-yl)-2,5-difeniltetrrazolium

Sitotoksiste

3.1.6. Cihazlar

Caligsmalar siiresince kullanilan cihazlar ve markalar1 Cizelge 3.5. ‘te belirtilmistir.



Cizelge 3.5 Caligmalar siiresince kullanilan cihazlar ve markalari
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Cihazin Ad1

Marka ve Modeli

Spektrofotometre

Shimadzu UV-2450 UV-VIS Spectrophotometer

Mikroplaka okuyucu (ELISA)

BioTek Cytation 3

Santrifiij

Hettich Zentrifugen Universal 320

Eppendorf 5810 R

Akis sitometri cihazi

BD Accuri C6 Flow Cytometer

Hiicre sayma sistemi

Innovatis, Roche, Germany

Steril kabin

Thermo Electron Corporation Hera Safe

Isitic1 ve manyetik karistiric

Heidolph MR Hei-Tec D-91126 Scwabach

Su banyosu

Adventec LD-220 Water Bath

Nuve

Etiivler (Steril CO, inkiibatorti,
calkamal1 inkiibator)

Invova 44 New Brunswick Scientific
Memmert

Thermo Scientific Hera Cell 240

Vorteks

Velp Scientifica 2x3

pH-metre

Eutech Instruments lon 510

Analitik terazi

Ohaus corp

Kern 440-33

Mikro pipetler

Eppendorf Multipette Plus

Eppendorf Research PI

Rotary Evaporator

Biichi vacuum controller V- 800
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3.2. Yontem

Calisma kapsaminda kiiltiir koleksiyonunda korunan Ganoderma cinsine ait
makrofungus izolatlarina ait kiiltiir stvilarinin DPPH radikali siipiiriicii aktiviteleri ve toplam
fenolik madde igeriklerine gdre bir 6n elemeden gecirilmiglerdir. Bu eleme ile secilen
izolatlarin kiiltiir s1ivisi ekstraktlari elde edilerek antioksidan, sitotoksik ve antimikrobiyal

aktiviteleri kapsamli bigimde arastirilmistir.

3.2.1. Yiiksek antioksidan aktiviteye sahip izolatlarin se¢cimi

3.2.1.1. Makrofungus izolatlarinin aktiflenmesi, iiretilmesi ve kiiltiir sivisi eldesi

Calismada kullanilacak makrofungus izolatlariin aktiflenmesi, uygun kiltiir
ortaminda tiretilmesi ve kiiltiir sivilarinin elde edilmesi islemleri literatiirde 6nerilen bigimde

gerceklestirilmistir (Paliya vd., 2014).

Calismada ilk olarak antioksidan aktiviteleri taranacak makrofungus izolatlart PDA
besiyerinde 27 °C' de karanlik ortamda 7 gilin inkiibe edilerek aktiflenmistir. (Sekil 3.2)
Izolatlarin {iremelerinin ardindan kolonilerin sinirlarindan 6 mm ¢apinda 5 adet misel diski
almarak 250 ml’lik erlenlerde bulunan 100 ml MCM besiyerine inokiilasyonu
gerceklestirilmistir. Izolatlar statik kiiltiir kosullarinda 27 °C' de 10 giin boyunca

inkiibasyona birakilarak tiremeleri saglanmistir.

Izolatlarin iiremelerinin saglandigi on giiniin sonunda kurutma kagidi kullanilarak
kiltiir stvist ve misel kitlesini ayirmak i¢in kaba siizlimleri gerceklestirilmistir. Ardindan
kiiltiir stvilarinin misellerden tamamen arindirilmasi i¢in 6000 rpm' de 10 dakika santrifiij
edilerek siipernatant kism1 toplanmistir. Bu bigimde elde edilen kiiltiir sivilar1t DPPH radikali

stipiirticii aktivite ve toplam fenolik madde igerik tayinleri i¢in kullanilmislardir.
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Sekil 3.2 OBCC 6061 (a), OBCC 6069 (b), OBCC 3 (c), OBCC 5109 (d) kodlu izolatlarin
PDA besiyerindeki misel gelisimleri

Kiiltiir koleksiyonundan secilen 54 adet makrofungus izolatinin kiiltiir sivilar ile
yapilan DPPH radikali siipiiriicii aktivite ve toplam fenolik madde igerik tayinleri ile elde
edilen sonuglar karsilastirilarak yiiksek aktivite gosteren makrofungus izolatlar
belirlenmistir. Es zamanli olarak izolatlarin hiicre kitleleri kurutulup tartilarak biyomas

agirliklar elde edilmistir.

3.2.1.2. DPPH radikal siipiiriicii aktivite yontemi

DPPH radikal siipiiriici aktivite, Baskar vd. (2008) uyguladiklar1 yonteme gore
belirlenmistir. Caligmada hiicre kitlelerinden ayirilan kiiltiir sivilarinin deney tiiplerine
dagitilarak ve tizerine %0,005’lik DPPH ¢ozeltisi eklenmistir, 30 dakikalik inkiibasyon
sonrasinda 517 nm absorbansda spektrofotometrede Ol¢iimii yapilarak % inhibisyon

degerleri hesaplanmustir.
Izolatlarin siv1 besiyerinde iiretilmeleri ve sivi besiyerinin direk kullanilmasindan
dolay1 ekim yapilmamis besiyeri de ayni kosullarda tutularak degerlendirilmistir. Pozitif

kontrol olarak askorbik asit ve BHT kullanilmistir.

3.2.1.3. Kiiltiir sivilarimin fenolik madde iceriklerinin belirlenmesi

Uretilen makrofungus izolatlarmin kiiltiir sivilarmin fenolik madde miktarlarinm

belirlenmesi, Singleton vd. (1999) uyguladiklar1 yontem esas alinarak uygulanmistir.
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Yontemde kiiltiir sivilarindan 1 ml alinarak tiiplere dagitilmis ve iizerlerine
seyreltilmis Folin—Ciocalteu reaktifi eklemistir. Reaksiyon karigiminin 3 dakika
bekletilmesinin ardindan iizerlerine Na,COs eklenmistir. Karanlik ortamda 2 saat

inkiibasyon siiresinin sonunda spektrofotometrede 750 nm' de absorbanslar1 6l¢tilmiistiir.

Tarama c¢alismasinda fenolik madde igeriginin degerlendirilmesinde olusturulan

gallik asit standart egrisi Cizelge 3.6 ‘da sunulmustur (Sekil 3.3).

Cizelge 3.6 Tarama calismasinda kullanilan gallik asit standart egrisi

y = 7,7216x + 0,0483
1,600 R?= 0,999
1,400

1,200

1,000

0,800 ."‘,..-0
0,600 A

0400 .
0,200

0,000

o

Absorbans

0 0,05 0,1 0,15

Gallik asit konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.3 Standart egri i¢in hazirlanan gallik asit konsantrasyon serisi (sol basta kor olmak
tizere, 0,200-0,150-0,125-0,100-0,087-0,075-0,062-0,050-0,037 mg/ml konsantrasyon
aralig)
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DPPH radikali siipiiriicii aktivite tayinine gore yiiksek inhibisyon degerine sahip olan
izolatlarin tekrar Uretilerek kiiltlir sivilarinin ekstraktlari elde edilmis ve ¢alismanin sonraki

asamalarindaki arastirmalara kiiltiir sivis1 ekstraktlari ile devam edilmistir.

3.2.3. Secilen makrofunguslarin kiiltiir sivis1 ekstraksiyonu

Yapilan tarama ¢alismasinin sonucuna gore yiiksek inhibisyon degerine sahip olan
OBCC 3, OBCC 5109, OBCC 6061 ve OBCC 6069 kodlu izolatlar se¢ilerek biyoaktif
metabolitlerin elde edilmesi i¢in yapilacak ekstraksiyon islemi oncesinde sivi besiyerinde
tekrar iiretilmislerdir. Inkiibasyon sonunda iiretilen makrofungus izolatlarmin kiiltiir sivisin

toplamak amaci ile tarama ¢aligmasinda uygulanan iglemler bu asamada da uygulanmistir.

Makrofungus izolatlarinin biyoaktif metabolitlerini kiiltlir sivisindan ayirmak i¢in
1:1 (v/v) oranlarinda etil asetat kullanilarak sivi-sivi ekstraksiyon iglemi ger¢eklestirilmistir.
izolatlarin 250 ml' lik kiiltiir stvilar1 500 ml' lik ayirma hunilerine aktarilmis, ardindan
tizerlerine etil asetat eklenmistir. Yiizey hacim oranimi artirarak maksimum ekstrakti elde
edebilmek amaciyla etil asetat 3 asamada eklenip, her ekleme asamasindan sonra iyice
calkalanarak karigmalari saglanmistir. Calkalamanin ardindan polarite farki nedeniyle
olusan faz ayrimi gergeklesene kadar beklenmistir (Sekil 3.4). Alt kisimda kalan kiiltiir sivisi
faz1 ayirma hunisinin vanasi agilarak alinmistir. Ust kistmda kalan etil asetat fazi ise ayri bir
kapta toplanip i¢inde kalan suyun uzaklastirilmasi i¢in sodyum karbonat eklenerek
karistirilmistir. Sodyum karbonatin dibe ¢okiip toplanmasinin ardindan filtre kagidi yardimi

ile siiziilen etil asetat ekstrakti ayr1 bir sisede toplanmustir.

Rotary evaporator yardimui ile etil asetat ugurularak uzaklastirilmistir. Makrofungus
izolatlarimin ekstraktlari, ¢alismanin sonraki asamalarinda kullanilmak tizere 1 mg/ml
konsantrasyonlarda olacak sekilde metanol ile ¢oziilerek -20 °C' de kullanilincaya dek

muhafaza edilmistir.
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A

Sekil 3.4 Ekstraksiyon islemi sirasinda olusan etil asetat-kiiltiir sivisi faz ayrimi
3.2.2. Antioksidan Aktivite Tayini

(Calismada kullanilan makrofungus ekstraktlarinin her biri i¢in metanol kullanilarak
0,1-1 mg/ml konsantrasyon araliginda g¢ozeltiler elde edilmistir. Bu ekstrakt ¢ozeltileri 4

farkli antioksidan aktivite tayin yontemi ve toplam fenolik madde tayini amaci ile

kullanilmistir.

3.2.2.1. DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayini

Deney tiiplerine dagitilan farkli derisimlerdeki ekstraktlarin iizerine 0,005°1ik DPPH
¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrast 517 nm dalga boyunda spektrofotometrede okutarak absorbans degerleri elde
edilmistir. Belirlenen absorbans degerleri ile lineer regresyon grafigi ¢izilmistir ve grafikte
olusturulan formiil ile DPPH derisimini yariya diigiiren 6rnegin konsantrasyonu bulunarak
ECso degeri hesaplanmustir. Pozitif kontrol olarak askorbik asit ve BHT kullanilmistir (Sekil
3.5ve 3.6)
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Sekil 3.5 BHT nin farkli konsantrasyonlarinin gosterdigi renk degisimi (sol basta kor olmak
iizere, 0,1-0,2-0,3-0,4-0,5-0,6-0,7-0,8-0,9-1 mg/ml konsantrasyon araligi)

Sekil 3.6 Askorbik asit’in farkli konsantrasyonlarinin gosterdigi renk degisimi (sol basta kor
olmak {izere, 0,095-0,100-0,120-0,140-0,160-0,180-0,200-0,225-0,250-0,275 mg/mi
konsantrasyon araligi)

3.2.4.2. Rediikleyici gii¢c olciimii ile antioksidan aktivite tayini

Yo6ntemde antioksidan molekiillerin varliginda gergeklesen reaksiyonda ferrik demir
(Fe*") ve ferrisiyanid kompleksi ferro demir (Fe?*) formuna indirgenmektedir (Ferreira vd.,
2007). Yontemin uygulanmasinda ilk olarak farkli konsantrasyonlarda (0,1-1 mg/ml)
hazirlanan ekstraktlar deney tiiplerine aktarilmistir ve izerlerine %1 °lik potasyum
ferrisiyanid (Kz[Fe(CN)s]) ile fosfat tamponu ilave edilmistir. 50°C su banyosunda 20 dakika
inkiibasyonu sirasinda ferrisiyanidin ferrosiyanide rediiklenmesi saglanmistir. inkiibasyon
sonrast karigimlara %10’luk trikloroasetik asit eklenmis ve ardindan 650 g’ de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiijiin sonrasinda karisimin iist tabakasi toplanarak distile su ilavesi

yapilmistir. Yontemin son agsamasi olan FeCls’lin (%0, 1) reaksiyon karigimina eklenmesi ile
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ferrisiyanid ferik ferrosiyanidi olusturmustur. Deney karigiminin sar1 rengi, ekstraktlarin
indirgeme giiciine bagli olarak yesil ve mavinin farkli tonlarina dontigmiistiir. Reaksiyon
karisiminin absorbans1 700 nm’de spektrofotometre ile dl¢lilmiistiir ve 0.5 absorbans ECso
degeri olarak belirlenmistir (Arora ve Chandra, 2011; Chang vd., 2002). Yo6ntemde pozitif
kontrol olarak askorbik asit ve BHT kullanilmaistir.

3.2.4.3. Metal selatlayici aktivite tayini

Yontem fungus ekstraktlarinda bulunan antioksidan molekiillerin ferrozin ile
yarisarak ¢ozeltide yer alan Fe?* iyonlarina baglanip etkisiz hale getirmesini
degerlendirmektedir. Ferrozin ve Fe?* iyonlar1 bir araya geldiginde ¢ozelti kirmizi renkli
ferrozin kompleksi olusturmaktadir. Metal selatlama aktivitesi yiiksek olan bir molekiil
ferrozinden daha hizli olup devreye girdigi zaman Fe?" iyonlari ile baglanmakta ve kirmiz1
renk olusumu engellenmektedir. Selatlanma aktivitesinin belirlenmesinde ki renk degisim
absorbans degerleri 562 nm de spektrofotometre de okunarak elde edilmektedir (Sarikiirkgti,
vd., 2015).

Makrofungus ekstraktlarinin her biri igin metanol kullanilarak 0,1-1 mg/ml
konsantrasyon araliginda c¢ozeltiler elde edilmistir ve deney tiiplerine dagitilmistir.
Uzerlerine FeCl, ardindan ferrozin eklenerek hacim metanol ile 5 ml' ye tamamlanmistir.
Karisim her asamada iyice vortekslenerek 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Pozitif

kontrol olarak metal selatlama aktivitesi yiiksek oldugu bilinen EDTA kullanilmistir.

(3.1)
% Metal Selatlayic1 Aktivite =[(Akontrol = Asmek )]/AkontroiX100

Avontrol: Fe?* Ferrozin kompleksinin absorbans degeri

Asmek: Ekstraktlara ait absorbans degeri
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3.2.4.4. Beta karoten—lineloik asit yontemi

Yontem linoleik asitin oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan konjiige dien

hidroperoksitlerin inhibisyonunun 6lgiilmesi yolu ile belirlenmektedir (Diindar vd., 2012).

Calismada kullanilan distile su, oksijenlendirilmesi amaci ile bir gece boyunca hava
pompasina baglatilip bekletilmistir. Reaktiflerin bulunacagi emiilsiyonun hazirlanmasi igin
ilk olarak beta-karoten kloroform ile ¢oziilmiistiir. Uzerine linoleik asit ve tween 80 ilave
edilmistir. Kloroformun ugurulmasi ardindan oksijenlendirilmis distile su ilave edilerek
emiilsiyon hazirlanmistir. Emiilsiyona 1 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan ekstraktlar
eklenerek 50 °C su banyosunda inkiibasyona birakilmistir ve spektrofotometre kullanilarak
470 nm’de 20 dakika araliklar ile 2 saat boyunca 6l¢iimii yapilmistir. Caligmada BHT ve
askorbik asit pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Elde edilen veriler dogrultusunda rengin

korunmasi yiizde olarak hesaplanmustir.

3.2.4.5. Toplam fenolik madde miktari tayini

Makrofungus ekstraktlari tiiplere dagitilarak tizerlerine seyreltilmis Folin—Ciocalteu
reaktifi eklenmistir. Vorteks ile karistirma isleminin ardindan 3 dakika bekletilen karigimlara
Na>COs ¢ozeltisi eklenmistir. Oda sicakliginda ve karanlik ortamda 2 saat inkiibasyon

sonrasinda spektrofotometre ile 750 nm’de de absorbanslari dl¢iilmiistiir.

Elde edilen absorbans degerleri bilinen bir fenolik madde olan gallik asit esdegeri
hesaplanmasinda kullanilmistir. Gallik asit standart egrisi ve farkli konsantrasyonlarda

olusan renk degisimi Cizelge 3.6 ve Sekil 3.2 'de verilmistir.

3.2.3. Sitotoksisite Tayini

3.2.3.1. Hiicrelerin Kiiltiir ortaminda cogaltilmasi

Insan meme kanseri hiicre hatt1 (MCF7) ve Fare embriyo fibroblast hiicre hatt1

(NIH/3T3) %10’luk fetal sigir serumu, %]1°lik penisilin ve promisin igeren Dulbecco's
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Modified Eagle Medium (DMEM) besiyerine inokiile edilmistir. Hiicreler ¢ogaltilmak tizere
%5 CO2’li etiivde %95°1ik bagil nem’de 37 °C de inkiibasyona birakilmaistir.

3.2.3.2. MTT vontemi ile sitotoksik aktivite

Mitokondri ile tetrozolyum tuzu olan 3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,4,
difeniltetrazolium bromiir (MTT) canli hiicreler varliginda mor renk almaktadir (Hu d.,
2002). Olusan rengin azalmasi ile aktivitenin varliginin belirlendigi kolorometrik bir

yontemdir (Benkli vd., 2009).

Sitotoksik aktivitenin arastirilacagi hiicrelerin yeterli seviyede ¢ogaltilmasi ardindan
flasklardan alinarak hiicre sayisi belirlenmistir. Cogalan hiicrelerin flasklardan alinabilmesi
icin ilk olarak bulunduklari besiyeri ¢ekilip atilmistir. Ardindan her bir kuyucuga PBS
eklenerek hiicreler kalan besiyerinden arindirilmistir. Flasklara yapisan hiicrelerin
kaldirtlmasi amaci ile 1 ml Tripsin EDTA ¢ozeltisi eklenerek 3 dakika inkiibatorde inkiibe
edilmistir. Tripsinin etkisini notralize edebilmek i¢in flaska 5 ml besiyeri eklenmis ve
pipetajla kaldirilan hiicreler santrifiij tiiplerine alinarak hiicre siispansiyonu 1200 rpm’de 5
dakika santriifiijleme sonrasinda siipernatanti atilarak iizerine 1 ml besiyeri eklenmistir.
Hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in 10 pl hiicre siispansiyonu ve 10 pl tripan mavisi soliisyonu
homojen bir sekilde karistirilmistir ve bu karisimdan tekrar 10 pl alinip, hiicre sayim
cihazinin 0zel slaytlarina pipetlenmistir ve Cedex hiicre sayim cihazinda sayillmugtir.

Hiicreler her bir kuyucukta 1x10° olacak sekilde besiyeriyle diliiye edilmistir.

Hiicreler 96 kuyucuklu plakalarin her kuyucuguna 1x10° hiicre olacak sekilde ekilip
ve 24 saat inkiibe edilmistir. Ertesi giin DMSO ile konsantrasyonlar1 ayarlanan (500-31.25
png/mL) makrofungus ekstraktlar1 eklenerek 24 saat boyunca 37 °C %5’lik CO2’li %95°1lik
bagil nemli etiivde inkiibasyona birakilmistir. Sitotoksik etkisinin belirlenmesi amaci ile her
bir kuyucuga 10 ul MTT soliisyonu (5 mg/ml) eklenerek 4 saat 37 °C etiivde bekletilmistir.
Ardindan DMSO c¢ozeltisi eklenerek formazon tuzunun ¢oziinmesi saglanmistir ve 540

nm’de mikroplaka okuyucusu ile absorbaslarin dl¢iimii gerceklestirilmistir.
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3.2.3.3. Akis sitometride Annexin V-PI yontemi ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Fosfolipitlerin plazma membranindan hiicre yiizeyine translokasyonu hiicrelerin
erken apoptoz gecirdigini gostermektedir (Liu vd., 2009). Yontemde anneksin V hiicrenin
dis yiizeyine yerlesen fosfatidilserine baglanabilen bir proteindir ve floresan bir madde ile

isaretlendirilerek goriiniir hale getirilebilmektedir.

MTT yontemi sonucu elde edilen veriler ile OBCC 3 ve OBCC 5109 kodlu izolatlarin
Annexin V-PI ticari kiti kullanilarak apoptotik etkisi arastirilmistir. Caligmada ilk olarak
MCF7 ve 3T3 hiicreleri %10’luk fetal sigir serumu, %1’lik penisilin ve promisin igeren
DMEM besiyerine ekilerek cogaltilmislardir. Yeterli diizeyde ¢cogalma gerceklesince hiicre
saymmi yapilarak 1x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara aktarilarak 24 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. Hazir olan hiicrelere makrofungus izolatlarinin MTT verilerine
gore secilen konsantrasyonlart (500-250 pg/mL) eklenmistir ve 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin kaldirilmasi saglanarak 1200 rpm’de 5
dakika santriiftij edilmistir. Santriifiij ardindan siipernatant uzaklastirilarak kalan hiicre
pelleti 2 kez PBS ile yikanmistir. Annexin tamponu eklenerek flow tiipline aktarilan
hiicrelere 5 p 1 Annexin V ve 5 pl promidyum iyodiir (PI) eklenerek 20 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan 250 pl ‘Annexin V baglama tamponu’ eklenerek akis sitometri
cihazinda Olgiimleri ve analizleri gergeklestirilmistir. Kontrol grubu olarak ekstrakt

eklenmemis hiicre kullanilmistir.

3.2.4. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Yapilan tarama ¢alismasi ile yiiksek inhibisyon degeri veren OBCC 3, OBCC 5109
OBCC 6061 ve OBCC 6069 kodlu izolatlarin kiiltiir sivilarinin etil asetat ile ekstraksiyonu
sonrasinda elde edilen ektraktlarinin, belirlenen test mikroorganizmalarit {izerindeki
antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin aragtirilmasinda ilk
olarak kalitatif duyarlilik testi olan disk difiizyon yontemi uygulanmistir. Ardindan minimal
inhibitor konsantrasyon yontemi (MIK) ve bu testin sonucu beraberinde minimum

bakterisidal konsantrasyon (MBK) yontemi uygulanarak degerlendirilmistir.
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3.2.4.1. Disk difiizyon yontemi

Kullanilan yontem, kat1 besiyerine ekimi yapilan test mikroorganizmasinin {izerine
ekstrakt emdirilen disklerin aktarilmasi ile diflize olmasi ve ardindan zon olusturmasi esasina

dayanmaktadir (Tendencia vd., 2004).

Makrofungus izolat ekstraktlar1 6 mm ¢apinda disklere 50 ve 100 pg ekstrakt olacak
sekilde emdirilmis ve steril ortamda kurutulmustur. Antimikrobiyal aktivitesi arastirilacak
test mikroorganizmasi olarak kullanilan bakteriler MHB, mayalar SDB ve kiifler ise MEA
besiyerinde 24 / 48 saat iiretilmislerdir. S1vi besiyerinde iireyen bakteri ve maya kiiltiirlerinin
McFarland 0,5 standardina goére hiicre yogunluklari iiretildikleri sivi besiyeri yardimi ile
ayarlanmustir. Uretilen kiiflerin tween 80 ¢ozeltisi ile spor siispansiyonu hazirlanip Thoma
laminda spor sayimi yapilarak spor sayisinin 10° olacak sekilde seyreltilmistir. Hiicre
yogunluklar1 ayarlanan organizmalar uygun besiyerleri bulunan petri kaplarma 100 pl
aktarilarak Drigalski spatiilii ile yayilmistir. Ardindan test mikroorganizmalarinin inokiile
edildigi besiyeri lizerine ekstrakt emdirilip kurutulan diskler yerlestirilmistir. Yo6ntemde
pozitif kontrol olarak bakteriler i¢in vankomisin, eritromisin ve kloramfenikol; maya ve
kiifler i¢in ketokonazol ve flukonazol kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise ekstraktlarin

hazirlanmasinda kullanilan ¢6ziicii olan metanol emdirilmis diskler kullanilmistir.

Inkiibasyon siireleri sonunda disklerin etrafinda olusan zonlarmn c¢aplari milimetrik

olarak dOl¢iilerek degerlendirilmistir.

3.2.4.2. Minimal inhibitoér konsantrasyon yontemi (MiK)

Bu yontem, antimikrobiyal etkinin varliginin disk dizfiizyon yontemi ile belirlenmesi
ardindan etkili olan dozun belirlenmesi amaci ile uygulanmigtir. Yontemde 4000 pg/ml
konsantrasyonda hazirlanan ekstraktlardan 96 kuyucuklu plakanin ilk kuyucuguna 100 pl
olarak aktarilmistir. Ardindan steril ringer ¢ozeltisi bulunan kuyucuklarda 1/2 oraninda
seyreltme islemi gerceklestirilmistir. Bdylece seyreltmenin ardindan plakada 4000 ve 31,25
ug/ml konsantrasyon araliginda ekstrakt bulundugu kuyucuklar hazirlanmistir. MHB
besiyerinde iiretilen mikroorganizmalarin hiicre yogunluklart McFarland no. 0.5 standardina

gore ayarlanmistir. Her kuyucuga ¢ift kuvvetli 100 ul MHB besiyeri eklenmistir ve ardindan
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10 pl organizmalarin inokiilasyonu gerceklestirilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan
mikrobiyal biiyiimeyi gostermek icin plakalara tetrozolyum tuzu eklenmistir ve 4 saat
sonunda sonuglar degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak kloramfenikol (2000 png/ml) ve
eritromisin (2000 pg/ml) kullanilmistir. Ekstraktlarin ¢oziiciisii olan metanol ise negatif

kontrol olarak degerlendirilmistir.

Elde edilen veriler ile plakalarda biiylimenin goézlemlenmedigi kuyucuklarin
minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerinin belirlenmesi amaci ile MHA

besiyerlerine ekimleri yapilarak iiremeleri degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. DPPH yontemi ile yiiksek antioksidan aktiviteye sahip kiiltiir sivisinin belirlenmesi

OBCC Kkiiltiir koleksiyonundan segilen 54 makrofungus izolatinin sivi besiyerinde
tiretilmeleri ardindan kiiltiir sivilar1 kullanilarak DPPH radikali stipiiriicii aktivite ve toplam
fenolik madde igerik tayinleri ile antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Yiiksek aktivite
gosteren izolatlarin segilebilmesi amaci ile DPPH radikali siipiiriicii aktivite tayininden elde
edilen % inhibisyon degerlerine gore izolatlar karsilastirilmistir. Uretilen izolatlarin kiiltiir
stvilari ayirilirken elde edilen hiicre kitleleri kurutulup tartilarak eszamanli olarak biyomas

agirliklar elde edilmistir.

Yontem stabil 6zellikte bir serbest radikal olan DPPH kullanilarak antioksidan
aktivitenin varliginin belirlenmesi igin gelistirilmis bir yontemdir (Kedare ve Singh, 2011).
Reaksiyon gergeklesirken DPPH’ 1n elektron almasi ile ¢ozelti menekse renginden sar1 renge
dogru agilma gosterir ki bu durum DPPH molekiiliiniin indirgendigini ifade etmektedir. Ayn1
zamanda karmasik biyolojik sistemlerde antioksidanlarin radikal siipiiriicii aktivitesinin
degerlendirilmesinde kolay ve ekonomik bir yontem olarak kabul edilmektedir (Kedare ve
Singh, 2011). Makrofungus izolatlarinin biyomas agirliklar, DPPH radikali siipiiriicii

aktivite ve toplam fenolik madde igerik degerleri Cizelge 4.1°de sunulmustur.

Cizelge 4.1 Makrofungus izolatlarinmin DPPH radikal giderimi, toplam fenolik madde
icerikleri ve biyomas agirliklar

OBCC DPPH Toplam Fenolik Madde Miktari Biyomas
Kodu (% Giderim) (mg GEA/ 100 ml Besiyeri) (mg/ 100 ml Besiyeri)
3 25,63 8,24 333,00
1004 13,68 5,41 409,33
1010 12,39 5,45 341,33
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Cizelge 4.1 Makrofungus izolatlarinin DPPH radikal giderimi, toplam fenolik madde
icerikleri ve biyomas agirliklari (devam)

OoBCC DPPH Toplam Fenolik Madde Miktari Biyomas
Kodu (% Giderim) (mg GEA/ 100 ml Besiyeri) (mg /100 ml Besiyeri)
1146 10,56 5,10 303,50
3012 12,94 5,73 391,33
3013 14,97 6,56 299,67
5008 13,55 5,95 408,00
5090 12,59 5,43 397,67
5091 16,88 5,55 416,00
5092 11,93 6,77 122,00
5093 9,84 6,07 191,00
5094 13,56 6,45 313,00
5095 12,94 6,29 211,00
5096 10,98 5,90 237,67
5098 14,65 5,97 356,00
5099 12,44 5,18 354,00
5100 12,80 6,10 199,00
5101 9,72 5,94 209,33
5102 13,23 5,57 437,00
5103 12,84 6,18 394,67
5106 18,22 7,03 323,33
5108 17,55 6,64 314,67
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Cizelge 4.1 Makrofungus izolatlarinin DPPH radikal giderimi, toplam fenolik madde
icerikleri ve biyomas agirliklari (devam)

OoBCC DPPH Toplam Fenolik Madde Miktari Biyomas
Kodu (% Giderim) (mg GEA/ 100 ml Besiyeri) (mg /100 ml Besiyeri)
5109 20,82 6,78 345,67
5110 1,21 6,28 452,67
5111 13,87 7,06 205,00
5116 10,31 5,40 359,33
6035 11,30 6,16 390,67
6050 14,69 6,37 368,00
6051 11,33 6,31 246,33
6052 14,79 6,48 352,67
6053 8,33 5,63 322,67
6054 14,96 1,75 373,67
6055 10,20 6,28 249,67
6056 10,59 7,22 413,00
6057 15,48 7,36 160,00
6058 15,74 6,64 334,33
6059 18,15 741 308,00
6060 10,81 4,97 316,00
6061 28,19 6,42 416,67
6062 16,94 6,28 434,00
6063 7,37 5,19 261,67
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Cizelge 4.1 Makrofungus izolatlarinin DPPH radikal giderimi, toplam fenolik madde
icerikleri ve biyomas agirliklari (devam)

OoBCC DPPH Toplam Fenolik Madde Miktar1 Biyomas
Kodu (% Giderim) (mg GEA/ 100 ml Besiyeri) (mg /100 ml Besiyeri)
6064 13,76 6,80 168,00
6065 12,20 6,08 207,00
6066 7,99 4,60 356,00
6067 8,31 4,74 443,00
6068 10,10 6,39 270,00
6069 33,16 9,27 379,00
6070 19,70 6,37 396,67
6071 14,00 7,08 445,67
6072 11,31 6,28 152,00
6073 21,65 7,11 157,33
6074 12,11 6,05 346,00
6076 12,61 4,16 511,00

= 36,98

(m% N 69,84 : :
> 94,54
5 15,39

(n?ngTwl) 3 24,62 ] ]
o 32,54

Besiyeri 19,75 7,60 -
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Antioksidan aktivitelerine gore degerlendirilerek yapilan tarama caligmasinin
sonucuna gore yiiksek DPPH radikal siipiiriicii aktivite degerine sahip olan OBCC 3, OBCC
5109, OBCC 6061 ve OBCC 6069 kodlu izolatlar segilerek diger aktivite ¢aligmalarinin

yapilmasina karar verilmistir.

4.2. Secilen makrofunguslarin antioksidan aktivitesinin arastirilmasi

4.2.1. DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayini

Yapilan tarama ¢alismasi ile segilen makrofungus ekstraktlarinin her biri igin 0,1-1
mg/ml araliginda ardisik 10 konsantrasyon hazirlanarak ¢alisilmistir. OBCC 3, OBCC 5109,
OBCC 6061 ve OBCC 6069 kodlu izolat ekstraktlarinin her konsantrasyonu igin DPPH
radikal siipiiriicii antioksidan aktivite absorbans degerleri ol¢lilmiistiir. Absorbans degerleri
ile lineer regresyon grafigi ¢izilip elde edilen denklem ile DPPH derisimini yariya diisiiren

ekstrakt miktarlar1 belirlenmistir.

Elde edilen veriler dogrultusunda izolat ekstraktlarinin ECso degerlerinin pozitif
kontroller ile rekabet edebilecek seviyede bir aktiveye sahip olmadigi belirlenmistir. ECso
degerleri agisindan OBCC 6069 > OBCC 3 > OBCC 6061 > OBCC 5109 sirasinda aktivite

gostermektedirler. Ekstraktlarin ECso degerleri ve Cizelge 4.2 ‘te sunulmustur.

Cizelge 4.2 Izolatlarn ve bilinen antioksidanlarin DPPH radikal siipiiriicii antioksidan
aktivite testi i¢in ECso degerleri

Fungus izolat Kodu ECso Degerleri (mg/ml)
OBCC 3 2,303
OBCC 5109 4,145
OBCC 6061 2,877
OBCC 6069 1,934
Askorbik asit 0,137
BHT 0,505
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Sekil 4.1 izolatlarin DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayini renk degisimleri (sol basta kor
0,1-0,2-0,3-0,4-0,5-0,6-0,7-0,8-0,9-1 mg/ml konsantrasyonlar1) a: OBCC 3, b: OBCC 5109,
c: OBCC 6061, d: OBCC 6069

Antioksidan aktivitenin arastirildig1 hizli sonug alinan en yaygin yontem olan DPPH

radikali siipiiriicti aktivite tayini ile ilgili literatiirde pek ¢ok ¢aligsmaya rastlanmaktadir.

Dulay vd. (2017) Lentinus tigrinus ve Pleurotus djamour’un hekzan ve asetonitril
ekstraktlari ile yaptiklart calismada DPPH radikal giderimlerinin ECso degerlerini sirasi ile
0,638 mg/ml ve 0,710 mg/ml olarak rapor etmislerdir. Baska bir ¢alismada Yalgin vd.
(2020) Ganoderma carnosum Pat. ve Ganoderma pfeifferi Bres. tiirlerinin etil asetat,
metanol ve su ile ekstraksiyonu sonrasi yaptiklart DPPH radikal giderim tayini sonuglarin
troloks esdegeri olarak sunmuslardir. Calismalarinda G. carnosum ve G. pfeifferi’nin etil
asetat, metanol ve su ekstraktlarinin ECsg degerleri sirast ile 41,63, 215,85, 125,28 ve 42,97
30,60, 103,02 mg TE/ g ekstrakt olarak rapor etmislerdir. Charumathy vd. (2016) yaptiklari
caligmalarinda ise Hericium erinaceus’un sicak su ile ekstrakte edip farkli
konsantrasyonlarinin DPPH radikal giderimini arastirmiglardir. Elde ettikleri ECso

degerlerini 2,13 mg/ml olarak rapor etmislerdir.



Cizelge 4.3 Makrofungus izolatlarinin bazi diger ¢alismalarla kiyaslanmasi
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ECso Degerleri

Cahisilan Makrofungus Referans
(mg/ml)

Hericium erinaceus 2,13 Charumathy vd. (2016)
Lentinus tigrinus 0,638 Yal¢in vd. (2019)
Pleurotus djamour 0,710 Yal¢in vd. (2019)
A. auricula-judae (metanol) 0,855 Oke ve Aslim (2011)
A. auricula-judae (su) 0,309 Oke ve Aslim (2011)
P. eryngii (metanol) 0,909 Oke ve Aslim (2011)
P. eryngii (su) 0,545 Oke ve Aslim (2011)
Ganoderma lucidum 0,730 Taofiq vd. (2017)
OBCC 3 2,303 Bu ¢alisma
OBCC 5109 4,145 Bu ¢alisma
OBCC 6061 2,877 Bu ¢alisma
OBCC 6069 1,934 Bu ¢alisma

Calismada kullanilan izolatlar farkli ¢calismalar ile karsilastirildiginda OBCC 6069

kodlu izolatin yiiksek aktiviteye sahip oldugu sdylenebilmektedir (Cizelge 4.3). Izolatlarin

kiiltir sivisinin ekstraksiyonu ile elde edilen sekonder metabolitlerin fruktifikasyon yapilar

ile arastirilan DPPH radikal siipiiriicii aktiviteye oranla yiiksek aktivite gdsterebilecegi

yorumu yapilabilmektedir.
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4.2.2. Rediikleyici gii¢ 6l¢iimii ile antioksidan aktivite tayini

Rediikleyici gli¢ 6l¢iimii ile antioksidan aktivite tayininde, antioksidanlar elektron
bagis1 yaparak Fe** iyonlarini Fe?* iyonlaria déniistiirmektedir. Elektronlarin reaktif serbest
radikal tiirlerine bu sekilde baglanmasi ile serbest radikal zincir reaksiyonlarnin sona

ermesini desteklemektedir (Sudha vd., 2016).

Calismada kullanilan izolat ekstraktlar1 ile hazirlanan 0,1-1 mg/ml araliginda ardisik
konsantrasyonlar kullanilarak Fe3* iyonlarinin Fe?* iyonlarina indirgemesi deney sonunda
spektrofotmetrede oOlgiimii yapilarak elde edilen absorbanslar ile belirlenmistir.
Absorbanslardan ¢ikarilan grafik ile ECso degerleri hesaplanan izolatlar degerlendirildiginde
OBCC 6069 kodlu izolatin diger izolatlara oranla rediikleme giiciiniin Yyiiksek oldugu
belirlenmistir. Rediikleme giicii arastirilan izolatlar ve pozitif kontrollerin ECso degeri

Cizelge 4.4 ve Sekil 4.2 sunulmustur.

Cizelge 4. 4 izolatlarin ve bilinen antioksidanlarin rediikleyici giic testi icin ECso degerleri

Fungus izolat Kodu EC 50 (mg/ml)
OBCC 3 0,570
OBCC 5109 1,464
OBCC 6061 0,853
OBCC 6069 0,416
Askorbik Asit 0,043
BHT 0,110
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Sekil 4.2 izolatlarin rediikleyici gii¢ tayini renk degisimleri (sol basta kor 0,1-0,2-0,3-0,4-
0,5-0,6-0,7-0,8-0,9-1 mg/ml konsantrasyonlar1) a: OBCC 3, b: OBCC 5109, ¢: OBCC 6061,
d: OBCC 6069, e: Askorbik asit, f: BHT

Antioksidan aktivitenin arastirildigt reaktiflerin indirgenmelerinin
degerlendirilebildigi yontemlerden biri olan rediikleyici gii¢ tayini ile ilgili olarak literatiirde

bir¢ok arastirmacinin ¢alismalar1 mevcuttur.

Lee vd. (2007), Hypsizigus marmoreus (Peck) Bigelow’ un etanol, soguk ve sicak su
ektraksiyonu ile elde ettikleri ekstraktlarin rediikleyici gii¢ aktivitesini arastirmislardir. ECso
degerlerini siras1 ile 12,0, 2,24 ve 6,08 mg/ml olarak belirlenen degerlerin kullanilan farkli
ekstraksiyon c¢oziiciilerinin elde ettikleri metabolitler ile aktivite arasindaki farki
sunmaktadir. Yapilan bir diger calismada ise, Shon vd. (2003) rediikleyici giiclinii
arastirdiklar1 Phellinus baumii makrofungusunun 1 mg/ml konsantrasyondaki metanol, etil
asetat, butanol, su ve kloroform ekstraktlarinin absorbans degerlerinin sirasi ile 1,94, 3,00,

2,86, 1,99 ve 3,00 oldugunu rapor etmislerdir.
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Cizelge 4.5 Makrofungus izolatlarinin rediikleyici gii¢ ile elde edilen ECso degerlerinin bazi
diger ¢alismalarla kiyaslanmasi

Calisilan Makrofunguslar ECa0 Degerleri Referanslar
(mg/ml)

Hypsizigus marmoreus (etanol) 12,00 Lee vd. (2007)
Hypsizigus marmoreus (sicak su) 2,24 Lee vd. (2007)
Hypsizigus marmoreus (soguk su) 6,08 Lee vd. (2007)
Schizophyllum commune (etanol) 0,83 Devi vd. (2014)
Ganoderma lucidum 0,15 Taofiq vd. (2017)
Agaricus silvaticus Schaeff (su) 0,72 Garrab vd (2019)
Hydnum rufescens Pers (su) 0,37 Garrab vd (2019)
Meripilus giganteus (Pers.) Karst. (su) 0,55 Garrab vd (2019)
Agaricus silvaticus Schaeff (metanol) 0,49 Garrab vd (2019)
Hydnum rufescens Pers(metanol) 0,40 Garrab vd (2019)
Meripilus giganteus (Pers.) Karst. (metanol) 0,50 Garrab vd (2019)
OBCC 3 0,57 Bu ¢alisma
OBCC 5109 1,46 Bu ¢alisma
OBCC 6061 0,85 Bu calisma
OBCC 6069 0,42 Bu c¢alisma

Literatiir ile karsilastirildiginda, ¢calismada kullanilan makrofungus izolatlarinin her

birinin rediikleyici gili¢ aktivitesinin yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5). OBCC 6069
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kodlu izolatin ise genel alamda bakildiginda karsilastirilan ¢aligmalar arasinda diisiik ECso

degeri ile yliksek bir aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

4.2.3. Metal selatlayici aktivite tayini

Gegis metallerinin Fenton ve Haber-Wess reaksiyonlari ile hidroksil radikallerinin
tiretilmelerinde katalize edici bir rol oynadigi ve iiretilen hidroksil radikallerinin lipidin
perokside olmasina sebep oldugu belirtilmektedir. Bu nedenlerden dolay1 antioksidan
ozelliklerin baginda metalleri selatlama yetenegine sahip olmas: gelmektedir (Ozparlak vd.,
2016).

Calismada selatlama yeteneginin 6lglilmesi, ekstraktlarin i¢inde yer alan antioksidan
molekiillerin ferrozin ile yaptiklar1 selatlama yarisi ile belirlenmistir. Izolatlarm aktiviteleri
pozitif kontrol ile yarisamayacak diizeydedir. Ancak kendi aralarinda karsilastirildiklarinda
OBCC 6061 kodlu izolatin 6n sirada yer aldigi, ardindan OBCC 5109, OBCC 3 ve OBCC
6069 sirasi ile yer aldiklar1 gozlemlenmektedir. Izolat ekstraktlarinin metal selatlama

aktivitelerinin ECso degerleri Cizelge 4.6 ve Sekil.4.3’de sunulmustur.

Cizelge 4.6 izolatlarin metal selatlama aktivite tayini ile elde edilen ECso degerleri

Fungus izolat Kodu ECso (mg/ml)
OBCC3 9,878
OBCC 5109 3,592
OBCC 6061 2,730
OBCC 6069 17,805
EDTA 0,013
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Sekil 4.3 Izolatlarin metal selatlama aktivite tayini ile elde edilen renk degisimleri (sol basta
kor 0,1-0,2-0,3-0,4-0,5-0,6-0,7-0,8-0,9-1 mg/ml konsantrasyonlar1) a: OBCC 3, b: OBCC
5109, c: OBCC 6061, d: OBCC 6069, e: EDTA

Diindar vd. (2016) A. arvensis, A. campestris, A. mellea, F. fomentarius, C. micaceus,
C. versicolor ve L. deliciosus makrofunguslarinin metanol ile yapilan ekstraksiyonu sonrasi
4 mg/ml konsantrasyonlarda metal selatlama aktivite inhibisyonlarinin sirasi ile %78,12,
%75,23, %68,41, %82,78, %55,17, %73,56 ve %88,68 oldugunu belirlemislerdir.

Yapilan bir diger ¢alismada Bahadori vd (2019), Melanoleuca cognata (Fr.) Konrad
ve Melanoleuca stridula (Fr.) Singer makrofungus 6rneklerinin etil asetat, metanol ve su
ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerini arastirmislardir. Metal selatlama aktivitelerini
arastirdiklari etil asetat, metanol ve su ekstraktlarinin ECso degerlerini M. cognata’nin 0,93,
8,84 ve 21,7 umol EDTA es degeri/g kuru agirlik, M. stridula’nin ise 0,54, 9,4 ve 18,9 umol
EDTA es degeri/g kuru agirlik oldugunu rapor etmislerdir.

Oke ve Ashm (2011), A. auricula-judae ve. P. eryngii’nin su ve metanol
ekstraktlarinin galatlama aktivitesini arastirmislardir. Arastirmalart sonucuna gore A.
auricula-judae’nin su ve metanol ekstraktlarinin aktiviteleri sirasi ile 3,08 ve 1,52 mg/ml

iken P. eryngii’nin ise 5,23 ve 0,42 mg/ml oldugunu belirlemislerdir.
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Orhan ve Ustiin (2011), calismalarinda Cantharellus cibarius, Polyporus gilvus,
Polyporus sulphureus, Polyporus annosus, Polyporus pinicola, Polyporus volvatus,
Polyporus fomentarius, Polyporus stevenii ve Trametes versicolor’un etonal ekstraklarini 5
mg/ml konsantrasyonda kullandiklar1 metal selatlayici aktivite tayininde aktiviteye sahip
olmadiklarin1  belirlemislerdir. Ancak Polyporus radiatus’un %18,05, Lactarius
deliciosus’un %33,30 ve Polyporus badius izolatinin ise %23,22 inhibisyon degeri verdigini

belirlemislerdir.

Literatiirde arastirmacilar tarafindan metal selatlama aktivitesi arastirilan
makrofunguslar ve ¢alismamizda kullandigimiz izolatlar karsilastirildiginda OBCC 5109 ve
OBCC 6061 kodlu izolatin ECsp degerleri ile 6ne gegtigi gozlemlenmektedir. OBCC 3 ve
OBCC 6069 kodlu izolatlarin diger yontemlerde yiiksek aktivite degerlerine sahip iken metal
selatlama aktivitelerinin ¢ok diislik seviyelerde seyrettigi diger ¢aligmalar ile karsilastirmalar

sonucunda belirlenmistir.

4.2.4. Beta karoten — lineloik asit yontemi

Beta karoten — lineloik asit yonteminde, serbest radikaller bir molekiilii hedef
aldiginda antioksidanlarin o molekiilii koruma yetenegi ve lipit oksidasyonunu 6nleme ya da
geciktirme kapasitesini 6lgmektedir (Olszowy ve Dawidowicz 2016). Model lipit substrati
kullani1ldiginda yontemde olusturulan deney ortami gidalarda ve insanlarda meydana gelen

gercek lipit sistemine yakin olmaktadir (Koleva vd., 2002).

Sistemde olusturulan peroksil radikallerinin beta-karotene baglanmasi ile ¢ozelti
rengi acilmaktadir. Ekstraktlarda bulunan antioksidan molekiillerinin beta-karoteni
koruyarak rengin acilmasmi oOnlenmesi yiizde koruma olarak hesaplanmistir. Izolat
ekstraktlarinin % renk koruma aktiviteleri incelendiginde OBCC 3 > OBCC 6061 > OBCC
6069 > OBCC 5109 kodlu izolatlarin koruma aktiviteleri sirasinda oldugu belirlenmistir.
Izolatlarin beta karoten — lineloik asit yonteminde elde edilen yiizde koruma degerleri

Cizelge 4.7 ‘de sunulmustur.
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Cizelge 4.7 Beta karoten- linoleik asit yontemi ile renk koruma yiizdeleri
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Beta karotenin renginin korunmasi ile belirlenen antioksidan aktivite caligmalarindan

biri olan beta karoten-linoleik asit yontemi ile literatiirde pek ¢ok ¢alismalar mevcuttur.

Li vd. (2012), Ganoderma atrum 'mun etanol ekstraktini kullanarak yaptiklari
caligmalarinda beta-karoten linoleik asit yontemi ile ekstraktin ECso degerinini 2301.08

ug/ml olarak rapor etmislerdir.

Celik vd. (2014) Ganoderma lucidum ile yaptiklar1 ¢alismalarinda ise etanol ve
metanol ile elde ettikleri ekstraktlarinin ECso degerlerinini sirasi ile 0,425 ve 0,224 mg/g

olarak belirlemislerdir.

Calismada kullanilan izolatlarin renk koruma yiizdeleri ve konsantrasyonlar
degerlendirildiginde diger ¢alismalarda kullanilan izolatlarin sus farki ve ekstraksiyon
cozeltilerinin farklilig1 nedeni ile renk koruma giiciiniin degisebildigini gdstermektedir.

Kiyaslama yapildiginda kullanilan izolatlarin aktivitesinin yaristirilabilir diizeyde oldugu
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kanaatine varilirken, bazi ¢alismalar ile karsilagtirildiginda ise diisiik aktivite gosterdigi

gozlemlenmektedir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 Makrofungus izolatlarinin ve bazi diger ¢aligmalarin % renk korumalarinin
karsilastirilmast

Calisilan Makrofunguslar Konsantrasyonlar ¥o Renk Referanslar
(mg/ml) Koruma
Ganoderma lucidum (etanol) 0,425 50 Celik vd. (2014)
Ganoderma lucidum (metanol) 0,224 50 Celik vd. (2014)
Ganoderma atrum 2,301 50 Li vd. (2012),
Cantharellus cibarius 5 3,50 Orhan ve Ustiin (2011)
Polyporus gilvus 5 2,21 Orhan ve Ustiin (2011)
Polyporus annosus 5 3,50 Orhan ve Ustiin (2011)
Lactarius deliciosus 5 17,46 Orhan ve Ustiin (2011)
OBCC 3 1 25,95 Bu ¢alisma
OBCC 5109 1 16,63 Bu calisma
OBCC 6061 1 24,04 Bu caligma
OBCC 6069 1 18,72 Bu c¢aligma
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4.2.5. Toplam fenolik madde miktar: tayini

Makrofungus ekstraktlarin antioksidan giiciiniin fenolik maddelerden kaynakli
oldugu ve aralarinda yiiksek bir koralasyonun oldugu bilinmektedir (Kosani¢ vd., 2017).
Fenolik bilesikler serbest radikallere hidrojen verebilen ve fenolik hidroksil gruplarinin
varligindan dolay:r lipit oksidasyonunun baslangi¢ asamasinda durdurabilen potansiyele

sahip antioksidanlardir (Kosani¢ vd., 2012).

Y ontemde Folin—Ciocalteu ¢ozeltisi fenolik maddeler ile redoks tepkimesine girerek
mavi renk vermektedir. Degisen rengin absorbans degerleri gallik asit standart egrisinden

c¢ikarilan denklem ile degerlendirilmistir.

Calismada izolatlarin fenolik madde igerikleri degerlendirildigine OBCC 6069 kodlu
izolatin yiiksek fenolik maddeye sahip oldugu, takibinde OBCC 3, OBCC 6061 ve OBCC

5109 kodlu izolatlarin izledigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar gallik asit esdegeri olarak

Cizelge 4.9 ve Sekil 4.4’ de sunulmustur.

Cizelge 4.9 izolatlarm gallik asit esdegeri cinsinden toplam fenolik madde miktar1 degerleri

Fungus izolat Kodu Toplam Fenolik Madde Miktari

(mg GEA/ g ekstrakt)

OBCC 3 74,59
OBCC 5109 44,59
OBCC 6061 68,77

OBCC 6069 76,08
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Sekil 4.4 Izolatlarin fenolik madde iceriklerine gore renk degisimleri (sol bastan kor-6rnek
1 mg/ml) a: OBCC 3, b: OBCC 5109, c¢: OBCC 6061, d: OBCC 6069

Makrofunguslarin antioksidan aktivitelerinin arastirildigir c¢aligmalarda fenolik

maddelerin varligi her defasinda sorgulanmaktadir.

Ivone vd., (2016) yaptiklar1 caligmalarinda fruktifikasyon yapisini kullandiklar:
Ganoderma curtisii’nin etanol ve etanol:su (60:40, v/v) ile sirasiyla 78 °C ve 80 °C ile 1s1
kullanarak yaptiklari ekstraksiyonda elde ettikleri ekstraktlarin fenolik madde miktarlarini
49,15 ve 35,63 mg GAE / g ekstrakt olarak tespit etmislerdir.

Modi vd., (2014) Ganoderma lucidum fruktifikasyon yapisinin metanol, etil asetat,
kloroform ve metanol: etil asetat (50:50, v/v) ile ekstrakte ederek farkli solvetler ile elde
ettikleri ekstraktlarinin total fenolik madde igeriklerini karsilastirmak tizere arastirmislardir.
Calismalar1 sonucu metanol, etil asetat, kloroform ve metanol: etil asetat solvent
ekstraktlarinin fenolik madde igeriklerini sirasi ile 83,67, 33,83, 41,81 ve 73,90 mg GEA/ g
ekstrakt olarak tespit etmislerdir.

Bir diger ¢alisma Salamah vd., (2018) Ganoderma amboinense makrofungusunun
maserasyon ve soxalet metodlari ile metanol ekstraksiyonunu gerceklestirmislerdir. Toplam
fenolik maddelerini arastirdiklari ¢alismalarinda 26,72 ve 23,27 mg GEA/ g eckstrakt

oldugunu belirlemislerdir.
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Cizelge 4.10 Makrofungus izolatlariin ve bazi diger ¢alismalarin toplam fenolik madde

miktarlarinin karsilastirilmasi

Cahsilan Makrofunguslar

Toplam Fenolik
Madde Miktari

(mg GEA/g ekstrakt)

Referanslar

Ganoderma curtisii (etanol) 49,15 Ivone vd., (2016)
Ganoderma curtisii (etanol:su) 35,63 Ivone vd., (2016)
Ganoderma lucidum (metanol) 83,67 Modi vd., (2014)
Ganoderma lucidum (etil asetat) 33,83 Modi vd., (2014)
Ganoderma lucidum (kloroform) 41,81 Modi vd., (2014)
Ganoderma lucidum (metanol:etil asetat) 73,90 Modi vd., (2014)
Ganoderma amboinense 26,72 - 23,27 Salamah vd., (2018)
OBCC 3 74,60 Bu ¢alisma
OBCC 5109 44,60 Bu ¢alisma
OBCC 6061 68,80 Bu caligma
OBCC 6069 76,10 Bu caligma

4.3. Sitotoksisite Tayini

4.3.1. MTT yontemi ile sitotoksik aktivite

OBCC 3, OBCC 5109, OBCC 6061 ve OBCC 6069 kodlu makrofungus izolat

ekstraktlari ile yapilan MTT c¢alismasi ile elde edilen sonuglar1 % canli hiicre ve inhibitor

konsantrasyonu (ICsp) olarak hesaplanmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonuglari ve ICso

degerleri Cizelge 4.11, Sekil 4.5 ve Skil 4.6’da sunulmustur.
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Cizelge 4.11 Izolat ekstraktlarinin sitotoksik etki 1Cso degerleri

Hiicre Hatlar 3T3 MCF-7
: IC /ml IC /ml
Izolat Kodlan (1Cs0 pg/ml) (1Cs0 pg/ml)
OBCC3 16.79 26,39
OBCC 5109 16.99 57,15
OBCC 6061 17.25 63,16
OBCC 6069 18.27 74,35
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Sekil 4.5 Izolat ekstraktlarmin MCF-7 hiicre hatt1 iizerine olan sitotoksik etkisi (One-Way

ANOVA * kontrole gore anlamlilig1)




55
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Sekil 4.6 Izolat ekstraktlarmm 3T3 hiicre hatt1 iizerine olan sitotoksik etkisi (One-Way
ANOVA * kontrole gore anlamlilig)

OBCC 3 ve OBCC 5109 kodlu izolatlarin kanserli hiicre hatt1 {izerinde daha diistik
konsantrasyonda gostermis olduklar1 sitotoksik etki varligi dolayisiyla apoptotik

aktivitesinin arastirilmasina karar verilmistir.

4.3.2. Akis sitometride Annexin V-PI yontemi ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Makrofungus izolatlarinin ekstraktlari ile sitotoksik etkisinin MTT ile calisilmasi
sonrasinda OBCC 3 ve OBCC 5109 kodlu izolatlariin apoptotik etkisin arastirilmasina
karar verilmistir. MTT ile elde edilen verilerde 500 ve 250 pg/ml konsantrasyonlarmin
anlamli bir sitotoksik deger gostermesi ile apoptotik etkinin bu konsantrasyonlarda
arastirtlmasina karar verilmistir. Akis sitometrisi ile yapilan Annexin V-PI boyamasi

sonrasinda sonuglar degerlendirilmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.7, Sekil 4.8)
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OBCC 3 ve OBCC 5109 kodlu izolatlarin 3T3 hiicre hatt1 izerindeki apoptotik etkisi
arastirildiginda 250 pg/ml konsantrasyon varliginda canli hiicre degerlerinin %76 ve %89,4
oranlarinda oldugu gézlenmektedir. OBCC 5109 kodlu izolatin 3T3 hiicre hatt1 iizerindeki
apoptotik ve nekrotik % degerleri OBCC3 izolatina gore daha diisiiktiir. Bu nedenle OBCC
5109 kodlu izolatin saglikli hiicre hatti olan 3T3 de sitotoksik etkisinin daha az oldugu ortaya

konmustur.

OBCC 3 izolatinin MCF-7 hiicre hatt1 iizerindeki apoptotik etkileri incelendiginde
ise kontrol grubuna gore nekrotik ve apoptotik hiicre degerlerinin arttig1 belirlenmistir.

Ancak 3T3 hiicre hattina gore apoptotik etkisinin az oldugu gézlemlenmistir.

OBCC 5109 kodlu izolatin ise MCF-7 hiicre hattina karsi 250 pg/ml ekstrakt
varliginda canli hiicre degerinin %77, nekrotik hiicre degerinin %10,5, apoptotik hiicre
degerinin ise %12,2 oldugu gozlemlenmektedir. OBCC 5109 kodlu izolatin 500 pg ekstrakt
varliginda ise nekrotik ve apoptotik hiicre degerlerlerinde diisme, canli hiicre degerinde ise

artis gézlemlenmektedir.

Elde edilen veriler dogrultusunda OBCC 5109 kodlu izolatin Mcf-7 hiicre hattina
kars1 250 pg/ml konsantrasyonunda anlamli bir apoptotik ve nekrotik etkiye sahip oldugu,
OBCC 3 kodlu izolatin ise MCF-7 hiicre hatt1 iizerine nekrotik ve apoptotik etkisinin kontrol

grubuna gore arttig1 ancak 37T3 hiicre hattina gore etkisinin diislik oldugu belirlenmistir.

Baran vd. (2017) Russula delica Fr.’nin 5 ve 0,315 mg/ml konsantrasyonlarini
kullanarak MCF-7 ve 1929 fibroblast hiicre hatlarinda sitotoksisitesini, nekrotik ve
apoptotik  etkisini  aragtirmiglardir. Beklenilen etkinin bulunamadigi belirttikleri
caligmalarinda MCF-7 hiicre hattina karsi 5 mg/ml konsantrasyonda %27,55 canlilik oram
bulduklarini belirtmislerdir. Bir diger ¢calismada Liu vd. (2009) Suillus placidus’den etil
asetat ile ekstrakte ederek elde ettikleri sitotoksik bir bilesik olan suillini izole etmislerdir ve
HepG2 hiicre hattina kars1 apoptotik etkisini aragtirmiglardir. Suillinin 2, 4, ve 6 M’lik
konsantrasyonlarinin apoptotik hiicre yiizdelerini siras1 %7,95, %11,62 ve %24,04 olarak

saptamiglardir.
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Cizelge 4.12 OBCC 3 ve OBCC 5109 kodlu izolatlarin 3T3 ve MCF-7 hiicreleri iizerindeki
apoptotik etkileri

Deney Gruplar Nekrotik Canli Apoptik
eney brupla Hiicre (%) | Hiicre (%) | Hiicre (%)
Kontrol 0,3 98,9 0,2
= 250 11,5 76 10,2
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S3E 2
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Literatiir arastirmalarinda mantar ekstraktlar1 ile yapilan apoptotik etki
caligmalarinda makrofunguslarin diisiik konsantrasyonlarinda yiiksek aktivite varlig
gozlemlenmemistir. Ancak spesifik bir metabolit ekstraksiyonu sonras1 diisiik
konsantrasyonlar ile yapilan ¢alismalarda etkinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu baglamda
izolatlarimizdan elde ettigimiz ekstraktlarin bir¢ok metaboliti barindirdig1 diisiintiliirse,
calisilan konsantrasyonlarin apoptotik hiicre degerlerinin diisiik yilizdelerde goriilmesinin
sebebi oldugu disiiniilebilmektedir. Ayni sekilde diger aktivite yontemlerinde de
karsilagilan durum olan ekstraksiyon ¢oziiciiniin kimyasal yapisi kaynakli olarak aktivite

degisikligi goriilmesine neden olabilmektedir.

Antioksidan ve antikanser aktivitenin birbirleri ile korelasyonlu olmas1 muhtemeldir.
Ancak bu durumun calismamizda yer alan izolatlardan bazilarinda degistigi
gozlemlenmektedir. Sitotoksik etkilerinin arastirilmasinda, farkli hiicre hatlar1 ile yapilacak
calisilmalarin sonuglarina gore kesin kaniya varilacagi diisiiniilmektedir. OBCC 5109 kodlu

izolatin 3T3 hiicre hatt1 iizerindeki apoptotik ve nekrotik % degerleri OBCC 3 izolatina gore
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daha diisiik, MCF-7 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkisinin daha yiiksek
olmasi, OBCC 5109 nolu izolatin diger izolatlara gore daha ayrintili arastirma potansiyeli
tasiyan, ayn1 zamanda ileri ve molekiiler ¢alismalara aday olabilecek biyoaktif metabolitlere

sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.7 OBCC 3 (T99) ve OBCC 5109 (MA14) kodlu izolatlarin 3T3 hiicreleri tizerindeki
apoptotik etkileri
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Sekil 4.8 OBCC 3 (T99) ve OBCC 5109 (MA14) kodlu izolatlarin MCF-7 hiicreleri

tizerindeki apoptotik etkileri
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4.4. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

4.4.1. Disk difiizyon yontemi

Makrofunguslar pek c¢ok sekonder metabolite sahiptirler ve bu biyoaktif
metabolitlerin bircogu bakteri, mantar ve virlislerle miicadele ettigi ¢ok ¢esitli dogal

antibiyotikleri olusturmaktadir (Akyiiz vd., 2010).

Calismada OBCC 3, OBCC 5109, OBCC 6061 ve OBCC 6069 kodlu makrofungus
izolatlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmasinda ilk olarak disk difiizyon yontemi
uygulanmistir. Ekstraktlarin emdirildigi diskler ekim yapilan petri kaplarina aktarilarak
organizmalarin {iremeleri icin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonlar1 sonrasinda
disklerin gram (-) bakteri olan Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ve Escherichia coli
(ATCC 25922) suslarina kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari zon varlig: ile
belirlenmigtir. Calismada kullanilan maya ve kiiflere karst antifungal aktivitelerinin
olmadig1 belirlenmistir. Yontemde kullanilan test mikroorganizmalar1 ve pozitif kontrol

sonuglar1 Cizelge 4.13” de sunulmustur.
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Makrofunguslarin antimikrobiyal etkisi pek ¢ok aragtirmacinin dikkatini ¢ekmistir.

Literatiirde karsilasilan ¢alismalarin bazilar1 sunlardir.

Celik vd. (2014) etanol ve metanol ile ekstrakte ettikleri Ganoderma lucidum
izolatinin 3 bakteri susu ve 2 maya kullanarak disk diflizyon yontemi ile antimikrobiyal
aktivitesine arastirmiglardir. Uyguladiklar1 disk difiizyon metodundan elde edilen veriler
dogrultusunda G. lucidum etanol ekstraktinin E.coli ve C. albicans’a kars1 aktivitesinin
varligi gozlemlenirken, metanol ekstraktinin ise aktivite gostermedigini belirlemislerdir.
Ayni sekilde C. glabrata’ya karsi metanol ekstrakti aktivite zonu varligr gézlemlenmistir,

ancak etanol ekstraktinda aktivite zonuna rastlanmadigi belirtilmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14 G. lucidum ekstraktinin disk diflizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitesi
(Celik vd., 2014)

Inhibisyon Zonu (mm)
Test Patojenleri
Etanol Metanol Eitromisin Nistatin

B. subtilis RSKK 244 13+1 10+0 20+0

E. coli ATCC 25222 1620 9+0

S. enteritidis ATCC 13076 12+0 1240 9+0
C. glabrata RSKK 044019 25+1 3340
C. albicans ATCC 90028 10+1 2240

On adet makrofungus izolat1 ile antimikrobiyal aktivitenin arastirildigi baska bir
caligmada Akyiiz vd. (2010) yaptiklar1 disk difiizyon yonteminde 4 bakteri (Bacillus
megaterium DSM 32, Staphylococcus aureus COWAN 1, Escherichia coli ATCC 25922 ve
Klebsiella pneumoniae FMC 5), 2 maya (Candida albicans FMC 17 ve Candida glabrata
ATCC 66032) ve 2 adet dermofit (Trichophyton spp. ve Epidermophyton spp.)
kullanmiglardir. Yapilan ¢alismada aym tiir olmalarina karsin test mikroorganizmalarina

kars1 olan aktivitelerinin farkliliklar belirlenmistir (Sekil 4.8). Ayni tiir olup yabani ve kiiltiir
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formlarinin sus farklilign dolayist ile aktivitelerinin farklilik gosterebildigini rapor

etmiglerdir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15 Farkli makrofunguslarin disk diflizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitesi
(Akytiz vd., 2010).

inhibisyon (mm)
Test S .
) -
Suslari S < = =
2 c o « s 8
L g n % IS o E
© = @ RS} S E 2
[@2) - — a5 [ e o
& S S 5 = S S 5
Mantarlar = K > b 5 5 2 £
o i N % o @) w =
T. boudieri ) y 7.5+0.7 , i - - -
A. bisporus ) 7.5+0.7 - 8,5+0,7 - 9,542.1 - 10+1,4
P. ostreatus i 9.5+0,7 . - - 8,0+0,0 - 8,5+0,7
P. ostreatus ] B P - | | 80500 | 80400
P. ostreatus ) ) ) - - - 8,5+0,7 | 9,014
P. ostreatus 8,5:0.7 | 9,5+0,7 - 9,0+1,4 - 8,0+0,0 - 8,5+0,7
P. ostreatus 75407 | 7.5+0.7 | 8,040.0 lo,gio, ) ) ) ll,iiZ,
P.sajor-caju } - - 7,540,7 - 8,5+0,7 - -
P.eryngii var. 0.041.4 | 8,5+0.7 i 12,041, 7,540, 11,542, | 10,0+I, 9,542,1
eryngii 4 1 4
P. eryngii var. 8,5:0.7 | 8,0£0.,0 - 7,5+£0,7 | 8,5+0,7 | 8,5+0,7 | 8,0+0,0 -
ferulae
Kontrol grubu 17.0 13,0 16,0 17,0 18,0 14,0 - i,
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Calismada elde edilen sonuglar ve literatiirden edinilen bilgiler dogrultusunda test
mikroorganizmalarina karst arastirilan antimikrobiyal etki sus ve ekstraksiyon ¢oziiciisii
kaynakli farklilik gosterebilmektedir. Kiiltiir sivist ekstraktlarinin E. coli ve P. aeruginosa
disinda bir organizmaya karsi aktivite gostermemesinin ekstrakta bulunan metabolitlerin
antimikrobiyal etkiye sahip olmasindan ya da suslarin farkliligindan kaynaklanabildigini

sOylemek miimkiindiir.

4.4.2. Minimal inhibitér konsantrasyon yontemi (MIiK)

Disk difiizyon yonteminde ekstraktlara duyarli olan Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) ve Escherichia coli (ATCC 25922) suslarina MIK yéntemi uygulanmistir.
Kiiltiir sivilarinin etil asetat ekstraktlarinin Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli

suslarinin MIK degerleri Cizelge 4.20’de sunulmustur.

Tetrozolyum tuzu c¢ozeltisieklenmesi ardindan renk degisimi gozlemlenmeyen
kuyucuklardan ekim yapilarak minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) varligi ve elde
edinilen degerler belirlenmistir. Mikroorganizmalarin bakterisidal konsantrasyon degerleri

Sekil 4.5 ve 4.6° da sunulmustur.

Cizelge 4.16 Makrofungus izolatlarinin MiK ve MBK degerleri

ATCC 27853 ATCC 25922
Etki Tipi Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli

MIK MBK MIK MBK
Deney Grubu (ug/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
OBCC 3 1000 4000 2000 -
OBCC 5109 1000 4000 2000 -
OBCC 6061 1000 2000 2000 -
OBCC 6069 1000 4000 2000 -
Metanol (%40'1Kk) %10 - %20 -
Eritromisin 250 2000 250 2000
Kloramfenikol 62,5 - 500 2000




Sekil 4.9 P. aeruginosa a: MIK plaka goriintiisii b: MBK petri goriintiisii

h17 g3

Sekil 4.10 E.coli a: MIK plaka gériintiisii b: MBK petri goriintiisii
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Genel olarak makrofunguslarin antimikrobiyal aktiviteleri hakkinda yapilan
caligmalar ile ilgili arastirmacilar farkli sonuglara varmiglardir (Migahed vd., 2018).
Makrofunguslarin farkli bolgelerinin gesitli ¢oziicii ekstraktlarinin ayn1 makrofungus olsa
dahi sonuglarin farkli dgerlerde oldugunu bildirmektedir. Antimikrobiyal aktivite varliginin
makrofungus tiirlerinin genetik yapisi, biyokimyasal, fiziksel bilesenlerinden, ¢oziiciilerin
kimyasal ~ farkliliklarindan,  ekstraktlardan =~ ve  hatta =~ mikroorganizmalardan
kaynaklanabilecegini bildirmektedirler (Migahed vd., 2018; Iwalokun vd., 2007; Wang vd.,
2004).
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu ¢alismada 54 adet Ganoderma izolat1 kiiltiir sivilar1 kullanilarak DPPH
radikal siipiiriicii aktivite yontemi ile taranmistir. Yiiksek inhibisyon degeri veren OBCC 3,
OBCC 5109, OBCC 6061 ve OBCC 6069 kodlu izolatlar sonraki ¢aligmalar i¢in segilmistir.
Secilen izolatlarin sonraki aktivite c¢alismalarinda kiiltiir sivisinin  etil asetat ile
ekstraksiyonundan elde edilen ekstraktlar1 kullanilmustir. izolat ekstraktlarinin antioksidan,

antimikrobiyal aktiviteleri ve sitotoksik etkileri in vitro olarak degerlendirilmistir.

Izolatlarin ekstraktlar1 ile ilk olarak antioksidan aktivite calismalari yapilmistir.
Calismalarda DPPH siipiiriicii aktivite, rediikleyici giic ve metal selatlayict aktivite
yontemlerinde OBCC 6069 kodlu izolatin yiiksek aktiviteye sahip olan izolat oldugu
belirlenmistir (siras1 ile ECso 1,934 mg/ml, 0,416 mg/ml, 2,730 mg/ml). Yapilan beta-
karoten linoleik asit yonteminde ise rengin korunmas1t OBCC 3 > OBCC 6061 > OBCC 6069
> OBCC 5109 siralarinda oldugu belirlenmistir.

Makrofunguslarin  biyoaktif metabolitlerinin aktivitelerden sorumlu olduklar:
bilinmektedir. En 6nemlilerinden birinin fenolik maddeler oldugu bir¢ok ¢alismada
vurgulanmaktadir. Aktiviteleri goz Oniine almarak caligmamizda izolat ekstraktlarinin
toplam fenolik madde miktarlar1 arastirilmistir. En yiiksek fenolik madde miktarina OBCC
6069 kodlu izolatin (76,08 mg GAE/g ekstrakt) sahip oldugu belirlenmistir. Total fenolik
madde miktarlar1 agisindan OBCC 6069 kodlu izolatt OBCC 3, OBCC 6061 ve OBCC 5109
kodlu izolat takip etmektedir.

Antimikrobiyal etkinin arastirilmasinda ilk olarak disk diflizyon yOntemi
kullanilmistir. izolatlarin Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ve Escherichia coli
(ATCC 25922) suslarina kars1 antimikrobiyal etkisinin oldugu belirlenmistir. Ardindan MIK
testi uygulanarak etkin konsatrasyon degerinin E. coli susuna kars1 2000 pg/ml iken P.
aeruginosa susuna kars1 ise 1000 pg/ml konsantrasyonlarda oldugu belirlenmistir. MIK testi
ile beraber MBK degerleri belirlenen izolatlarin yanlizca P. aeruginosa susuna karsi etkisi

gbzlemlenmistir.
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Izolat ekstraktlari ile yapilan bir baska ¢alismada MTT yontemi ile sitotoksik etkinin
arastirtlmasidir. Elde edilen verilerde OBCC 3 ve OBCC 5109 kodlu izolatlarin degerleri
incelendigide anlamli bir sitotoksisite varligi gozlemlenmistir. Bir sonraki asamada
kullanilmak iizere belirlenmis olan izolatlarin apoptoik ve nekrotik hiicre canliliklar1 tizerine
olan etkileri aragtirllmigtir. OBCC 5109 kodlu izolatin 250 pg/ml konsantrasyonunda MCF-

7 hiicre hattina kars1 apoptotik ve nekrotik etkilerinin bulundugu belirlenmistir.

Yapilan calisma sonuglarina gére aym tiir makrofunguslarin kullanilmis olmasina
karsin sus farkliliginin aktiviteler {izerine olan etkileri goriilmektedir. Yapilan antioksidan
ve antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinda literatiirde de karsilasildig: gibi ekstraksiyon sivisi
farki nedeni ile elde edilen metabolitlerin aktivitesinin degistigi diisiiniilmektedir.
Antioksidan aktivitenin tam olarak varliginin farkli yontemler kullanilarak tanimlanmasinin

onemli oldugunun c¢aligsmada elde edilen sonuglar ile bu durum agik olarak farkedilmistir.

Makrofunguslarin tiir i¢i farkliliklar1 dolayisiyla iirettikleri biyoaktif metabolitlerin
cesitlilik gdstermesi arastirma yelpazesinin genislemesini saglayacaktir. Ayni1 zamanda
makrofunguslarin direkt olarak fruktifikasyon yapilarindan elde edilen biyoaktif
metabolitler1 yan1 sira kiiltiir sivilarinin da 6nemli hatta kesfedilmemis biyoaktif
metabolitlere sahip olduklar1 giin gectikge yapilan arastirmalar ile ortaya g¢ikarilacagini
gostermektedir. Kiiltiir sivisinin ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktin antioksidan ve
antikanser aktivite potansiyelinin belirlendigi bu ¢aligma gosteriyor ki farkli kanserli hiicre
hatlarinin da ¢aligmalara dahil edilerek arastirilmasinin olumlu sonuglar dogurabilecegini
g0z Oniine sermektedir. Ayni1 zamanda c¢aligmada kullanilan ham etil esetat eksrakti olmasi
daha yiiksek aktivite gostermesini etkilemis olabilecegi de gbz Oniine almmalidir. Bir
sonraki adimda elde edilen ekstraktin saflastirilmasi ve metabolitlerin tanimlanmasi ile
aktivite varliginin arastirilmasi onerilmektedir. Farkli makrofungus tiirleri ile yapilacak
calismalarda kiiltiir sivilarimin sahip oldugu yiiksek potansiyelin dikkate alinarak
calismalarin tasarlanmasi gerektigi, elde edilecek sonuclarin ise umut vaad edici olabilecegi

distiniilmektedir.
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