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ABSTRACT

DETERMINATION OF MINERAL SUBSTANCE CONTENT AND
BIOLOGICAL ACTIVITY OF AURICULARIA AURICULA (L.) UNDERW. AND
TRAMETES VERSICOLOR (L.) LLOYD OF MACROFUNGI SPECIES

COBAN, Cagr1
M.Sc. in Biology
Supervisor: Asist. Prof. Dr. Hasan AKGUL
May 2014
69 pages

In this study, we aimed that determine antioxidant, antimicrobial, DNA protective
activity and mineral substance content of A. auricula and T. versicolor fungus species
with ethanol extract. Rel Assay Diagnostics kits and DPPH method were used (TAS,
TOS) to determination of antioxidant activity. For the test of antimicrobial activity 5
different bacteria species (Enterocossus faecalis 29213, Klebsiella pneumoniae 700603,
Pseudomonas aeruginosa 27853, Escherichia coli 35218 and Staphyloccus aureus
28213) were used and studied with minimum inhibition method (MIC). pBR322
plasmid DNA was used UV-C and from induced oxidative damage to determination of
protective activity of mushroom extracts. After, plasmid DNA and mushroom extracts
damaged by hydrogen peroxide and UV, on 1.25% agarose gel imaging will be
performed. Mineral matter content of fungi mineralized whether wet digestion method
was determined using atomic absorption spectrometry. According to the results, not
only DPPH but also Rel Assay Diagnostics kits didn’t clean so much free radicals in the
extract of A. auricula and T. vericolor. When evaulated antimicrobial tests, the extract
of A. auricula more effective than extract of T. versicolor about the bacteria of study.
Also the test of DNA protect activity didn’t effect pBR322 plazmid, which tried
concentration.

Keywords: Auricularia auricula, Trametes versicolor, antioxidant activity,
antimicrobial activity, DNA protect activity, mineral matter content



OZET

AURICULARIA AURICULA (L.) UNDERW. VE TRAMETES VERSICOLOR (L.)
LLOYD MAKROMANTAR TURLERINiN MiNERAL MADDE iCERiGIi VE
BiYOLOJIK AKTiVITESININ BELIRLENMESI

COBAN, Cagr1
Yiiksek Lisans, Biyoloji Boliimii
Tez Yéneticisi: Yrd. Dog. Dr. Hasan AKGUL
Mayis 2014
69 sayfa
Bu calismada, A. auricula ve T. versicolor mantar tiirlerine ait etanol oziitlerinin
antioksidan, antimikrobiyal, DNA koruyucu aktivitelerinin ve mineral madde igeriginin
belirlenmesi amaglanmistir. Antioksidan aktiviteleri Rel Assay Diagnostics Kitleri
(TAS, TOS) ve DPPH yontemi ile yapilmistir. Antimikrobiyal aktivite testleri 5 farkli
bakteri tlirti kullanilmis ve minimum inhibisyon metodu (MIC) ile ¢alisilmigtir. Mantar
ozitlerinin, DNA’y1 koruma etkinliklerinin tespiti i¢in pBR322 plazmid DNA’si
(vivantis)  kullanilmistir. Plazmid DNA, mantar Orneklerinin varliginda hidrojen
peroksit(H202) ve UV ‘ye maruz birakilarak hasara ugratildiktan sonra. % 1,25’lik
agaroz jel iizerinde gorlintiilleme gerceklestirilmistir. Mantarlarin mineral madde igerigi
yas yakma yontemiyle mineralize edilip atomik absorbsiyon spektrofotometresi
kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore mantar tiirlerinden elde edilen
oziitlerin, hem DPPH yontemiyle hem de Rel Assay Diagnostics kitleriyle yapilan
calismada Onemli derecede serbest radikal temizleme aktivitesi gostermedigi
gozlenmistir. Antimikrobiyal testler degerlendirildiginde A. auricula oziitiinlin test
edilen bakteriler tizerine T. versicolor oziitine gore daha fazla bakteri lizerinde etkili
oldugu belirlenmistir. Yapilan DNA koruyucu aktivite testlerinde uygulanan
konsantrasyonlarin  pBR322 plazmid DNA iizerine etkisinin bulunmadigl tespit

edilmistir.

Anahtar kelimeler: Auricularia auricula, Trametes versicolor, antioksidan aktivite,

antimikrobiyal aktivite, DNA koruyucu aktivite, mineral madde igerigi.



TESEKKUR

Bu caligma siiresince tiim bilgilerini benimle paylasmaktan kaginmayan, her tiirlii
konuda destegini benden esirgemeyen ve tezimde bliyiik emegi olan, ayn1 zamanda
kisilik olarak da bana ¢ok sey katan Gaziantep Universitesi 6gretim iiyelerinden

danisman hocam, Saym Yrd. Dog. Dr. Hasan AKGUL'e

Boliimdeki g¢aligmalarima imkan saglayan ¢ok degerli hocam Prof. Dr. Mehmet

OZASLAN’a

Antioksidan, antimikrobiyal, ve DNA koruyucu aktivite calismalarinda yardimini
esirgemeyen Dog¢. Dr. Ibrahim Halil KILIC’a, Mineral Madde Igeriginin
belirlenmesinde yardimdimlarini esirgemeyen Dog.Dr. Muhittin DOGAN’a

Ayrica yiiksek lisans donemi boyunca yardimlarimi esirgemeyen Yrd. Dog. Dr.
Mustafa PEHLIVAN’ a, Yrd. Do¢. Dr. Onder YUMRUTAS’a ve Uzman Biyolog
Demet YILMAZKAYA’ ya

Tez ¢aligmam boyunca benden yardimini esirgemeyen degerli arkadaslarim Biyolog
Ali Imran KORKMAZ’a, Biyolog Aylin Dilara NUR’a, Biyolog Mustafa
SEVINDIK ’e, Biyolog Serdar Burak BULBUL’e

Tez ¢aligmam sirasinda yardimlarini esirgemeyen her zaman yanimda olan ytliksek
lisans Ogrencisi olan camim arkadaslarim Tevfik Fikret BILGIC, Semra KILIC,
Hamide Dilara Tiiter, Semih TOKAK ve Cihan DUSGUN’ e

Ve beni bugiinlere getiren, emek veren, maddi ve manevi desteklerini benden

esirgemeyen aileme en igten sevgi, saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Vi



ICINDEKILER

ABSTRACT ... \Y}
OZE T e Vi
TESEKKUR . .....ouiiiii e Wl
ICINDEKILER . ... oottt e, VIl
TABLOLAR LISTESI. ... Xl
SEKILLER LISTESI. ..ottt XII
SEMBOLLER VE KISALTMALAR LISTESI.........cccoooiiiiiiiii XIII
BOLUM 1- GIRIS ..o, 1

BOLUM 2- GENEL BILGILER...... .ottt eee e, 4

2.1. Antioksidan Aktivitesiyle Tlgili Genel Bilgiler....................ccccoeieiinn... 4
2.1.1. Serbest Radikaller........ ..o 4
2.1.1.1.Reaktif Oksijen TUrleri.........c.oouiiiiiiii e 4
2.1.1.2.Reaktif Azot TUrleri..........cooiiiii e 5
2.1.2. OKSIAatiT SIrES. .. ..ot 5
2.1.3. Antioksidanlar. ... ... ..o 7
2.1.3.1. Endojen Kaynakli Antioksidanlar.................c.oooiiiiiiiiiinn 7
2.1.3.1.1. Enzim Olan Endojen Antioksidanlar......................cocooeiiiiin 8
2.1.3.1.2. Enzim Olmayan Endojen Antioksidanlar.............c.ccoovvviinincicnnnnnns 9
2.1.3.2. Eksojen Kaynakli Antioksidanlar.................covviiiiiiiiiniiiinn, 9
2.1.3.2.1. Vitaminlerdeki Eksojen Antioksidanlar...................ccooooiiiiiinn 10
2.1.3.2.2. ilaglardaki Eksojen Antioksidanlar......................ocoooieiiiininnn.. 11
2.1.3.2.3. Gidalardaki Eksojen Antioksidanlar........................oooiiiin 11
2.1.4. Serbest Radikallerin Biyomolekiiller Uzerindeki Etkileri..................... 11

VI



2.1.4.1. Membran Lipidleri Uzerine Btkileri...................coooiiieiiieiiieiinn...,

2.1.4.2. Proteinler Uzerine Etkileri.....

2.1.4.3. Karbohidratlar Uzerine BtKileri.................cccooeiiiieiiiiiieeiineina,
2.1.4.4. Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri................cc.ccoeiiieiieinnnn,
2.1.5. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Oldugu iddia Edilen Baz1 Hastaliklar...

2.1.5.1. Down Sendromu................

2.1.5.2. Parkinson Hastaligi.............

2.1.5.3. Alzheimer Hastaligi............

2.1.5.4. Iki Kutuplu (Bipolar) Duygulanim Bozuklugu...........................o..

2.1.5.5. Damar Sertligi. ......oouuiiei it

2.1.6. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri............coovviiiiiiiiiiiiinninnn.

2.1.6.1. HAT-Temelli Metodlar........

2.1.6.2. ET-Temelli Metodlar...........

2.2. Antimikrobiyal Aktivitesiyle Ilgili Genel Bilgiler.................................

2.2.1. Antimikrobiyal Maddeler ve Antimikrobiyal Aktivite.........................

2.2.2. Antimikrobiyal Aktivite Tayin Yontemleri.............oooevviiiniiiinn...

2.2.2.1. Diliisyon Yontemi..............

2.2.2.2. Diftizyon Yontemi..............

2.3. Mineral Madde Ile Tlgili Genel Bilgiler..................cooovveiiiieiieiiainn,

2.3.1. Minerallerin Siniflandirilmasi...

2.3.2. Minerallerin Genel Islevleri ve Bazi Mineraller..................c..cccoeun...

2.3.2.1. Kalsiyum (Ca)...................

2.3.2.2.Demir (Fe).......coevivninnnnn.
2.3.2.3. Magnezyum (Mg)..............

2.3.2.4. Potasyum (K)....................

2.3.2.5. Sodyum (Na)....................
2.3.2.6.Cinko (Zn).........cccoeeenn...
2.3.2.7.Bakir (Cu).....cceevvenninnnnn..

2.4. DNA Koruyucu Aktiviteyle Ilgili Genel Bilgiler.................................

2.4.1. DNA’nin Yapis1 ve Fonksiyonu

12
13
13
14
14
14
14
15

15
15
16
16
16
17
17
17
18
18
19
19
20
20
21
22
22
23
23
24
24
24



2.4.2. DNA HAaSAIT. ..ottt
2.4.3. DNA Hasarina Neden Olan Etkenler....................ooooiiiiiiiinn.
2.4.4. DNA Hasart Tipleri.......oouiiuiiiiiiii i e
2.5. Calismada Kullanilan Mantarlarin Sistematikleri ve Genel Ozellikleri........
2.5.1. Trametes VErSiCOION. . .....ou e,
2.5.2. Auriculariaauricula.......... ..o

BOLUM 3- KAYNAK ARASTIRMA . ... ..oimiiniiii e,
BOLUM 4- MATERYAL- METOD ...ttt

4.1. Mantar Ekstraktlarinin Hazirlanmasi................oooo,
4.2. Mantarlarin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi............................
4.2.1. DPPH Serbest Radikal Giderimi.............c.cooooiiiiiiiiiii,
4.2.2. Total Antioksidan Status (TAS)......coiriiriiii e
4.2.3. Total Oksidan Status (TOS).......ccoiiriiii e,
4.3. Mantarlarin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi........................
4.3.1. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonun (MIC) Saptanmasi...................
4.4. Mantarlarin Mineral Madde Igeriginin Belirlenmesi...............................
4.5. Mantarlarin DNA Koruyucu Aktivitelerinin Belirlenmesi.......................
BOLUM 5- BULGULAR.......uiiiiiiiiiiiiiiiiii e,
5.1. A. auricula ve T. versicolor Mantar Oziitlerinin Antioksidan Aktiviteleri.....
5.1.1. A. auricula Oziitiiniin DPPH Serbest Radikallerini Siipiirme Aktivitesi......
5.1.2. T. versicolor 6ziitiiniin DPPH Serbest Radikallerini Siipiirme Aktivitesi....
5.1.3. A. auricula ve T. versicolor’'un TAS ve TOS Aktiviteleri.......................
5.2. A. auricula ve T. versicolor Oziitlerinin Antimikrobiyal Aktiviteleri............
5.3. A. auricula ve T. versicolor Oziitlerinin Mineral Madde Icerikleri..............
5.4. A. auricula ve T. versicolor Oziitlerinin DNA Koruyucu Aktiviteleri..........
BOLUM 6- TARTISMA VE SONUC........cccuiiiiiiiiiiiiieee e,
KAYNAKLAR . e

26
26
27

28
29

31
42

42
42
42
43
44
45
45
45
45
47
47
47
48
48
50
51
51
53
56



TABLOLAR LISTESI
Tablo 2.1. Reaktif Oksijen TUrleri...........oooiieiiiiiii e,

Tablo 2.2. Reaktif Azot TULLCII. ... v ettt e,

Tablo 2.3. Mineral Maddelerin Smiflandirmasi...............c.cooiiai..
Tablo 5.1. Rell Assay Diagnostic Kit Referans Degerleri...................c..co...e.

Tablo 5.2. A. auricula ve T. versicolor 6ziitlerinin TAS ve TOS aktiviteleri..

Tablo 5.3. A. auricula ve T. versicolor oziitlerinin antimikrobiyal aktivitesi..

Tablo 5.4. A. auricula ve T. versicolor 6rneklerinin mineral madde igerikleri

XI

20
49
50
50
51



SEKILLER LISTESI

Sekil 2.1. DNA’ NIN YAPIST «unutiintieitt ettt et e e e eee e e e e aaeeaeenes

Sekil 5.1. A. auricula ekstraktinin DPPH siipiirme aktivitesi ......

Sekil 5.2. T. versicolor ekstraktinin DPPH stipiirme aktivitesi .....

Sekil 5.3. A. auricula ve T. versicolor 6ziitlerinin jel elektroforezi

Xl

25
47
48

52



SEMBOLLER VE KISALTMALAR LiSTESI

‘OH: Hidroksil

1Ag: Singlet Oksijen

AAS: Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi
BHA: Butillenmis Hidroksi Anisol

CAT: Katalaz

CUPRAC: Bakir(Il) indirgeyici Antioksidan Kapasite
DNA: Deoksiriboniikleik Asit

DPPH: 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil

FCR: Folin-Ciocalteu Reaktifi

GSH: Rediikte Glutatyona

GSSG: Okside Glutatyonu

H202: Hidrojen Peroksit

HNE: 4-Hidroksinonenal

HNO:2: Nitrik asit

HO2: Hidroksi Peroksil

HOCI: Hipoklorik Asit

LDL: Diisiik Yogunluklu Lipoproteinlerin
LPO: Lipid Peroksidasyonuna

Xl



MDA: Malondialdehit

MHB: Mueller Hinton Broth

N20s3: Diazot Trioksit

N204: Diazot Tetraoksit

NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standarts
NO- : Nitroksil Anyonu

NO2: Azot Oksit

NO*: Nitroksil Katyonu

O2: Siiperoksit Radikali

O3s: Ozon

ONOO" : Peroksinitrit

ONOOH: Peroksinitrik Asit

ORAC: Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi
OSI: Oksidatif Stres Indeksi

RO Alkoksil

ROz2: Peroksil,

ROONO: Alkil Peroksinitritler

ROS: Reaktif Oksijen Tiirlerinin

SOD: Superoksit Dismutaz

TAS: Total Antioksidan Status

TBHQ: Butillenmis Hidroksikinon

XV



TEAC: Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite

TOS: Total Oksidan Status

TRAP: Total Radikal Yakalama Antioksidan Kapasitesi
UV: Ultraviyole

VIS: Goriiniir Isik

XV



BOLUM 1
GIRIS
Mantarlar 6karyotik, klorofil icermeyen, tiip seklinde ipliksi hiicrelerden meydana
gelen, spor olusturan ve heterotrof yasayan organizma grubudur. Kendi besinlerini
kendileri yapamadiklarindan dolay1 saprofit, parazit ve mikorizal olarak yasarlar.
Mantarlarin fruktifikasyon organlar1 gozle goriilemeyecek kadar kiiciik tiirleri

(mikromantarlar) oldugu gibi fruktifikasyon organlar1 gézle goriilebilen kisimlardan

olusan tiirleri (makromantarlar) de vardir.

Arastirma konumuzu olusturan makromantarlar, Alexopoulos vd. (1996)’ nin besli
simiflandirma  sistemine gore ayr1 bir alem olarak ele alinmaktadirlar.
Makromantarlarlar, Fungi aleminin Ascomycota ve Basidiomycota béliimlerine ait
ciplak gozle gozlenebilen makroskobik mantarlar1 icermektedirler. Giiniimiizde diinya
lizerinde mantarlarin yaklasik 125.000 tiirii bulunmaktadir (Webster 1989). Ulkemizde
ise Ascomycota ve Basidiomycota boliimlerine ait tespit edilmis makromantar sayisi
ise 2089°dur (Sesli ve Denchev 2013).

Makromantarlar, uygun nem ve sicaklikta; orman altlarinda, ¢ayirlarda, organik
madde yoniinden zengin topraklarda, ¢lirimekte olan dal ve aga¢ parcalar1 {izerinde
yetismektedir. Makromantarlar yayilis gosterdikleri habitatlarda dikkat c¢ekici
renklerde ve sekillerde fruktifikasyon organi meydana getirirler. Bu 6zellikleri ile
stirekli olarak insanoglunun ilgisini ¢ekmis ve mantarlardan yararlanma yollar

arastirilmastir.

Glinlimiizde makromantarlardan tip, eczacilik, gida ve fermentasyon alanlarinda
yaygin sekilde faydalanilmaktadir. Makromantarlar, immunomodulatér ve antitiimor
ajant oldugu kadar antiviral, antimikrobiyal, antimutajenik, antihipertansiyon,
antiinflamatuar, antigenotoksik, antioksidan, antiallerjik vb. gibi 6zellikleriyle son
yillarda arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir. Bunlar genellikle dogal iirtinler ve
besin takviyeleri olarak goriilmektedirler ve diinyada c¢esitli formulasyonlarda

tiretilmektedirler (Zhang vd., 2007).



Yiizyillardir insanogluna iyi bir gida kaynagi olarak hizmet eden makromantarlar,
icerdikleri vitaminler ve mineraller nedeniyle yliksek besin degerine sahiptirler. Yenen
bir makromantar tiirli lizerine yapilan bir arastirmada bu tiiriin %88-90 su, %3-8
protein, %0-3 yag, %4-9 karbonhidrat, %1-2 kiil (kalsiyum, fosfor, demir, bakir, klor,
sodyum, ¢inko, mangan ve brom) eser miktarda A vitamini ve B kompleksi vitaminler
olan B1 (Thiamin), B2 (Rhiboflavin), B3 (Pantetonik asit), B5 (Nikotinik asit),
vitaminlerini saptamistir (Mat, 1998). Ayrica makromantarlar vitamin C ve vitamin D
yoniinden zengin bir besin maddesidir. Makromantarlar sebzelere oranla 5-10 kez daha
fazla vitamin B3 igerirler. Yag miktar1 az protein bakimindan zengindir. Ayn1 zamanda
makromantar yag orani diisiik oldugundan kolesterolsiiz diyet yapanlara dnerilen bir
besin maddesidir. Vitaminlerce zenginligi, insanlarin sinir sistemleri iizerinde
sakinlestirici ve yumusatict bir etkiye yol agtigr bilinmektedir (Ansin, 2000).
Mantarlar ayn1 zamanda miikkemmel bir folik asit kaynagidir. Folik asit
yetersizliginden ileri gelen aneminin tedavisinde mantar iceren bir diyet etkili

olmaktadir. Arastirmalara gore kandaki seker diizeyini diisiirmektedir (Boztok, 1990).

Son yillarda biitiin diinyada antibiyotiklerin gelisigiizel kullanim1 nedeniyle, insan
patojeni bakterilerin ilaglara kars1 direng kazandigi tespit edilmistir (Celik, vd., 2010).
Yine ilaglara direngli patojen fungus ve bakteriler nedeniyle 6zellikle immun sistemi
zayiflatan AIDS, kanser gibi hastaliklarin ve enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinin
zorlastig1 goriilmiistiir (Unal, 2006). Bu durum bilim adamlarini degisik kaynaklardan
yeni antimikrobiyal bilesiklerin arastirilmasi icin tesvik etmistir (Unal, 2006).
Makromantarlar da yeni antimikrobiyal kemoterapotik maddelerin elde edilebilecegi

zengin kaynaklardan birisi oldugu i¢in arastirmacilarin bu konuda ilgisini ¢ekmistir.

Organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda veya cevresel ajanlar
(pestisidler, aromatik hidrokarbonlar, toksinler, ¢oziiciiler vb.), stres, radyasyon gibi
cesitli dis faktorlerin etkisiyle serbest radikaller meydana gelmektedir (Akkus, 1995).
Viicutta siirekli tiretilen oksijen merkezli serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri
hiicre oOliimleri ve doku tahribatlarina neden olmaktadir. Serbest radikallerden
kaynaklanan oksidatif tahribat yaslanma siireci ve hastaliklarla yakindan iliskilidir

(Tirkoglu vd., 2007).

Dogada, dogal ve fenolik bilesiklerce zengin bazi makromantarlar insan

metabolizmasin1 serbest oksijen radikallerine karsi korumada goérev alirlar. Bazi



makromantarlarin igeriginde bulunan askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E
vitamini), karotenoidler, glutatyon, flavonoidler ve fenolik asit gibi dogal bilesiklerin
reaktif oksijen tiirlerinin gideriminde etkili oldugu ve makromantarlarin koruyucu

etkileri bulundugu bilinmektedir.

Gidalarda ya da biyolojik sistemlerde serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirevleri
oksidasyona neden oldugunda, antioksidanlar bu siireci s6z konusu mekanizmalarin
kombinasyonu ya da tek calismasiyla onleyebilir ya da erteleyebilir (Ulusoy vd.,
2009). Gidalardaki antioksidan kapasitesinin hesaplanmasiyla insanlarin saglik
amaciyla farmosotik ve kozmetik iiriinlerde dogal olan iirlinlerin kullanimina olan

ilgisi artmaktadir (Lopez vd., 2006).

Cevremizde insan saglig1 bakimindan tehlike olusturan kimyasal maddelerin sayisi her
gecen giin artmaktadir. Cesitli farmasotik driinler, gidalarda ve temizlik
malzemelerinde bulunan kimyasal maddeler, pestisitler, petrol {iriinleri, hava kirliligi
ve sigara bunlardan bazilaridir. Genelde oral, cilt ya da solunum yoluyla maruz kalinan
bu tiir toksik maddelerin yol agtig1 genetik bozukluklar ve hastaliklar, ilgili toksik

etkene maruziyetin artigina paralel olarak artmaktadir (Couladis vd., 2003).

Mutajen maddelerin bu tiir sorunlarin olusumuna katkisi ve aralarindaki iliski
giiniimiizde daha 1yi bilinmektedir. Giindelik hayatta siirekli kars1 karsiya geldigimiz
boylesi etkiye sahip maddelerin insanlarda olusturabilecekleri genotoksik etkinin
kontrolii biiyiikk 6nem tasimaktadir (Couladis vd., 2003). Genotoksik etkinin
kontroliiniin 6neminin yaninda genotoksisitye karsi anti genotoksik etkenler ile ilgili
arastirmalar son zamanlarda biliylik 6nem kazanmistir ve bazi makromantarlarinda

genotoksik ajanlara karg1 antigenotoksik etkisi oldugu bilinmektedir.

Bu nedenlerden dolayi; biz bu g¢alismamizda Auricularia auricula, Tramates
versicolor adli makromantar tiirlerinin antioksidan kapasitelerini, antimirobiyal
kapasitelerini, DNA koruyucu aktivitelerini ve mineral madde igeriklerini belirlemeyi

amagladik.



BOLUM 2
GENEL BiLGILER

2.1. Antioksidan Aktivitesiyle Tlgili Genel Bilgiler
2.1.1. Serbest Radikaller

Serbest radikal, orbitalinde paylasilmamis bir elektron tasiyan herhangi bir bilesiktir.
Bu radikaller bir veya daha fazla sayida eslesmemis elektron igeren oldukga reaktif ve
toksik bilesiklerdir. Serbest radikaller diger molekiillerle birleserek dis
yoriingelerindeki elektron sayisini eslestirmeye boylece kararli bilesiklere donlismeye

caligmaktadirlar (Kiling, 1985; Akkus, 1995).

Oksidasyona neden olan serbest radikaller temel olarak oksijen kaynakli metabolitler,
(stiperoksit anyonlar1 O2", hidrojen peroksit H2O>, hidroksil radikali OH") hipoklorik

asit, kloraminler, azot dioksit, ozon ve lipit peroksitlerdir (Kaur vd., 2001).

Serbest radikaller oksijen tiirevi veya azot tiirevi serbest radikaller olabilir ve normal

fizyolojik sartlarda insan ve hayvan metabolizmalarinda tiretilir (Fang vd., 2002).
2.1.1.1.Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri, dogada radikal veya radikal olmayan formlarinda bulunabilir.

(Uysal, 1998; Halliwell, 2002).



Tablo 2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri

Radikal tiirler Radikal olmayan tiirler
Stiperoksit, Oz Hidrojen peroksit, H20-
Hidroksil, -OH Hipoklorik asit, HOCI
Peroksil, ROz Ozon, O3
Alkoksil, RO Singlet oksijen, 'Ag
Hidroksi peroksil, HO» Peroksinitrit, ONOO"

2.1.1.2.Reaktif Azot Tirleri

Reaktif oksijen tiirlerinde oldugu gibi azot tiirlerinde de radikal olanlar ve olmayanlar

vardir (Bachmayer, 2004).

Tablo 2.2. Reaktif Azot Tirleri

Serbest azot radikalleri Nitrik oksit (NO), azot oksit (NO)
Serbest olmayan azot Nitrik asit (HNO), diazot trioksit
radikalleri (N203), diazot tetraoksit (N204),

peroksinitrit (ONOO"), peroksinitrik
asit (ONOOH), alkil peroksinitritler
(ROONO), nitroksil anyonu (NO),
nitroksil katyonu (NO™) ve nitril
Klorit
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2.1.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres ifadesi, reaktif oksijen tiirleri ile antioksidan savunma sistemi arasinda
bulunan dengesizligi ifade eden bir terimdir. Bu dengesizlik reaktif oksijen tiirleri
lehine, baska bir deyisle antioksidan savunma sistemi aleyhinedir. Siddetli oksidatif

stres, hiicre hasarlarina ve 6liimlere bile sebep olabilmektedir (Giilgin, 2002).



Saglikli aerobik organizmalar, antioksidan savunma sistemiyle denge olusturacak
diizeyde reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri olustururlar. A¢iga ¢ikan bu reaktif tiirler
antioksidan savunma sistemleri tarafindan dengelenmistir. Fakat bu sistemler ¢ok
hassas dengeler iizerinde durmaktadir. Dengelerin oksidasyon yoniine kaymasi ¢ok
kolaydir ve asagidaki durumlarda dengeler oksidasyondan yana degisir (Uysal, 1998;
Sorg, 2004; Urso ve Clarkson, 2003).

Ekzojen Faktorler:
1. Diyetsel

e (Cok doymamis yag asitlerince beslenme
e Alkol

e Hayvansal proteinlerce zengin beslenme
e Asiri demir ve bakir alinmasi

e Az sebze ve meyve yenmesi
2. Cevresel

e Sigara dumani

e Hava kirliligi (O3, NO2, SO2)

e Diger kirleticiler (Asbest, Pestisitler)
e Radyasyon

Endojen Faktorler:

e Bilingsiz yapilan veya yetersiz fiziksel egzersiz

e Stres

e Yashlk

e Doku hasart ve kronik hastaliklar (damar tikanikligi, kanser, kronik
enflamasyon, iskemi gibi)

e Diyetsel antioksidanlarin saglanmasini olumsuz etkileyen kosullar (Goger,

2006)



Insan viicudunda serbest radikallerin fizyolojik kosullarda olusturuldugu birgok
mekanizma ve metabolik yol vardir (Cheeseman ve Slater, 1993; Akkus, 1995; Bast
vd., 1997). Bunlardan bazilar1 asagidaki gibi siralanabilir:

Mitokondrial elektron transport zinciri
Mikrozomal elektron transport zinciri
Karigik fonksiyonlu oksidazlar

Solunum patlamasi

o ~ w0 DN e

Prostaglandinlerin sentezi
2.1.3. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Onlemek icin birgok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan

savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler.
Antioksidanlar dort ayr sekilde etki ederler.

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya daha zayif yeni molekiile
cevirir (toplayict etki). Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kiigiik

molekiiller bu tip etki gdsterirler.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktif sekle doniistiiriir (bastirict etki). Vitaminler, flavanoidler bu tarz

bir etkiye sahiptirler.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarimi engellerler
(zincir kirict etki). Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirict etki

gosterirler.

4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasini saglarlar (onarici etki).
Antioksidanlar, “endojen kaynakl1” veya “eksojen kaynakli” olabilirler:

2.1.3.1. Endojen Kaynakh Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa ayrilirlar.



2.1.3.1.1. Enzim Olan Endojen Antioksidanlar
1) Superoksit dismutaz (SOD).

Stiperoksit radikallerini direkt olarak hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene

cevirmektedir (Cerutti vd., 1988; Wheeler ve Salzman, 1990; Bast vd., 1997).
2027+ 2H"— H202 + O2

Okaryotlarda SOD enziminin ii¢ adet izoenzimi vardir (Asada vd., 1980; Allen vd.,
1984; Smirnoff ve Palanca, 1995). Bunlar tasidiklar1 prostetik grup olan metallere ve
lokalizasyonlarina gore; bakir-¢inko SOD (Cu, Zn-SOD), mangan SOD (Mn-SOD,
SOD 2) ve ekstraselliiler SOD (EC-SOD) seklinde siniflara ayrilirlar. Bunlarin disinda
Okaryotlarda bulunmayip prokaryotlarda bulunan demir SOD (Fe-SOD) mevcuttur.
Ayrica, beyinde bulunan ve enzim olmayan antioksidan ajanlar sunlardir: suda eriyen
C vitamini, yagda eriyen E vitamini, GSH, demir selatorii olan karnozin ve

homokarnozin ve melatonin (Marklund, 1984; Dikici, 1999).
2) Glutatyon rediiktaz

Glutatyon peroksidazin reaksiyonu esnasinda olusan okside glutatyonu (GSSG)
rediikte glutatyona (GSH) dontistiirerek, direkt degil de dolayli olarak antioksidan etki
gosteren bir enzimdir. Bu katalizi gergeklestirirken koenzim olarak NADPH kullanir

(Rice-Evans vd., 1991; Akkus, 1995; Dikici, 1999).
3) Glutatyon peroksidaz

Viicudun biitiin doku ve hiicrelerinde bulunmakla birlikte organlara gore farkliliklar
mevcuttur. Beyindeki aktivitesi diger bazi1 dokulara gére daha azdir. Hiicre iginde
sitoplazmada ve mitokondride daha yogun olarak bulunur. Viicutta hidrojen peroksitin
(H202) detoksifikasyonunda ve ayrica lipid hidroperoksitlerin detoksifikasyonunda
gorev alir. Koenzim olarak glutatyonu (GSH) kullanir (Michiels vd., 1994; Akkus,
1995; Dikici, 1999).

H,0, + 2GSH— 2H,0 + GSSG



4) Katalaz (CAT)

Dort adet alt tiniteden olugmus glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Beyindeki
aktivitesi diger birgok dokuya gore azdir (spesifik aktivite olarak). Hiicrenin 6zellikle
peroksizom partikiilleri ve mitokondrilerinde, daha az yogunlukta ise sitoplazma ve
endoplazmik retikulumunda bulunur. Ozellikle H,O, miktarinin asir1  arttig
durumlarda devreye girerek biiyiik bir spesifiklikle bu molekiilii suya g¢evirir

(Tudhope, 1967; Akkus, 1995; Dikici; 1999).
2H202 —-2H20 + O

5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi
6) Hidroperoksidaz

3.1.3.1.2. Enzim Olmayan Endojen Antioksidanlar

1) Melatonin

2) Seruloplazmin
3) Transferrin
4) Miyoglobin.
5) Hemoglobin
6) Ferritin

7) Bilirubin

8) Glutatyon

9) Sistein

10) Metiyonin
11) Urat

12) Laktoferrin
13) Albumin

2.1.3.2. Eksojen Kaynal Antioksidanlar

Insanlar icin eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar1 olmak

uzere smiflandirilabilirler.



2.1.3.2.1. Vitaminlerdeki Eksojen Antioksidanlar
1) a-tokoferol (vitamin E)

E vitamini sadece bitkilerde sentezlenebilen ve yagda ¢oziinen 8 ¢esit bilesik icin
kullanilan genel bir isimdir. Bu 8 bilesik tokoferoller ve tokotrienoller olmak iizere 2
ana baslik altinda toplanabilir. Tokoferoller ve tokotrienollerin siiflandirilmasi ise
eski Yunan alfabesine gore yapilmaktadir. En etkili antioksidan bilesik d-o-
tokoferoldiir. A-tokoferol yag asitlerini serbest radikallerin oksidasyonundan koruyan
cok gliclii bir ajandir. E vitamini yagda eriyen bir vitamin olmas1 nedeniyle emilmesi
icin ince bagirsakta yagin bulunmasina ihtiyag vardir. Ince bagirsakta yagmn
bulunmasini ya da absorbsiyonunu bozan bazi hastaliklarda ciddi E vitamini eksikligi
ortaya ¢ikmaktadir (Tanakol, 1998). E vitamininin zengin oldugu kaynaklar baliklar
hari¢ diger yagl besinler, findik, tahillar ve yumurta olarak sayilabilir.

2) Karatenoitler ve ksantofiller

Karatenoitler dogada bitkilerde yaygin olarak bulunan bilesiklerdir. En Onemli
karatenoit, A vitamininin de 6n maddesi olan B-karatenoit’ tir. A vitimini, retinoit
olarak da adlandirilir ve eksikliginde o6zellikle cocuklarda korliikk ortaya
cikabilmektedir. Diinyadaki 100000 dolayindaki c¢ocukluk ¢agi korliiglinden A
vitamini eksikligi sorumludur (Tanakol, 1998). Karatenoitler gii¢lii antioksidan 6zellik
gosterirler ve 6zellikle bitkilerde fotosentez sonucu olugsan singlet oksijeni ortamdan
uzaklagtirirlar.  Karatenoitlerin ~ oksijenlenmis tiirevlerine ksantofiller denir.
Ksantofiller antioksidan 6zellik gosterseler de bu etkileri karatenoitler kadar degildir

(Tanakol, 1998; Bachmayer, 2004).
3) Askorbik asit (vitamin C)

C vitamini, askorbik asit olarak da bilinir ve suda eriyebilen 6nemli bir antioksidandir.
Bir ¢ok hayvanda C vitamini sentezlenememektedir. Bu nedenle diyetle disaridan
alimmas1 gerekmektedir. Eksikliginde meydana gelen skorbit hastaligi cok eski
zamanlardan beri bilinmektedir (Tanakol, 1998). Askorbik asit, giiglii bir serbest
radikal siipiiriicii etkiye sahiptir, ayrica kollajen sentezinde de kullanilmaktadir.
Askorbik asit, E vitamini ile birlikte Diisiik Yogunluklu Lipoproteinlerin (LDL)

oksidasyonunun engellemektedir. C vitamini bazi durumlarda prooksidan o6zellik
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gdsterir. Ortamda C vitamini ile birlikte Fe** iyonlar1 da varsa C vitamini bu iyonlar:
Fe*? formuna indirger. Fe*? iyonlar1 ise hidrojen peroksit ile etkilesime girerek
stiperoksit radikalinin olugsmasini saglar ve prooksidan 6zellik bu sekilde ortaya ¢ikmis

olur (Bachmayer, 2004).
4) Folik asit (folat)
2.1.3.2.2. Tlaclardaki Eksojen Antioksidanlar

1) Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopurinol, oksipurinol, pterin aldehit, tungsten)
2) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, diphenyline iodonium)

3) Rekombinant superoksit dismutaz

4) Troloks (vitamin E analogu)

5) Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebselen
ve asetilsistein)

6) Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albumin)

7) Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)

8) Notrofil adezyon inhibitorleri

9) Sitokinler (TNF ve IL-1)

10) Barbituratlar

11) Demir selatorleri
2.1.3.2.3. Gidalardaki Eksojen Antioksidanlar

1) Biitillenmis hidroksi toluen (BHT)
2) Biitillenmis hidroksi anisol (BHA)
3) Sodyum benzoat

4) Etoksikuin

5) Propilgalat

6) Fe-superoksit dismutaz

2.1.4. Serbest Radikallerin Biyomolekiiller Uzerindeki Etkileri

Serbest radikaller viicutta antioksidan savunma mekanizmasinin kapasitesini astiklar
zaman ¢esitli bozukluklara yol agarlar. Karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi

biyomolekiillerin tiim smiflart ve tiim hiicre komponentleri ile etkilesme 6zelligi
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gostererek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere neden olurlar (Akkus, 1995;
Cheeseman ve Slater, 1993).

2.1.4.1. Membran Lipidleri Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin en belirgin etkileri, lipid peroksidasyonuna (LPO) neden olarak,
bir dizi hastaligin komplikasyonlarinin ortaya c¢ikmasinda rol oynamalaridir.
Biyomolekiillerin tim biiyiik siniflar1 serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat

lipidler en hassas olanlaridir (Yanbeyi, 1999).

Tim biyolojik zarlar, poliunsature yag asitleri ile amfipatik lipidler ve =zar
proteinlerinin birlesmesinden olusur. LPO, ¢oklu doymamis yag asitlerinin radikaller
ile oksidasyonu sonucu baslayan ve otokatalitik zincir reaksiyonlari1 seklinde uzayan,
lipid peroksitlerinin aldehit tiirevleri, hidrokarbon radikalleri ve ugucu bazi {iriinlere
cevrilmesi seklinde sonlanan siirectir (Unal, 1999; Imahori vd., 2008). LPO ile
meydana gelen membran hasari geri doniisiimsiizdiir. LPO, membranlara yakin
bolgelerde ortaya c¢ikan OH® radikalinin membran fosfolipidlerinin yag asidi yan

zincirlerine saldirmasiyla olusur (Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999).

Reaksiyon OH" radikalini ortadan kaldirir, fakat membranda karbon (C) merkezli lipid
radikali olugur. Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige
ugrar. Molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlariin degigsmesiyle konjuge dien yapilar1 ve
daha sonra lipid radikallerinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksil
radikali meydana gelir. Lipid peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger
poliunsature yag asitleri ile reaksiyona girerek yeni karbon merkezli radikaller
Olustururken, kendileri de agiga c¢ikan H" pargacigi ile birleserek lipid
hidroperoksitlerine doniisiirler. Boylece olay kendi kendine katalizlenerek devam eder

(Gutteridge, 1995).

Lipid hidroperoksitlerinin membranlarda birikimi sonucu, membran fonksiyonlar
bozulur ve hiicre kollabe olur. Ayrica lipid hidroperoksitleri gegis metalleri katalizi ile
yikildiginda ¢ogu zararli olan aldehitler olusur. LPO sonucunda ortaya ¢ikan cesitli
aldehitlerden en iyi bilinenleri MDA (Malondialdehit) ve 4-hidroksinonenal
(HNE)’dir (Ozsahin, 2010).
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2.1.4.2. Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler serbest radikallere kars1 lipidlerden daha az hassastir. Etkilenme dereceleri
igerdikleri aminoasit kompozisyonuna baglidir. Doymamis bag ve siilfiir igeren amino
asitlerden (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi) meydana
gelmis proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenir. Karbon merkezli radikaller
ve silfiir radikalleri meydana gelir. Bu karbon merkezli radikallerden karbonillerin
Olclilmesi ile proteinlerin oksidatif hasar1 Olciilebilir. Serbest radikallerin meydana
getirdigi hasar sonucunda proteinlerde fragmantasyon, c¢apraz baglanmalar ve
proteinlerin agregasyonu meydana gelir. Yapilar1 bozulan proteinler normal
fonksiyonlarini meydana getiremezler. Enzimler protein yapisinda olduklarindan
enzim aktivitelerinde degisiklikler meydana gelir. “Hem” proteinleri de serbest
radikallerden 6nemli oranda zarar goriirler. Ozellikle oksihemoglobin O™ veya H20

ile reaksiyona girerek methemoglobin olusur (Akkus, 1995; Rice-Evans vd., 1991).
02" + Hb-Fe™-0, + 2H+ — Hb-Fe™3+ H02, + Oz............ )

H202 + 2Hb-Fe*2-0, + 2H+ — 2Hb-Fe*™ + 2H,0 + O ... (1)

2.1.4.3. Karbohidratlar Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin karbohidratlar tizerine de 6nemli etkileri vardir. Glukoz, mannoz
ve deoksi sekerler fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak, siiperoksit ve
hidrojen peroksiti meydana getirirler. Monosakkaritlerin otooksidasyonunun, protein
capraz baglanmalarina yol agarak agrega olmalarina sebep oldugu gibi bazal membran
kalinlagsmasina ve sonugta katarakt, mikroanjiopati gelisimine de sebep olduklari ileri

stiriilmektedir (Yanbeyi, 1999).

Serbest radikaller, bu etkilerinden dolayr ¢ok c¢esitli hastaliklarin patogenezinde
onemli rol oynarlar. Diabet ve diabet komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp
hastaligi, hipertansiyon, romatoid artrit, behget hastaligi, cesitli deri, kas ve goz
hastaliklar1, kanser ve yaslilik gibi birgok hastalikta serbest radikal tiretiminin arttig1
ve antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu gosterilmistir (Halliwell ve

Gutteridge, 1999).
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2.1.4.4. Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Iyonize edici radyasyona bagli hiicre éliimiiniin baslica nedeni niikleik asitlerin reaktif
oksijen tiirleri ile reaksiyonudur. Reaktif oksijen tiirleri, DNA c¢ift sarmalinin
ayrilmasia veya niikleik asit-baz degisimlerine neden olabilir. Bu da kromozal

mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuclanir (Frei, 1994).

OH-’ radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol
acar. Eger OH" radikali DNA’nin yakininda meydana gelirse piirin ve primidin
bazlarini hasara ugratarak mutasyonlara neden olabilir. OH" radikali, niikleik asitlerde
doymus karbon atomlarindan hidrojen ¢ikarir veya cift baglara katma tepkimeleri ile
sonuglanan tepkimelere girer. Singlet oksijenin niikleik asitlerle tepkimeye girme
yetenegi daha siirhidir. Siiperoksit anyonu giiclii bir oksitleyici oldugundan, guanin
gibi yiiksek elektron yogunluklu bélgeler iceren molekiillerle daha kolay tepkimeye
girer (Yanbeyi, 1999; Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan kolayca
gecerek ve hiicre ¢ekirdegine ulagarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta
hiicre oliimiine yol agabilir (Oguz, 1990; Tasdemir, 1997). Reaktif oksijen tiirleri,
DNA’nin oksidatif hasarina neden olduklar1 i¢in karsinogenesis, bazi hastaliklar ve

yaslanmada 6nemli rol oynamaktadirlar (Frei, 1994; Winrow vd., 1993).
2.1.5. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Oldugu iddia Edilen Bazi Hastaliklar
2.1.5.1. Down Sendromu

Cu, Zn-SOD enzim geninin 21. kromozom iizerinde lokalize olmasi ve trizomi 21’ li
kisilerin eritrositlerinde SOD aktivitesi ve ekspresyonunun artmis bulunmasi, bu
hastaligin patogenezinde ROS’ un bulunabilecegini akla getirmektedir. Down
sendromlu hastalarin bazilarinda 4. dekattan sonra tipik olarak Alzheimer demansinin
goriilmesi, ROS’ un Alzheimer hastaliginda oynadigi olasi rolii anlamak igin

kullanilabilecek 6nemli bir model olusturmustur (Kedziora ve Bartosz, 1988).
2.1.5.2. Parkinson Hastahg

Nigrostriatal dopaminerjik noronlarin selektif ve ilerleyici hasari ile karakterize bir

hastaliktir. Bu hasara sebep olan mekanizmalardan biri de ROS aracili mekanizmadir.
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Burada arac1 mekanizma olarak da dopaminin oksidatif metabolizmasina bagl olarak
gelisen H2O2 ve bir ndrotoksin olan 6-hidroksidopamin birikimi gdsterilmektedir.
Ayrica substansia nigrada GSH konsantrasyonunun diger beyin bdlgelerine gore
azalmig olarak bulunmasi Parkinson hastaliginda ROS’ un muhtemel roliinii

kuvvetlendirmektedir (Adams ve Odunze, 1991).
2.1.5.3. Alzheimer Hastahgi

Bu hastaligin tan1 koydurucu bir bulgusu olan ekstraselliiler senil plaklarda amiloid
depolar1 ve néronlarda filamentlerin goriilmesi, ROS ile bir iligskinin olabilecegini akla
getirmektedir (Velicer ve Crino, 1990). Alzheimerli hastalarda beyin glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz aktivitesinin, eritrosit glutatyon peroksidaz aktivitesinin ve membran
lipid peroksidasyonunun artmasi ve ayrica antioksidan vitaminler olan A ve E
vitaminlerinin plazma diizeyinin diisiik bulunmasi1 (Zaman vd., 1992), bu hastaliga

oksidatif stresin direkt veya indirekt katkisinin olabilecegini gostermektedir.
2.1.5.4. iki Kutuplu (Bipolar) Duygulanim Bozuklugu

Hem bir noérotransmitter hem de serbest oksijen radikali olarak bilinen nitrik oksit
(NO) diizeyi bipolar hastalarin plazmalarinda yiiksek bulunmus, bu bilesigin
stiperoksit radikali ile verdigi peroksinitrit lirliniiniin olduk¢a potent bir oksidan ajan
oldugu ve membran yapilarim1 etkileyerek noron fonksiyonlarinda bozukluk
yapabilecegi bildirilmistir (Savas vd., 2002). Bir bagka ¢alismada yine depresyonda

antioksidan savunma sisteminin azaldigi bulunmustur (Kuloglu vd., 2002).
2.1.5.5. Damar Sertligi

Kalp hastaliklar1 kentlerdeki en énemli 6liim sebeplerinden birisidir. Diisiik molekiil
agirlikli lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonu sonucu olusan maddeler damar sertligine

ve buna bagli olarak da kalp hastaliklarina yol agmaktadir (Tanakol, 1998).

Bu hastaliklar gibi bazi birgok hastaliklarda oksidatif stres ve serbest radikalden

korunma mekanizmasinin anormal olmasi ile alakalidir.
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2.1.6. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidan kapasite tayin yontemleri, kullanilan kimyasal reaksiyon ag¢isindan temel

olarak iki sinifta toplanabilir:
2.1.6.1. HAT-Temelli Metodlar

Temel olarak hidrojen atomu transferine dayanan bu metodlarla, azot bilesiklerinin
bozunmasi sonucu olusan peroksil radikallerinin antioksidan ve substrat tarafindan
yarismali bir sekilde giderilmesi prensibine dayanir (Ardag, 2008). Ilk olarak bir
radikal baslatici kullanilarak, peroksil radikali (ROO) iiretilir. Reaksiyon ortamindaki
antioksidan ve substrat, radikaller i¢in yarigir. ROO: tercihen, antioksidandan bir
hidrojen atomu alir. Sonug¢ olarak peroksil radikali ve hedef molekiiliin arasindaki

reaksiyon geciktirilir veya inhibe edilir (Ou vd. 2002, Huang vd. 2005).
HAT Analiz Yontemleri:

a) Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu,
b) Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)

c) Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP)

d) Crocin agartma deneyleri olarak siralanabilir (Ardag, 2008).

2.1.6.2. ET-Temelli Metodlar

Antioksidanin, Fe*3, ABTS* gibi bir oksidan tarafindan yiikseltgenmesi sonucunda bir
elektron antioksidandan oksidana transfer edilir, bu da oksidanin renk degisimine
neden olur. UV/VIS ile absorbans degisimi Sl¢iiliir. Bu absorbans degisiminin derecesi
antioksidan konsantrasyonuyla orantili oldugundan, antioksidanin indirgeyici

kapasitesi tayininde kullanilir (Huang vd., 2005).
ET Esash Analiz Yontemleri:

a) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi

b) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) dlglimii

c) Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP) dl¢iimii

d) Cu (II) kompleksini oksidan olarak kullanilan “toplam antioksidan potansiyel”

6l¢lim yontemi
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e) DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” 6l¢iim yontemi
f) CUPRAC (Bakir(II) indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi olarak siralanabilir
(Lopez-Alarcon ve Lissi, 2006).

2.2. Antimikrobiyal Aktivitesiyle Ilgili Genel Bilgiler
2.2.1. Antimikrobiyal Maddeler ve Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal madde, mikroorganizmalarin iiremesini engelleyen, dldiiren dogal
veya sentetik kimyasallardir. Antimikrobiyallerin etkisi, tiremeyi durdurucu veya
oldiirticii olabilir. Organizmalar1 6ldiiren maddeler sidal maddeler olarak isimlendirilir
ve aldig1 6n ek 6ldiiriilen organizmanin tipini isaret etmektedir. Dolayisiyla bakteriler,
funguslar ve viriisleri 61diiren maddeler sirasiyla bakteriyosidal, fungusidal ve virisidal
maddeler olarak isimlendirilir. Organizmay1 oldiirmeyen, buna karsilik sadece
tiremesini engelleyen maddeler statik maddeler olarak isimlendirilir ve bunlar
bakteriyostatik, fungistatik ve viristatik maddeler olarak isimlendirilirler (Madigan ve
Martinko, 2010).

Makrofunguslarin antimikrobiyal etkileri; fungal yapida sentezlenen ve ¢ogunlukla
organizmaya 0zgii bazi fenolik bilesikler, piirinler, primidinler, kinonlar, terpenoidler
ve fenil proponoid tiirevi gibi antagonistik maddelerden kaynaklanmaktadir (Alsheik

vd., 1983, Benedict vd., 1972).
2.2.2. Antimikrobiyal Aktivite Tayin Yontemleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢inde en sik kullanilanlari:

e Disk difiizyon testleri
e Diliisyon testleri
a) Agar diliisyon testleri (kat1 by.de sulandirim testi)
b) Broth diliisyon testleri
v Makrodiliisyon (tiip diliisyon) yontemi
v Mikrodiliisyon testleri
e Gradient strip testleri (E-test, MICE)
e Otomatize yontemler

e Molekiiler yontemlerdir.(URL 8)

17



2.2.2.1. Diliisyon Yo6ntemi

Antibiyotiklerin sivi veya kati1 (agarda diliisyon) besiyerlerinde bir seri halinde
seyreltilmesi ve her bir seyreltme ortamina, duyarliligi belirlenecek bakterinin belirli
sayida hiicre iceren silispansiyonundan esit miktarda ilave edilmesidir. Deney serileri
uygun sicaklikta (35-37 °C’ de) ve bakterinin liremesi i¢in uygun siire (16-20 saat)
bekletilir (Akyliz, 2007). Antimikrobiyal madde konsantrasyonun, inhibitor
konsantrasyonunun altinda oldugu tiiplerde siispansiyon bulaniktir. Antimikrobiyal
madde konsantrasyonun inhibitor diizeye esit veya daha yliksek oldugu tiiplerde ise
buyyon berraktir. Uremeyi baskilayan en diisiik madde konsantrasyonu MIK
(Minimum Inhibitér Konsantrasyonu) olarak kabul edilir. Stv1 besiyerinde sulandirma
yontemleri tlipte uygulaniyorsa makrodiliisyon, mikrotitrasyon plaklarinda

uygulaniyorsa mikrodiliisyon olarak adlandirilir (Hacioglu, 2005).
2.2.2.2. Difiizyon Yontemi

Bu yontemin prensibi test materyalinin agarda difuze olmasina ve difuze oldugu
mesafe kadar test mikroorganizmalarini inhibe etme esasina dayanir. Bu yontemin
birbirinin yerine gegebilir tarzda kullanilan, disk difiizyon (Kirby-Bauer) ve ¢ukur agar

difiizyon yontemleri olarak adlandirilan iki alt grubu vardir.

Calisma prensipleri arasinda belirgin fark olmayan bu iki yontemde sadece test
edilecek olan materyallerin agar iizerine yerlestirilmeleri farklidir. Cukur agar testinde
degerlendirilecek olan madde agar iizerinde acilan standart ¢ukurlara yerlestirilirken,
disk diflizyon testinde emdirildikleri kagit diskle birlikte agar ylizeyine yerlestirilir
(Cakar ve Yildirim, 2008). Disk difiizyon yonteminde, belirli bir miktar antimikrobiyal
ajan igeren kagit diskler, test mikroorganizmasindan hazirlanan standart
slispansiyonun yayildig1 agar plaklarin ylizeyine yerlestirilir. Boylece, diskteki
antimikrobiyal madde besiyeri igerisine yayilir ve bakteriye etkili oldugu diizeylerde
iiremeyi engeller. Bunun sonucunda, disk ¢evresinde bakterilerin iremedigi dairesel
bir inhibisyon alani (zonu) olusur. Inhibisyon zonunun ¢api, bakterinin duyarlilig: ile
direkt olarak iliskilidir. Bu alanin ¢ap1 6l¢iilerek her antimikrobiyal madde i¢in farkl
olabilen duyarlilik sinir1 degerleriyle karsilastirilir. Inhibisyon alaninin biiyiikliigiine

gore duyarl, orta veya direncli seklinde duyarlilik kategorisi belirlenir (Oztiirk, 2009).

18



Diliisyon yonteminden farki antimikrobiyal maddelerin bir tek konsantrasyonunun

etkinligi denenir.

Disk-difiizyon yontemine benzeyen, minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK)
belirlenmesini saglayan E-testi (Dereceli antibiyotik seridi yontem) , kantitatif yontem

olarak kullanilir (Akytiz, 2007).
2.3. Mineral Madde ile Tlgili Genel Bilgiler

Mineraller, viicudun saglikli kalabilmesi ve bircok yasamsal fonksiyonunu
siirdiirebilmesi icin gerekli olan kimyasal elementler ile bu elementlerin inorganik
bilesikleridir. Mineraller, inorganik bilesik olduklarindan dolay1 insan metabolizmasi
tarafindan sentezlenemezler. Bu nedenle insan viicudunun ihtiyag duydugu
minerallerin mutlaka disardan hayvansal ve bitkisel gidalar ile alinmasi
gerekmektedir. Hayvansal gidalar ile alinan mineraller insan organizmasi tarafindan

daha kolay bir sekilde emilebilmektedir (Geber, 2007, Atasever, 2003).

Yetigkin bir insanin viicut agirliginin % 4-6’ sin1 mineral maddeler olusturmaktadir.
Viicudun bazi minerallere (6rn., Ca, Mg, P, S, K, Na, CI) olan gereksinimi oldukca
fazla, bazilarina ise (6., Fe, Zn, Cu, I, Mn, Mo, F, Se, Si, Cr, Li vb) azdir. Insan
saglig1 i¢in 6nemli mineraller; Fe, Ca, K, Mg, Zn, Mn, I, P, Cu ve Se’ dur (Atasever,
2003, Ferreira vd., 2000).

2.3.1. Minerallerin Siniflandirilmasi

Mineraller, diyette ihtiya¢ duyulan miktarlarina gére makro ve mikro mineraller olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadir (Tablo 3.3). Besinlerle giinliik 100 ppm veya daha fazla
miktarda alinanlar makro mineral, 100 ppm’ den daha az miktarda alinanlar ise mikro

mineral olarak adlandirilmaktadir (Atasever, 2003).

Makro mineraller, canli hiicrelerin faaliyet gosterecegi uygun izotonik ortamin
olusmasin1 ve viicudun su dengesini saglayan elektroloit dengesinde aktif rol
oynamakta, kaslarin kasilmasinda, karbonhidrat ve protein metabolizmasinda da

onemli gorev almaktadirlar.

Mikro mineraller ise iz element veya agir metal olarak da bilinmekte ve

metabolizmada bircok enzimin kofaktdrli olarak faaliyet gdstermektedirler. Bu
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enzimler ozellikle oksijenin tasinmasinda, sinir uyarimlarinin iletilmesinde, immun
sistemde, biliylime ve gelismede oldukca 6nemli fonksiyonlara sahiptirler (Tarak¢i ve

Kiictikoner, 2003, Aksan, 2000)

Tablo.2.3. Mineral Maddelerin Smiflandirmasi

Makro mineraller Mikro mineraller

Kalsiyum (Ca) Kobalt (Co)
Potasyum (K) Manganez (Mn)
Magnezyum (Mg) Bakir (Cu)
Sodyum (Na) Molibden (Mo)
Fosfor (P) Selenyum (Se)
Kiikiirt (S) Krom (Cr)
Klor (CI) Cinko (Zn)
Iyot (I)
Demir (Fe)
Nikel (Ni)
Flor (F)

2.3.2. Minerallerin Genel islevleri ve Bazi Mineraller

Mineraller; iskelet kemiklerinin ve dislerin olusumunu saglamakta, bagirsaktaki
sindirim olaylarinda metabolik aktif rol oynayarak besinlerin sindirimini
kolaylastirmakta ve enzimlerin aktif hale gecebilmesi i¢in koenzim gorevi
yapmaktadirlar (Oztan, 2005). Aym zamanda kan basinci, kalp ritmi, kas
fonksiyonlari, viicuttaki s1vi dengesinin muhafazasi, iireme ve pek ¢ok fonksiyonda da
onemli rol oynamaktadirlar. Ayrica, vitaminlerin en fazla ihtiya¢c duyulan bolgeye

ulagmalar1 i¢inde minerallere ihtiya¢ duyulmaktadir (Caglar vd., 1998).
2.3.2.1. Kalsiyum (Ca)

Viicudumuzun temel minerali olan kalsiyumun yetigkin bir insanin viicudundaki
miktart ortalama 1.200 g kadardir. Vicuttaki toplam mineralin % 1,5-2,2 si
kalsiyumdan olusmaktadir. Kalsiyum, disaridan besinlerle alinmak zorundadir.
Kalsiyumun % 99’u kemik ve dislerin yapisinda yer alir. Kalsiyum; kemik yapisinin

olusturulmasindan baska, sinirlerden gelen uyarilarin da kaslara iletilmesinde ve hiicre
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zarlarinin olusmasinda kolaylagtirict rol oynar. Enzimlerin c¢alismasinda, kan
basincinin diizenlenmesinde yardimeidir, elektrolit dengesinin saglanmasinda gorev
alir (Tayar ve Korkmaz 2007). Hiicre dis1 kalsiyum diizeyinin azalmasinin paratiroid
hormonunun (PTH) salinimini tetikledigi goriilmiistiir. Hiicre dis1 kalsiyum
diizeyindeki artmanin, tiroid bezinin follikiiler hiicreleri arasinda bulunan 6zellesmis
hiicrelerden kemik rezorbsiyonunu azaltan, kalsiyum ve fosfat iyonlarmin idrarla
atitlimini artirarak plazma kalsiyum diizeyini azaltan kalsitonin salgilanmasini uyardigi
belirtilmistir (Champe ve Harvey 1997). Kanda kalsiyum 9-11 mg/dl tutulmalidir.
Eger oran bu degerin altina diiserse, kas kasilmalari, kramplar ve titremeler goriiliir.
Bu durumda viicut, kalsiyum yetersizligini kemikler ve bobreklerden kalsiyum alarak
karsilama yoluna gider. Fazla alinmasi halinde kemik yapisinda bozukluklara ve
bobreklerde tas olusumuna neden olabilir. Kalsiyum dogal olarak siit ve siit
trtinlerinde, ceviz ve deniz triinlerinde bol miktarda bulunur Ginlik tiiketilecek iki
su bardagi kadar siit veya yogurt, iki kibrit kutusu kadar beyaz peynir 700 mg kadar
kalsiyum saglar (Tayar ve Korkmaz 2007).

2.3.2.2. Demir (Fe)

Demir, oksijenin viicut igindeki dolasimindan sorumludur. Viicudumuzda bulunan
demir ortalama 4 g’ dir. Bunun 2,5 g’ 1 kirmiz1 kan hiicrelerinin rengini veren
hemoglobinin bilesiminde, geriye kalan yaklasik 1,5 g’ 1 depo demiri olarak karaciger,
dalak ve kemik iliginde yer alir. Hemoglobinin i¢indeki demir, oksijenin hiicrelere
taginmasini saglar. Demirin dokulardan kana ge¢mesinde bakira ihtiya¢ duyulur.
Demirin miktar ve emilim kolaylig1 yoniinden en 1yi kaynaklari, karaciger, dalak,
bobrek ve organ etleridir. Yumurta sarisi, pekmez, tahin, kuru meyveler, kuru
baklagiller, yesil sebzeler, findik, fistik ve susam gibi besinler de iyi birer demir
kaynagi sayilabilir. Bitkisel besinlerde bulunan demirden insanlarin ancak % 10
oraninda faydalandigi tahmin edilmektedir. Demir yetersizligi gibi, asir1 miktarda
tikketimi de saglig1 olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Demir eksikligi anemisinde;
kanin oksijen tagima yeteneginde azalma, halsizlik, kolay yorulma, ¢arpint1 ve eforla
gelen nefes darlig1, kaslarda kramplar ve istahsizlik goriiliir. Caligma kapasitesinde ve
dayaniklilikta azalma ve klinik belirti olarak deride ve mukozada solukluk, bas

donmesi, kulak ¢inlamasi, tirnaklarda bozukluklar goriilebilir. Demir yetersizliginde
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nefes darlig, sarilik, kronik bas agrilari, uyku diizensizlikleri, asir1 yorgunluk, cabuk

tirnak kirilmalari, sa¢ dokiilmeleri olusur (Tayar ve Korkmaz 2007).
2.3.2.3. Magnezyum (Mg)

Magnezyum, bulunan miktar agisindan insan viicudunda doérdiincii (70 kg’ hik bir
insanda 2000 mEq), hiicrearas1 alanda ise potasyumdan sonra ikinci sirada bulunan
elementtir. insan viicudunda yaklasik 20- 28 g magnezyum vardir. Ana deposu
kemikler olup, % 60’ 1 burada kalsiyum ve fosfatla beraber bulunur. Ancak
magnezyumun asil fonksiyonu kemiklerde degil, % 40’mnin bulundugu kan ve kas
sistemlerindedir. Kaslarin gliglenmesi, protein sentezi ve enzim sistemi aktivitesinde,
hiicrelerin biliyimesinde ve yenilenmesinde 6nemli rol oynar (Gormiis ve Ergene
2003). Viicudumuz giinliikk ortalama olarak 280-350 mg arasinda degisen oranda
magnezyuma gereksinim duyar. Kalsiyum ve D vitamini agisindan zengin bir diyet
programi uygulandiginda, organizmadaki magnezyum oranint arttirmak gerekir.
Ayrica yogun stres altinda bulunanlarin da magnezyum gereksinimleri artmaktadir.
Biitiin bunlarin yaninda idrar soktiiriicti gibi kimi ilaglar, organizmadaki magnezyum
oranini azaltmaktadir (Tayar ve Korkmaz 2007). Viicut bu minerali disaridan yeteri
kadar alamadigi taktirde kemiklerde depolanmis olan magnezyumu tiiketmeye baslar.
Magnezyum, viicut agirligmin % 0.05° i kadar bir miktarda bulunmasina karsin
viicudumuzdaki ylizlerce enzim reaksiyonuna katilmaktadir. Magnezyum bitki
diinyasinin demiridir. Insanlardaki demir-hemoglobin iliskisine benzer sekilde,
bitkilerde magnezyum klorofil yapisina girer. Klorofilin temel maddesi oldugu i¢in
rengi koyu yesil sebzeler, tahil iriinleri, balik, badem, findik, fistik, ceviz, soya
fasulyesi, kugkonmaz, sogan, domates, havug, kereviz, pirasa, gravyer peyniri, hurma,
karaturp, aycicegi, kakao, muz, dil balig1 ve sert sular magnezyumca zengindir.
Giinlik ihtiyacimiz olan 0.25 g, badem, piring, yesil sebzeler ve peynirden
saglanabilmektedir. Baz1 sebzelerde ve tahillarda bulunan okzalat ve fitat, demiri
oldugu gibi, magnezyumu da baglayarak emilmesini giiglestirir (Gormiis ve Ergene

2003).
2.3.2.4. Potasyum (K)

Potasyum ve sodyumun hiicre dengelerini sagladiklari ilk kez 1807’de anlagilmistir.

Bu iki mineralin birbiriyle kaynasmasi, hiicrenin disindaki atmosferle hiicre arasindaki
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dengeyi saglamaktadir. Bu iligki, hiicre zarlarinin elektrik potansiyelini korumakta ve
kandaki pH oranmin degisiklige ugramasini 6nlemektedir. Potasyum gereksinimi,
glikojen metabolizmasina sikica baglidir. Glikojenin par¢alanmasinda potasyum agiga
cikar ve glikojenin yeniden sentezlenmesinde tekrar kullanilir. Potasyum, kaslarin
hareketliligini dengeler, konsantrasyona, kalp atiglarinin diizeni ile hiicreler i¢inde ve
disindaki sivi dengesini korumaya yardimci olur (Tayar ve Korkmaz 2007).
Kurutulmus 3-4 adet orta buiyiikliikteki kayisida 480 mg, 160 g yogurtta 400-530 mg,
100 g kestanede 380 mg, bir adet biiyilk boy enginarda 360 mg K minerali
bulunmaktadir (Tayar ve Korkmaz 2007).

2.3.2.5. Sodyum (Na)

Viicut stvilarinin ozmotik basinci ve asit baz dengesi i¢in gereklidir. Viicutta potasyum
ile karsilikli etkilesim i¢indedir. Kanda potasyum ¢ogunlukla kirmizi kan hiicrelerinde,
sodyum ise plazmada bulunur. Sodyum ve potasyum iyonlarinin viicut sivilarindaki
yogunlugu bébrekler tarafindan denetlenir. Insan viicudunun giinliik ortalama 83-97 g
arasinda sodyuma ihtiyaci vardir. Fazla tuz alimi halinde sodyumun kanda artmasi
sonucu tansiyon yiikselmesi goriiliir. Sodyum, sodyum kloriir seklinde bazi gida
maddelerinde, ayrica peynir, zeytin, tursu, kabartma tozu, yemek sodasi, igme suyu,
tuz ve antiasit igeren ilaglarda bulunur. Kerevizde 132 mg/ 100 g, havugta 60 mg/ 100
g, kuru kayisida 12 mg/100 g, kuru {iziimde 21 mg/100 g, hurmada 5 mg/100g Na

minerali bulunmaktadir (Tayar ve Korkmaz 2007).
2.3.2.6. Cinko (Zn)

Cinko insan viicudunda 2-3 g kadar bulunur. Kanda, alyuvarlarda, karacigerde,
pankreasta, bazi kaslarda ve kemiklerde bulunur. Cinko, biiyiime i¢in 6nemli 100’den
fazla enzimin caligmasina yardim eder. Viicudun genel gelismesini diizene sokar,
sperm {retimini kolaylastirir. Bagisiklik sistemini giiclendirerek hastaliklara karsi
direnci arttirir. Eksikliginde, koku ve tad alma duyusunun zayiflamasi, unutkanlik,
hareket gii¢liigii, bliylime geriligi, sa¢ dokiilmesi ve yara iyilesmesinde gecikme
goriiliir. Giinde 2 g’dan fazla ¢inko alinmasi ishal, sa¢ dokiilmesi, tirnak kirilmasi,
yorgunluk, sinir sisteminde istem dis1 hareketlere neden olur. Deniz iiriinleri, et, kuru

baklagiller, ay ¢ekirdegi, brokoli ¢inkonun iyi kaynaklaridir. 6 orta boy istiridyede
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23.7 mg, 225 g yogurtta 2.2 mg, 28 g ay cekirdeginde 1.5 mg ve ' fincan brokolide
0.3 mg Zn minerali bulunmaktadir (Tayar ve Korkmaz 2007).

2.3.2.7. Bakir (Cu)

Bakair, bircok enzim fonksiyonu i¢in gerekli olup, kanda demir ile beraber hemoglobini
olusturur. Bag doku metabolizmasinda rol oynar. Bakir viicut tarafindan zor emilen
bir maddedir. Kemik, kikirdak ve deriyi olusturan bir protein olan kollagen’ in ve sag
ile derinin rengini veren melanin pigmentinin sentezlenmesine yardimci olur. Glinliik
bakir gereksinimi 1.5 - 3 mg arasinda degisir. Sakatat, balik, istiridye ve midye, kuru
tiziim ve findik bakir bakimidan zengindir. Tahillar ve baklagiller 5 mg Cu minerali
icermektedir. Bakir eksikliginde anemiler, ddemler ve kemiklerin stabilitesinin

azalmasi gozlenir (Tayar ve Korkmaz 2007).
2.4. DNA Koruyucu Aktiviteyle lgili Genel Bilgiler
2.4.1. DNA’nin Yapisi ve Fonksiyonu

Insan somatik hiicrelerinde tiim genom iki kopya olarak bulunmaktadir. Genomu
olusturan cift sarmal bicimindeki DNA, yaklasik 3 milyar baz cifti icerir. Insan DNA
s1 23 c¢ift ( 46 tane) kromozoma boliinmiis sekilde bulunur. Bunlardan islevsel
proteinleri kodlayan gen sayisi yaklagik 20-30 bindir. Bu genler embriyogenez,
bliylime gelisme, lireme ve ¢esitli metabolik islevleri denetlerler. Genomdaki islevsel
gen sayisi, tiim genomun yaklasik %10 u kadardir. Digerleri genomda ¢ok sayida
benzer kopyalar (yineleyen diziler) seklinde dagilmistir. Bu diziler binlerce, bazen
milyonlarca kopya olusturabilir. Bunlarin islevleri heniiz tam olarak anlasilamamastir.
Bazilar1 genlerin ekspresyonunda ve kromozomlarin yapilanmasi ve islevlerinde rol

oynayabilir (Murray vd., 2000, Champe ve Harvey, 1998) .

DNA, polimerik bir niikleik asit (NA) makromolekiiliidiir (poliniikleotid). Baz, fosfat
ve sekerden olusan bilesimler niikleotid olarak bilinir. DNA makromolekiiliiniin temel
taslari; seker (deoksiriboz), dort farkli baz (adenin, guanin, timin, sitozin) ve fosfat
grubundan olusur (Sekil 3.1.). Niikleotidler 5 ' ve 3 ' fosfodiester baglar ile birleserek
poliniikleotid makromolekiillerini olustururlar. Insandaki genetik bilgi, DNA
molekiiliindeki dort fakli bazin siralanisi ile kodlanmistir. DNA’nin yapisi, genetik

bilginin ana hiicreden yavru hiicreye aktarilmasin1 ve proteinlerdeki aminoasitlerin
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nasil dizilecegini belirler. Cift sarmal bicimindeki DNA zincirinde birbirine zit yonde
ilerleyen iki poliniikleotid zinciri vardir. Bu zincirlerde adenin (A), timin (T), ile,
guanin (QG) ise sitozin (C) ile karsilikli gelecek sekilde siralanir ve bu zincirlerden
birindeki baz siralanisi bilinirse 6teki zincir de okunabilir. Hiicre boliinmesi sirasinda
iki zincir birbirinden ayrilir ve yavru hiicreye gecen her zincir ortamdaki niikleotidleri
kullanarak kendi esini tamamlar. Mitoz boliinmede yavru hiicre ile ana-baba hiicrenin
kromozom sayis1 esittir. Mayoz boliinmede ise atasal kromozomun yarisina sahip
yavru hiicreler olusturulur, bdylece her DNA kopyasindan bir tane konmus olur.
Diploid organizmalarda bilgi azalmasi olmamaktadir (Champe ve Harvey, 1998,

Neyzi ve Tiirkan, 2002) .

Seker
fosfat
omurga

~ Baz gifti

Adenin

Azotlu
baz

Timin

Guanin

Sitozin

Sekil 2.1. DNA’ nin yapisi
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2.4.2. DNA Hasari

Genetik materyalin molekiiler biitiinliiglinde ekzojen veya endojen faktdrlerin
etkisiyle meydana gelen tiim degisiklikler “DNA hasar1” olarak adlandirilir. Genom,
DNA hasarina neden olan sayisiz farkli etkene maruz kalir. Ekzojen kaynaklar
icerisinde, giinesten gelen ultraviole radyasyon, radon bozunumundan kaynaklanan
iyonize radyasyon, mantar kaynakli aflatoksin, yanmas tiitiin ve birgok kemoterapotik
sayabiliriz. Endojen kaynaklara ornek olarak, oksidatif metabolizma, DNA’nin
spontan degisimleri, immiinolojik ¢esitliligi olusturan V(D)J rekombinasyon
mekanizmasini (antijen tanima bdlgelerini kodlayan ekson V,D ve J seklinde ii¢
kisimdan olugur ve bu kisimlarin bir¢ogu farkli kombinasyonlarla bir araya gelebilir)

verebiliriz.
2.4.3. DNA Hasarina Neden Olan Etkenler

1. Spontan veya kalitimsal olusan gen mutasyonlari
2. Cevresel faktorler
- Ultraviyole Isik
- Iyonize radyasyon
- Elektromanyetik dalgalar
- Kimyasal ajanlar: Aflotoksin, benzopren, kemoterapi ilaglari, alkilleyici
ajanlar, vinil klorid, v.b
- Sigara alkol kullanimi1
- Hava kirliligi
- Kotii beslenme aliskanligt
3. Dogal hiicresel metabolizmadan kaynaklanan faktorler
- Mitokondriden enerji iiretim esnasinda olugan Serbest Radikaller
- Enflamasyon

- Detoksifikasyon islemleri

Hiicre tiim bu DNA hasarlarina farkli metabolik yollar ile cevap verir. Agir DNA
hasarlar1 hiicrenin apoptozis yolunu aktive ederek hiicreyi 6liime gotiiriir. Hiicre, DNA
hasarlarin1 "DNA tamir mekanizmalar1" ile tamir edebilir. DNA hasar ikilesme
sirasinda tamir edilemezse mutasyona ve sonug olarak genomik kararsizliga, kanser

ve yaglanmaya neden olur. DNA tamir sisteminde 100’den fazla gen rol oynar ve bu
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genlerin kodladig1 proteinler tamir mekanizmalarinda gorev alirlar. Her bir insan
hiicresinin DNA'sinda giinde yaklasik olarak 500.000 adet kodlanmayan veya yanlis

kodlamaya neden olabilen hasar meydana gelmektedir.

DNA hasar1 sonunda DNA'nin yapisini ve dahasi diger nesillere aktarilan genetik
bilgiyi degistirebilirler. Kii¢iik hasarlar ¢ogunlukla DNA onarim sistemleri tarafindan
onarilabilirken, orta derecedeki hasarlarin birikimi ise mutasyon ve kanser ile
sonuglanabilir. Yiiksek diizeydeki hasarlar ise apoptozisi uyararak "hiicre 6liimiine"

yol agabilir ve boylelikle organizma kendini korumus olur.
2.4.4. DNA Hasar Tipleri

DNA c¢esitli farkli mutagenler tarafindan hasara ugrayabilir. Bunun sonucunda DNA
dizisi degisebilir. Mutajenler arasinda, yiikseltgen (oksitleyici) etmenler, alkilleyici
etmenler ve yliksek enerjili elektromanyetik 1sinlar (moroétesi 151k ve X 1sinlar gibi)
sayilabilir. DNA'da meydana gelen hasarim tipi mutajenin tipine baglidir. Ornegin, mor
otesi 151k timin ikilileri (timin dimerleri) olusturarak DNA' ya hasar verir (Douki vd.,
2003). Buna karsin, serbest radikaller veya hidrojen peroksit gibi yiikseltgen etmenler
farkl: tiirden hasar olusturabilirler. Baz degisimi (6zellikle guanozin) ve iki iplik¢ikli
kirilmalar gibi (Cadet vd., 1999). Her bir insan hiicresinde giinde 500 baz ytikseltgeyici
zarar gOriir (Shigenaga vd., 1989, Cathcart vd., 1984). Bu yiikseltgeyici hasarlardan
en zararlisi ¢ift zincirli kirilmalardir. Cilinkii bunlarin onarimi zordur. Bunlar DNA
dizilerinde noktasal mutasyonlara, insersiyonlara ve delesyonlara ayrica kromozomal

translokasyonlara yol agabilir (Valerie ve Povirk, 2003).
Baslica hasar tiplert;

Deaminasyon

Depurinasyon

Alkilasyon

T-T and T-C dimerleri olusumu
Replikasyon hatalar1

Cift iplik kiriklar1 (DSB)
Oksidatif hasardir.

N o g s~ wDbh e
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2.5. Calismada Kullamlan Mantarlarin Sistematikleri ve Genel Ozellikleri
2.5.1. Trametes versicolor
T. versicolor’ un bilimsel siniflandirilmasi su sekildedir:

Alem: Fungi

Sube: Basidiomycota
Simif: Agaricomycetes
Takim: Polyporales
Aile: Polyporaceae
Cins: Trametes

Tir: Trametes versicolor

Trametes versicolor, Agaricomycetes sinifindan, Polyporaceae ailesine ait, yaygin
ismi ‘turkey tail’ yani hindi kuyrugu olarak bilinen beyaz ¢iiriik¢iil funguslardir (Volk,
T. J., 2007). Diinyanin ¢esitli yerlerinde farkli isimlendirmeleri olmakla birlikte
ozellikle Cin’de Yunzhi (bulut makrofungusu) ve Japonya’da Kawaratake (nehir
makrofungusu) olarak bilinmektedir. Bilinen diger isimleri Coriolus versicolor,
Boletus versicolor Polyporus versicolor, Polystictus versicolor ve Coriolus zonatus

dur.

T. versicolor’ un izole edildigi karpoforlar, odunsu aga¢ govdesinin iizerinde iist iiste
binmis y1gin halinde yogun olarak bulunan demetler seklindedir. Makrofungusun {ist
kismi1 kadifemsi bir yiizeyden olusmaktadir ve genellikle kahverengi veya gri
renklerinde koyulu agikli tonda birbirini sirayla izleyen kendine 6zgii bantlar1 ile

degisik sekillerde bulunabilmektedir.

Makrofungusun yapisi genellikle ince olup kalinligt 2 mm’yi ge¢cmemektedir.
Dayanikli, sert fibrilli bir yapist vardir. Basidiokarplarin ve sapkalarin alt tarafinda
rengi beyazdan soluk sartya dogru giden vertikal olarak diizenlenmis, mm bagina 3-5
pora sahip olan agizlar1 bazen dairesel olarak bulunabilen kiigiik tiip seklinde yapilar
bulunmaktadir. Fiziksel goriinlimiine daha ayrintili bakildiginda, 4-10 cm
uzunlugunda, 3-5 cm genisliginde; raf seklindeki yapilar, 1-3 mm kalinliginda, alt

kisminda bulunan por tiipleri 0,5-1 mm uzunlugunda, porlar; dairesel, diizensiz agisal
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sekilde ve sporlar elipsoid seklinde, beyaz, yesil veya krem renginde olmaktadir

(Stamets, P., 2000).
2.5.2. Auricularia auricula
A. auricula’ nin bilimsel siniflandirilmasi su sekildedir:

Alem: Fungi

Sube: Basidiomycota

Sinif: Agaricomycetes
Takim: Auriculariales
Aile: Auriculariaceae

Cins: Auricularia

Tiir: Auricularia auricula

A. auricula, Agaricomycetes sinifindan, Auriculariaceae ailesine ait, diinya ¢apinda
Musevi Kulagi”, “Ahsap Kulak”, “Jole Kulak™ olarak bilinen yenilebilir bir mantar

tirtidiir.

Bu tiir 6lii veya 6lmekte olan aga¢ dallar1 lizerinde, agac govdesi lizerinde ve ¢iiriimiis
kiitiikler lizerinde kiimeler olusturur (Mohanan, 2011). Makrofungusun dis yiizeyi
parlak kirmizimsi, kahverengi ile morumsu karigimi bir renge sahiptir ve genellikle
tizerinde gri renkli kiiglik tiyler bulunur (Sterry ve Hughes, 2009, Phillips, 1981).
Mantarin i¢ kismu ise agik gri- kahverengi renge sahip ve piiriizsiizdiir. Bu mantar tiirii
kiviimli  yapist ve lizerindeki damar benzeri yapilarla “kulak™ goriiniimiine

benzetilmektedir (Sterry ve Hughes, 2009, Phillips, 1981).

A. auricula’ nin sapka kismi normalde 3-8 cm’dir, fakat 12 cm olan tiirleri de vardir
(Phillips, 1981, Lowy, 1952). Bu makrofungus genellikle disk seklinde kulak
goriinlimiindedir, ama kupa seklinde olanlar1 da vardir (Mohanan, 2011). Bu tiir
gencken daha elastik ve jelatinimsi dokulara sahipken, yaslandik¢a daha sert ve

kirilgan bir hal alir (Sterry ve Hughes, 2009)

A. auricula’ nin sporlari uzun ve sosis seklinde olup, sporlarin boyutu 16- 18 um,
kalinlig1 ise 6- 8 pm arasinda degisir (Phillips, 1981). Sporlar1 beyaz, krem ya da
sarims1 renkli ve seffaftir (Phillips, 2010, Geng ve Smith 2004). Bu tiirlin sporlar1
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bazen sapka yapisinin altinda beyazimsi bir kitle seklinde goriilebilir (Geng ve Smith

2004)
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BOLUM 3
KAYNAK ARASTIRMA

Komatsu (1973), Schizophyllum commune’ den izole edilen schizophyllan
polisakkaridinin Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli

ve Klebsiella pneumoniae’ ya karsi antibakteriyal etki gosterdigini tespit etmistir.

Breene (1990), baz1 mantarlarin (Agaricus bisporus, Lentinula edodes, Volvariella
volvacea, Pleurotus sp., Flammulina velutipes, Ganoderma sp.) besin degeri ve tibbi
ozelliklerini belirlemistir. Bu mantarlarin protein kaynakli oldugunu ayrica B vitamini,
C vitamini ve mineraller icerdigini belirlemistir. Lipit seviyelerini diisiik, fakat

doymus ve doymamis yag asit oranlarini yiiksek bulmustur.

Takazawa ve Kashino (1991), Basidiomycetes’ lerin farkli tiirlerinin fermantasyon
sivilarindan hazirladiklar1 metanolik ekstraktlarin cesitli bakteri tiirleri ilizerinde

antibakteriyel etkiye sahip oldugunu gézlemlemislerdir.

Diilger ve Sen (1997), Russula delica Fr. makrofungusundan etil asetat, aseton,
kloroform ve etanol ekstreleri hazirlanarak disk diflizyon metoduna gore Escherichia
coli ATCC 11230, Enterobacter aerogenes CCM 2531, Staphylococcus aureus ATCC
6538P, Staphylococcus epidermidis NRRL B-4377, Micrococcus luteus La 2971,
Micrococcus flavus ATCC 14452, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus,
ATCC 7064, Bacillus brevis ATCC 9999, Bacillus thurigiensis, Bacillus megaterium,
Listeria monocytogenes ATCC 19117, Corynebacterium xerosis CCM 2824,
Mycobacterium smegmatis CCM 2067, Salmonella thyphimurium CCM 5445,
Salmonella typhi ATCC 19430, Klebsiella pneumoniae UC57, Proteus vulgaris ATTC
8427, Xanthomonas campestris, Candida utilis La 991, Candida albicans ATCC
10231, Kluyveromyces fragilis NRRL 2415, Hansenula sp., Debaryomyces sp.,
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 ve Rhodotorula rubra iizerinde antimikrobiyal
etkilerini arastirmislardir. Calisma sonucuna gore Russula delica Fr. 6zellikle basta

Corynebacterium xerosis CCM 2824 ve Listeria monocytogenes ATCC 19117 olmak
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tizere baz1 Gram (+) ve (-) bakterilere ve bazi mayalara 6zellikle Kluyveromyces

fragilis NRRL 2415 ‘e kars1 bir antimikrobiyal aktivite icerdigi saptanmistir.

Liu vd. (1997), mantarlardan elde edilen bazi polisakkarid ekstraktlarinin serbest
radikalleri siiplirme kapasitesini belirlemislerdir. Siiperoksit ve hidrooksil radikal
stiplirme aktiviteleri sirastyla NADH-nitroblue tetrazoliom sistemi ve askorbik asit
Cu*Zsitokrom C sistemi kullanarak arastirmislardir. Mantarlarm polisakkarit
ekstraktlarinin serbest radikalleri siiplirme etkisini belirlemisler ve bu sonucun
gozlenmesinde polisakkarit ekstraktlarinin protein i¢eriginin dogrudan etkisi oldugunu

belirtmislerdir.

Tuzen vd. (1997), Tirkiye’de yetisen yirmi dort farkli yabani mantar tiiriiniin i¢erdigi
agir metallerin analizi yapilmis ve hangi metalleri ihtiva ettikleri belirlenmistir.
Calisilan mantar tiirlerinde Pb, Cd, Hg, Fe, Cu, Mn ve Zn elementlerin analizi

yapilmustir.

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

Schizosaccharomyces sp., Torulopsis sp. ve Torula sp., ilizerinde denemislerdir.
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Calisma sonucuna gore, Corious versicolor (L. ex Fr.) Quel. ekstrelerinin bazi gram
(+) ve gram (-) bakterilere karsi antimikrobiyal bir aktivite igermesine ragmen
caligmada kullanilan maya kiiltiirlerine kars1 bir antagonistik aktiviteye sahip olmadigi

saptanmuistir.

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

belirlenmistir.

Hirasawa vd. (1999), antimikrobiyal aktivite i¢in Lentinus edodes’ ten ii¢ ¢dzgen
(kloroform, etilasetat ve su ekstraktlar1) yardimiyla ekstraksiyon yapmuislardir.
Lentinus edode " ten ekstraksiyonla elde edilen ekstraklarin agiz orijinli Streptococcus,
Actinomyces, Lactobacillus, Prevotella ve Porphyromonas cinslerine karsi etkili

olduklarini tespit etmiglerdir.

Wasser ve Weis (1999), tibbi 6zellikleri yoniinden giiglii olan Basidiomycetes’ ler
(Lentinus edodes, Ganoderma lucidum, Schizophyllum commune, Trametes

versicolor, Inonotus obliquus ve Flammulina velutipes) hakkinda bir derleme
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yayinlamis ve tiirlerin antikanserojen ve antioksidan 6zelliklerinin oldukca etkili

oldugunu belirlemislerdir.

Huang (2000), Antrodia camphorata ve Agaricus blazei’ nin antioksidan 6zelliklerini
ve polisakkarid bilesikleri igerigini belirlemistir. A. camphorata’ nin, A. blazei’ den

daha fazla indirgeme kapasitesine sahip oldugunu gozlemistir.

Ajith ve Janardhanan (2002), Phellinus rimosus’ un antioksidan ve antihepatotoksik
faaliyetlerini aragtirmislardir. Etil asetat ekstraksiyonuyla siiperoksit anyon siipiirme
etkisi, Fe? askorbat igeren lipid peroksidasyon inhibisyonu, hidroksil radikal siipiirme
etkisi ve nitrik oksit siiplirme aktivitesi belirlenmisgtir. Invitro ortamdaki P. rimosus,
Oonemli antioksidan aktivite gostermistir. Ayrica etil asetat ekstraksiyonu siddetli
toksisiteyle uyarilmis fare  karacigerinde—karbotetrakloriire  karsi  giiclii

antihepatotoksik aktivite gdstermistir.

Mau vd. (2002), birkag 6zel mantarin (Dictyophora indusiata, Grifola frondosa,
Hericium erinaceus ve Tricholoma giganteum) antioksidan aktivitelerini
belirlemiglerdir. DPPH analizi i¢in Shimada vd. 1992 yilinda yapmis oldugu
calismasinda, metodunun kullanildig1 ¢calismada mantarlarin metanolik ekstraktlarinin
DPPH siipiirme giicii artan konsantrasyona bagli olarak artmistir. D. indusiata’ nin
metanolik ekstraktinin siiplirme giicii, diger mantarlarin DPPH radikalini siiplirme
etkisine gore yiiksek bir etki gdstermistir. Indirgeme giicii Oyaizu 1986 yilinda yapmis
oldugu ¢alismasinda ise D. indusiata’ nin metanolik ekstrakti ¢ok iyi bir indirgeme

giicli gostermistir.

Nukata vd. (2002), Albatrellus ovinus’ un neogrifolin tiirevlerine sahip antioksidan
aktivitesini belirlemiglerdir. Japon mantar1 olan Albatrellus ovinus’ un grifolin ve
neogrifolin ile beraber {i¢ neogrifolin tirevleri (3-hydroxyneogrifolin, 1-
formylneogrifolin  ve 1-formyl-3-hydroxyneogrifolin) izole etmislerdir. 3—
hydroxyneogrifolin ve 1-formyl-3—hydroxy—neogrifolin” in spektroskopik analizleri

sentetik antioksidanlardan (o—tokoferol ve BHA) daha gii¢lii etki gostermistir.

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

antiviral etki gostermistir.
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Cheung vd. (2003), baz1 yenebilen mantarlarin antioksidan kapasitelerini ve toplam
fenolik bilesik igeriklerini tespit etmislerdir. Lentinus edodes ve Volvariella volvacea’
nin metanol ve saf su ekstraktlar1 ile yapilan antioksidan aktiviteleri (B-karoten,
linoleik asit DPPH radikal siipiirme etkisi yontemiyle) ve peroksil radikaller tarafindan
indiiklenen sican eritrositlerinin hemoliz inhibisyonunu incelemislerdir. DPPH radikal

stiplirme etkisini en fazla Lentinus edodes’ in su ekstraktlarinda gézlemislerdir.

Isildak vd. (2004), Tokat’ da yetisen yabani mantar tiirleri {izerine ¢alisilmis ve
calisilan mantarlarda ki agir metaller; Cu, Cd, Pb, Zn, Mn, Fe, Cr ve Ni analiz
edilmistir. Calismada atomik absorbsiyon spektrometresinden faydalanilmis ve
calisilan mantar tiirleri arasinda en yiiksek Cr ihtiva eden mantarin Morchella elata

oldugu belirtilmistir.

Hur vd. (2004), P. linteus’ un biitanolfraksiyonu Staphylococcus aureus’ un metisillin
direncli tiim suslaria karsi (MIC, 63—125 ug/ml) iyi bir antimikrobiyal aktivite

gostermistir.

Mau vd. (2004), Grifola frondosa, Morchella esculenta ve Termitomyces albuminosus
misellerinin antioksidan kapasitelerini belirlemislerdir. Yapilan ¢alismada, Morchella
esculenta’ nin DPPH radikalini slipirme etkisi diger mantarlara gore yiliksek bir etki
gostermistir. Oyaziu 1986 yilinda yapmis oldugu c¢alismasinda, Morchella esculenta
misellerinin metanolik ekstraktlarimin indirgeme giicli, artan konsantrasyona baglh

olarak artarken diger mantarlarin miselleri, kayda deger bir etki géstermemistir.

Cui vd. (2005), Inonotus obliquus’ un antioksidan etkilerini arastirmiglardir. DPPH
analizi, Mc Cune ve Jhons 2002 yilinda yapmis oldugu calismasinda, Inonotus
obliquus’ un polifenol etanolik ekstrakti DPPH radikalleri {izerine yiiksek bir siiplirme

etkisi gostermistir.

Fan vd. (2006), G. pfeifferi ve diger Ganoderma tiirlerinden izole edilen
ganodermadiol, lusidadiol ve applanoksidikasid G, influenza viriis tip A’ya karsi
antiviral aktivite gostermislerdir. Dahasi, ganodermadiol uguk ve diger semptonlara

neden olan Herpes simpleks viriis tip 1’e kars1 antiviral aktivite gdstermistir.

Gezer vd. (2006), dogadan toplanip tiiketilen bazi mantarlarin serbest radikalleri

siiptirme kapasitesini ve antimikrobiyal etkisini arastirmislardir. Yapilan calismada
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Ramaria flava’ nin etanolik ekstraktinin IC50 degeri yaygin olarak kullanilan sentetik
antioksidanlarla karsilastirildiginda (BHA, a-tokoferol) olduk¢a 6nemli bir aktivite
gostermistir. R. flava’ nin toplam fenolik bilesik miktar1 Slinkard ve Singleton (1977)
metoduna gore yapilmustir. R. flava’ nin etanolik ekstraktinin toplam fenolik bilesik
miktar1 pirokatecol esdegeri cok yiiksek bir deger olarak bulunmustur. R. flava’ nin
antimikrobiyal etkisi agar disk diflizyon yontemi ile belirlenmigtir. Antimikrobiyal
aktivite yedi gram (+) ve gram (-) bakteri ve bir maya iizerine denenmistir. Mantarin

antimikrobiyal etkisinin olmadigi belirlenmistir.

Solak vd. (2006), Clitocybe alexandri (Gill.) Konr. ve Rhizopogon roseolus’ un
metanol ve etilasetat ekstraktlarinin agar disk difiizyon metodu ile bazi
mikroorganizmalar iizerine denendigi bu ¢alismada her iki mantarin da metanolik
ekstraktlar1 E. coli (15-13 mm), Bacillus subtilis (25-18 mm) ve Enterobacter
aerogenes (25-16mm)’e karsi antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ayrica C.
alexandri’ nin etilasetat ekstrakti Candida albicans (14 mm) ve Saccharomyces

cerevisiae (12 mm) mayalarina kars1 etkili oldugunu bulmuslardir.

Tiirkoglu vd. (2006), Laetiporus sulphureus’ un antioksidan ve antimikrobiyal
aktivitelerini belirlemislerdir. L. Sulphureus’ un etanolik ekstraktinin toplam fenolik
bilesik miktar1 pirokatecol esdegeri ¢ok yiiksek bir deger olarak bulunmustur. L.
Sulphureus’ un antimikrobiyal etkisi agar disk difiizyon yontemi ile belirlemislerdir.
Antimikrobiyal aktivitesi yedi gram (+) ve gram (-) bakteri ve bir maya iizerine
denenmistir. L. sulphureus gram (-) bakterilere kars1 pek etkili olamazken; aralarinda
Bacillus subtilis, B. cereus, Micrococcus luteus ve M. flavus’ unda i¢inde bulundugu
gram (+) bakterilere karst giiglii bir inhibisyon etki géstermistir. Ayrica Candida

albicans’ a karsi da iyi bir antimikrobiyal etki gostermistir.

Tirkoglu vd. (2006), Morchella conica’ nin antioksidan ve antimikrobiyal
aktivitelerini belirlemislerdir. Elde edilen verilere gore Morchella conica’ nin etanolik
ekstraktinin  IC50 degeri yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlarla
kiyaslandiginda (BHA, a-tokoferol) olduk¢a Onemli bir aktivite gostermistir. M.
conica’ nin toplam fenolik bilesik miktar1 Slinkard ve Singleton 1977 yilinda yapmis
oldugu ¢alismada M. conica’ nin etanolik ekstraktinin toplam fenolik bilesik miktari,
pirokategol esdegeri ¢ok yiiksek bir deger olarak bulunmustur. Antimikrobiyal etki

agar disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite yedi gram (+)
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ve alt1 14 gram (-) bakteri ve bir maya ilizerine denenmistir. M. conica’ nin etanolik

ekstraktina kars1 en duyarli bakteri Micrococcus flavus olmustur.

Yamag ve Bilgili (2006), baz1 mantarlardan elde edilen izolatlarin antimikrobiyal
aktivitesini arastirmiglardir. Hygrophorus agathosmus’ un disk difiizyon metoduna
gore yapilan ¢alismada kloroform ekstrakti Enterobacter aerogenes, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Saccharomyces
cerevisiae ve Suillus collinitus’ un; diklorometan ekstraktt Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Candida albicans, Saccharomyces
cerevisiae’ nin de aralarinda bulundugu mikroorganizmalara karst oldukca iyi

antimikrobiyal aktivite gostermislerdir.

Zhan vd. (2006), Cordyceps militaris’ in antioksidan kapasitesini arastirmislardir.
Cordyceps militaris’ in DPPH radikalini siipirme etkisi Blois 1958 yilindaki
metoduna gore tespit edilmis, stipiirme etkisi artan konsantrasyona bagli olarak artmis
ve ayni konsantrasyonda askorbik asitten yiiksek bulunmustur. Cordyceps militaris’ in
indirgeme giicii Yen ve Chen (1995) metoduna gore tespit edilmis ve mantarin

metanolik ekstraktinin artan konsantrasyonuna bagli olarak arttig1 gézlenmistir.

Ajith ve Janardhanan (2007), Giiney Hindistan’ da yetisen tibbi mantarlarin
(Ganoderma lucidum, Phellinus rimosus, Pleurotus florida ve Pleurotus pulmonaris)

antioksidan ve antitiimor aktivitelerini arastirmiglardir.

Barros vd. (2007), Portekiz’ de dogadan toplanip tiiketilen 3 mantarin (Leucopaxillus
giganteus, Sarcodon imbricatus ve Agaricus arvensis) antioksidan kapasitelerini ve
icerdikleri antioksidan bilesiklerini belirlemislerdir. Fenolik madde igerigi en yiiksek

Leucopaxillus giganteus’ ta gdzlenmistir.

Demirhan (2007), Pleurotus ostreatus (Jacq. ex Fr.) Kum., Pleurotus florida Fovose,
Schizophyllum commune Fr; Helvella leucomelaena (Pers) Nannf. ve Amanitavirosa
(Fr.) Bertillon mantarlarinin etil asetat, kloroform, aseton ve etil alkol ekstreleri
hazirlanarak disk diffiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. En
yiiksek antibakteriyal aktivite; E. coli’ de P. florida’ nin kloroform ¢6zgeninde 13,33
mm; S. aureus’ da S. commune’ nin etil asetat ¢dzgeninde 13, 33 mm ve P. aeruginosa’

da ise H. leucomelaena’ nin kloroform ¢6zgeninde ise 14 mm gap olarak saptanmuistir.
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Elmastas vd. (2007), dogadan toplanip tiiketilen bazi mantarlarin (Agaricus bisporus,
Polyporus squamosus, Pleurotus ostreatus, Lepista nuda, Russula delica, Boletus
badius ve Verpa conica ) antioksidan oOzelliklerini ve icerdikleri antioksidan
bilesiklerini belirlemislerdir. Bu mantarlarin antioksidan aktiviteleri standart
antioksidanlar olan BHA, BHT ve a—tokoferol ile karsilastirilmistir. Oyaizu (1986)
metoduna gore yapilan ¢alismada Russula delica ve Verpa conica’ nin ¢ok giiglii
indirgeme giicline sahip olduklar tespit edilmistir. DPPH radikallerini siiplirme etkisi
Blois (2002) metoduna gore belirlenmis ve mantarlarin tiimiiniin DPPH radikallerini

stiptirme etkisi yiiksek bulunmustur.

Ferreira vd. (2007), Portekiz’ in kuzeydogusunda tiiketilen iki yabani mantarin
(Lactarius deliciosus ve Tricholoma portentosum) antioksidan kapasitelerini

belirlemislerdir. Fenolik madde igerigi en yiiksek L. deliciosus’ ta gézlenmistir.

Ramirez-Anguiano vd. (2007), Avrupa’ da yaygin olarak tiiketilen mantarlarin
antioksidan aktivitesini arastirmiglardir. Yapilan ¢alismada Pleurotus sp., A. bisporus,
M. esculenta, B. edulis’ in metanol ekstreleri % 90’ a yakin yiiksek DPPH siipiirme
aktivitesi gostermistir. Su ekstreleri de yiiksek antioksidan aktivite gdstermistir. A.
bisporus, L. edodes, V. valvacea, Pleurotus sp., F. velutipes, Auricularia sp., Tremella
sp. mantarlari; Avrupa ve Asya iilkelerinde yaygin olarak tiiketilen diger yenilebilir
mantarlarin  (Dictyophora indusiata, Grifola frondosa, Hericium erinaceus,
Tricholoma giganteum, Ganoderma lucidum) metanol ve su ekstraktlart 6nemli

antioksidan ve antitlimoral aktivite ve diger yararl biyoaktif 6zellikler gostermislerdir.

Tsai vd. (2007), Agaricus blazei, Agrocybe cylindracea ve Boletus edulis’ in
antioksidan aktivitelerini belirlemislerdir. Bu mantarlarin etanolik ekstraktlarinin
indirgeme giiciiniin Oyaziu (1986) metoduna gore belirlendigi ¢alismada en ytliksek

indirgeme kapasitesine sahip olan mantar Boletus edulis’ tir.

Ufuk (2007), Tricholoma anatolicum Dogan & Intin1 ve Centharellus cibarius FR.” un
antioksidan, antmikrobiyal etkilerinin ve yag asidi kompozisyonunun belirlenmesi
adli yiiksek lisans tezinde C. cibarius ile T. anatolicum mantarlarinin, DPPH
radikallerini siipiirme etkisi, B- karoten- linoleik asit sistemindeki etkisi, indirgeme
giicli, toplam fenolik icerigi ve CUPRAC ile toplam antioksidan kapasitesi gibi

deneylerle antioksidan aktivitelerinin belirlenmesini amaglamistir. Linoleik asit
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sisteminde mantarlarin ekstraktlarinin ve standartlarin artan konsantrasyonu ile
orantili olarak inhibisyon degerlerinin arttig1 gozlendi. Fenolik madde miktar1 C.
cibarius’ da 0,5391 = 0.10 mg ml-1 ve T. anatolicum’ da 0,265 mg ml-1 (Gallik asit
es degeri) olarak bulundu. DPPH radikallerini siipiirme etkisi 250 pg/ml’ de C.
Cibarius’da% 91 ve T. anatolicum’ da % 90 olarak bulundu. C. cibarius’un indirgeme
giicii 0,4 mg/ml’ de 0,5’ den daha yiiksek bir absorbans vererek miikemmel bir
antioksidan aktivite gosterdigi tespit edildi. C. cibarius ve T. anatolicum’ un hekzan,
aseton, kloroform ve metanolik ekstraktlar1 6 gram pozitif, 4 gram negatif bakteriye
ve 1 mayaya karst denendi. Mantarlarin yeterli antimikrobiyal etkisinin olmadig:

gorilmiistir.

Lee vd. (2008), Hypsizigus marmoreus’ un g¢esitli ekstraktlariin antioksidan

aktivitelerini tespit etmislerdir. DPPH radikali siipiirme etkisi yiiksek bulunmustur.

Tekeli vd. (2008), Cantharellus cibarius’ un antioksidan aktivitesini belirlemislerdir.
Toplam fenolik madde konsantrasyonu Folin-Ciocaltacu yontemiyle standart maddeye
(Gallik asit) gore hesaplamiglar ve yiiksek fenol igerigine sahip oldugunu
gbzlemlemislerdir. DPPH radikal siipiirme etkisi de BHA ve BHT ile kiyaslanmis ve

oldukea yiiksek bir siipiirme etkisi oldugunu belirlemislerdir.

Bao vd. (2009), antioksidanlar ayn1 zamanda dogal renk koruyucu maddeler olarakta
kullanilabildigini tespit etmislerdir. Flammulina velutipes’ in 340 mg/L (=48 mg/kg
sulu ortam) ergotiyonin ESH bulunduran kiiltiir ortamindan siv1 ekstakt1 hazirlanmis
ve ESH in % 50 ekstrakt bilesiminin DPHH radikal siiptirme etkisi 0,3 ug olarak
bulunmustur. Sivi ekstrakti, dondurulmus Seriola quinqueradiata kasma 4 giin
boyunca verildikten sonra, kaslarda bozulmanin engellendigi ve baligin renginin
degismedigi tespit edilmistir. 0-2°C de % 1 ve % 10’ luk diyet olarak kullanilan
ekstraktlar, sar1 kanatin siyah kaslarinin kahverengiye doniismesini engellemistir. Bu
caligmayla dogal antioksidanlardan elde edilen sivi konsantrasyonlar diisiik
sicakliklarda baliklarin depolanmasi ve transferi esnasinda olugabilecek renk ve kalite

kaybini engelleyebildigi ortaya ¢ikarilmistir.

Soares vd. (2009), Agaricus brasiliensis’ in geng ve olgun 6rnekleri ayr1 ayr1 metanol
ekstraktlarina tabi tutarak antioksidan kapasitesini ve toplam fenolik madde tayinini

incelemislerdir. Demir iyonlar i¢in indirgeme giicii, radikal siiptirme etkisi, lipid
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peroksidasyon inhibisyonu ve selatlama yetenegi olmak iizere dort tamamlayici testten
gecirilmigtir. Toplam fenolik madde tayininde kii¢iik farkliliklar gozlense de
ekstraktlar benzer antioksidan aktivitesi gOstermistir. Ancak demir iyonlar1 igin

selatlama yetenegi geng safhaya gore olgun sathada daha yiiksek tespit edilmistir.

Tsai vd. (2009), Clitocybe maxima, Pleurotus ferulae ve Pleurotus ostreatus’ un tad
bilesenlerini ve antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Yapilan c¢alismaya gore
mantarlarin olduk¢a lezzetli bir tada sahip oldugu ayrica sicak su ve etanol
ekstraktlarindan DPPH radikali siiplirme etkisinin sicak su ektraktlarinda daha etkili

oldugunu gézlemlemislerdir.

Yaltirak vd. (2009), Russula delicia FR ekstraktinin gidalarda bozulmaya neden olan

bakterilere kars1 antimikrobiyal etki gosterdigini ortaya koymuslardir.

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

iginde Ganoderma lucidum en etkili tiir olarak belirlenmistir.

Berk vd. 2012, Myrtus communis, Pistacia vera, Ceterac hofficinarum, Arum
maculatum, Inulaoculus-christi  bitkilerinin  DNA  koruyucu  aktivitelerini
aragtirmiglardir. A. maculatum haricinde diger 4 bitki tiiriiniin UV ve H20; varliginda
scDNA’ y1 koruyucu etkisinin oldugu belirlenmis. Sonug olarak ¢alisma kapsaminda
degerlendirilen s6z konusu 4 bitki tiiriiniin yiikksek DNA koruyucu aktiviteye sahip

olduklarini gostermislerdir.

Kilgik vd. (2013), oksidatif stresten kaynaklanan DNA hasarina karst Silybum
marianum’ un etken maddelerinden Silibinin’ in (S) ve Viscum album’ un ticari sekli
olan Helixor’ un (H) koruyucu ve tamir edici etkisini belirlemeyi amag¢lamislardir.

Sonug olarak hidrojen peroksit (H20>) ile olusturulan DNA hasarina kars1 Silibinin ve
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Helixor’ un maya hiicrelerini korudugunu gostermistir. Uygulama sonucunda, her iki
etken maddenin de 10 pg/mL’ lik konsantrasyonda, hiicrede koruyucu etki gosterdigi

belirlenmis ve Silibinin 10 pg/mL’ lik konsantrasyonunun DNA tamir indiiksiyonunu

artirdigr bulunmustur.
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BOLUM 4
MATERYAL-METOD

Tez kapsaminda Auricularia auricula ve Tramates versicolar makromantarlarina ait
antioksidan aktivite, antimikrobiyal aktivite, DNA koruyucu aktivite ve mineral
madde igeriklerinin belirlenmesi i¢in kullanilan Oziitleme metodlart ve aktivite

testlerinden asagida detayli olarak bahsedilmektedir.

Mantar 6rneklerinin  Yrd. Dog. Dr. Hasan AKGUL tarafindan toplanmistir.
Auricularia auricula mantar1 mese tlzerinden, Kemaliye-Erzincan’ dan, 950 m
yiikseklikten, Tramates versicolar mantari ise Kdycegiz-Mugla’ dan, 65m’ den 2013

yilinda toplanmustir.
4.1. Mantar Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Mantarlar laboratuvarda agik havada kurutulduktan sonra bir pargalayici ile toz haline
getirildi. Daha sonra 40 g mantar materyali soxhlet aparatinda yaklasik olarak 6 saat
stireyle 75 °C’de etanol ile oziitler ¢ikarildi. Elde edilen o6ziitler daha sonra basing

altinda rotary evaporatorle yogunlastirilip, +4 derecede deney yapilana kadar saklandi.
4.2. Mantarlarin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi
4.2.1. DPPH Serbest Radikal Giderimi

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

edildi. Daha sonra 517 nm’de absorbans okundu.

Hesaplamasi *“ % inhibisyon = [(Abskontrol - ADSsmek) \ AbSkontrol] x 100” formiiliine gére

yapildi.
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4.2.2. Total Antioksidan Status (TAS)

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

molekiiller bu zararli reaksiyonlar1 ya inhibe eder ya da engeller.

Burada kullanilan metodun amaci, tetkik edilmek istenen Ornegin antioksidan
kapasitesini belirlemektir. Ornekteki antioksidanlar, koyu mavi-yesil renkli ABTS’yi
renksiz indirgenmis ABTS formuna donistiiriir. 660 nm absorbanstaki degisim
Ornegin total antioksidan seviyesini belirtir. Bu test, ticari olarak trolox olarak
adlandirilan E vitamini analoguyla kalibre edilir. Ornek olarak, kan serumu, plazma,

iire, hiicre lizati, doku homojenatt meyve sulari, bitki 6ziitleri ve yaglar kullanilabilir.
Bu calismada Rel Assay Diagnostics- TAS Assay Kiti kullanildi.
Kit igerisinde;

Reagent 1 (Buffer)

Reagent 2 (Renkli ABTS Radikal Soliisyon)
Standart 1 (0,0 mmol troloks Equiv./L)
Standart 2 (1.00 mmol troloks Equiv./L)

Bir eliza plate alindi ve Reagent 1°den 200 pl alinir ve kuyucuga eklendi. Uzerine 12
ul bitki &rnegi konuldu. 660nm’de absorbans olgiimii yapildi (Ornedin birinci
absorbansi) ve lizerine 30 ul Reagent 2 ilave edildi. 5 dk 37 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 660 nm’de ikinci absorbans alindi. (Ornegin ikinci absorbansi)
Istenilen durumlarda referans olarak C vitamini de kullanild1. Ayni islemler C vitamini
icin de yapildi. Kit igerisindeki standart 1 ve standart 2 i¢in de ayn1 diizende 6l¢timler

alindi.

Hesaplamasi i¢in; AAbs std 1: std1’in ikinci absorbansi- std1’in birinci absorbansi
AAbs std 2: std2’in ikinci absorbansi- std2’in birinci absorbansi
AOrnek abs: Ornegin ikinci absorbansi- &rnegin birinci absorbansi
SONUC: [Aabs stdl-Aabs oOrnek] / [Aabs stdl-Aabs std2]

formiilleri kullanildu.
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4.2.3. Total Oksidan Status (TOS)

Metabolik ve fizyolojik siireclerde, reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri iiretilir ve bunlar
enzimatik veya enzimatik olmayan siireglerle uzaklastirilir. Belirli kosullar altinda,
oksidanlardaki artma veya antioksidanlardaki azalma, Onlenemez. Bu durumda,
100’den fazla hastalik gelisebilir. Antioksidan molekiiller bu zararli reaksiyonlar1 ya

inhibe eder ya da engeller.

Burada kullanilan metodun amaci tetkik edilmek istenen Orneklerin oksidan
potansiyelini tespit etmektir. Ornekte bulunan oksidanlar, demir iyonu selat
kompleksini demir iyonuna yiikseltger. Yiikseltgenme reaksiyonu, ortamda bulunan
arttirrict molekiillerle uzatilir. Demir iyonu, asidik bir ortamdaki kromojen ile renkli
bir kompleks olusturur. Bu rengin siddeti, spektrofotometrik olarak olctilebilir ve
ornekte bulunan oksidan molekiil miktariyla iligkilidir. Bu test, hidrojen peroksit ile
kalibre edilir. Ornek olarak, kan serumu, plazma, iire, hiicre lizat;, doku homojenat

meyve sulari, bitki oziitleri ve yaglar kullanilabilir.
Bu ¢alismada Rel Assay Diagnostics- TOS Assay Kit kullanildi.
Kit icerisinde;

Reagent 1 (Assay buffer )

Reagent 2 (Prokromojen soliisyon)

Standart 1 (Blank soliisyon: distile su)

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

Standart 2 distile su ile 40 kez seyreltildi. Bunun i¢in std 2’den 5 pl ependorfa alind1
ve lizerine 1ml distile su eklenip, vortekslendi. Bu ¢ozeltiden de 5 pl alinir ependorfa
konulup, tizerine 1ml su eklendi. Sonugta 20pumolar H202hazirlanmis oldu. Bu ¢ozelti
her seferinde yeniden hazirlandi. Eliza plate alindi ve kuyucuga ilk olarak 200ul
Reagent 1 konuldu. Uzerine 30ul &rnek eklendi. 530nm’de ilk absorbans alindi(
ornegin birinci absorbansi).Ol¢iimden sonra 10ul Reagent 2 eklendi. Oda sicakliginda
10 dk veya 370C’de 5 dk bekletildi ve 530nm’de ikinci absorbans alinir. Ayni islemler
standart 2 i¢in de tekrarland.
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Hesaplamasi i¢in; AAbs std 2: std2’in ikinci absorbansi- std2’in birinci absorbansi
AOrnek abs: Ornegin ikinci absorbansi- rnegin birinci absorbansi
SONUC: (Aabs 6rnek/ Aabs std 2)x20 20= standart 2 degeri

formiilleri kullanildi.
4.3. Mantarlarin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi
4.3.1. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonun (MIC) Saptanmasi

Oziitlerin MIK degerlerinin belirlenebilmesi icin NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standarts) tarafindan Onerilen sivi mikrodiliisyon yoOntemi
kullanilmistir (NCCLS, 1997). Bakteriler icin Mueller Hinton Broth (MHB)
besiyerleri kullanilmigtir. Bakteri suslar1 37 C’de MHA” da bir gece inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuga 50 pl besiyeri ve 50 pl mikroorganizma
konulmustur. Oziitlerin sulandirma isleminde ise 72.00 mg.ml*’den baslanarak son
derisim 4.50 mg.ml™? olacak sekilde seri sulandirmalar gerceklestirilmistir. Daha sonra

toplam hacim 172.00 pl olacak sekilde dH2O ile tamamlanmustir.
4.4. Mantarlarim Mineral Madde Iceriginin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda yer alan mantar 6rnekleri kurutma islemi yapildiktan sonra 1’er
gram tartilip erlen kaplara konulmustur. Hazirlanan erlenlerin tizerine 10 ml HNOs3
eklenmistir ve oda sicakliginda 24 ile 48 saat aras1 bekletilmistir. Erlenler daha sonra
1s1s1 ayarlanabilen hot plate iizerinde diisiik 1s1da ve daha sonra 1s1 arttirilarak ¢ozelti
berraklasincaya kadar 1sitilmistir. Daha sonra erlenlerin iizerine 15 ml seyreltik HCI
eklenmis ve siizme islemi yapilarak falcon tiiplere konulmustur. En son asamada
cozeltt 20 ml seyreltik HCI eklenerek tamamlanmis ve analiz i¢in hazir hale

getirilmistir. (Dogan 2005).
4.5. Mantarlarin DNA Koruyucu Aktivitelerinin Belirlenmesi

Oziitlerin, DNA’ y1 UV ve oksidatif kaynakli hasarlardan koruma etkinliklerinin
tespiti i¢cin pBR322 plazmid DNA’ si (vivantis) kullanilmistir. Plazmid DNA’si,
Oziitlerin varhiginda H202 ve UV uygulanarak hasara ugratilmistir. Russo vd. (2000)
tarafindan belirlenen metod uyarinca % 1,5 lik agaroz jel {izerinde goriintiileme
gerceklestirilmistir. Oziitlerin % 5,0” lik ve % 7,0’ lik stok derisimlerinin hazirlanmasi

amaciyla oziitlerden sirastyla 50 mg tartilarak tizerlerine 1000 pl distile su eklenmistir.
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Oziitiin, tamamen  ¢dziinmesi  saglandiktan  sonra  seyreltme  islemi
gerceklestirilmistir.%5’ lik mantar 06ziitii soliisyonundan yapilan seyreltmeler

yapilmustir.

1/10 oraninda seyreltme igin 5 pl 6ziit izerine 45 pl dH20 eklenmistir.

1/5 oraninda seyreltme i¢in 10 pl 6ziit izerine 40 pl dH2O eklenmistir.

1/ 2,5 oraninda seyreltme igin 20 pl 6ziit lizerine 30 ul dH2O eklenmistir.
1/ 1,25 oraninda seyreltme i¢in 40 pl 6ziit tizerine 10 pl dH20 eklenmistir.

Kontrol ve ozutlerin hazirlanmasi:

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

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

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

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

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

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

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

H20: uygulamasi yapilmamis pBR322 plazmid DNA’s1 kullanilmistir.
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BOLUM 5
BULGULAR

Calisma sonucunda elde edilen verilere gére A. auricula ve T. versicolor mantarlarinin
saf etanol oziitleri sokshlet cihazi ile elde edilmis olup 6ziit verimleri sirastyla % 4.7

ve % 5.2 olarak belirlenmistir.
5.1. A. auricula ve T. versicolor Mantar Oziitlerinin Antioksidan Aktiviteleri
5.1.1. A. auricula Oziitiiniin DPPH Serbest Radikallerini Siipiirme Aktivitesi

A. auricula oziitiintin DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesi askorbik asit standart
degerlerine gore belirlenmis olup elde edilen veriler sekil 5.1° deki gibi sematize

edilmistir.

A. auricula DPPH Grafigi
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Sekil 5.1. A. auricula ekstraktinin DPPH siipiirme aktivitesi

(Sekil 5.1° de goriildiigii gibi A. auricula’ dan elde edilen 6ziitlerin DPPH’ 1 ortamdan

stiplirme basaris1 6ziit konsantrasyonunun artisi ile dogru orantilidir. Belirlenen 6ziit
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konsantrasyolarindan en yiiksek aktivite 1mg/ml konsantrasyonda % 24,5, en diisiik
aktivite 0, 25mg/ml konsantrasyonunda % 7,31 olarak tespit edilmistir.

5.1.2. T. versicolor éziitiiniin DPPH Serbest Radikallerini Siipiirme Aktivitesi

T. versicolor 6ziitiiniin DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesi askorbik asit standart
degerlerine gore belirlenmis olup elde edilen veriler sekil 5.2° deki gibi sematize

edilmistir.

T. versicolor DPPH Grafigi
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Sekil 5.2. T. versicolor ekstraktinin DPPH siipiirme aktivitesi

Sekil 5.2° da gorildiigii gibi T. versicolor’ dan elde edilen 6ziitlerin DPPH’ 1 ortamdan
stiplirme bagaris1 6ziit konsantrasyonunun artis1 ile dogru orantilidir. Belirlenen 6ziit
konsantrasyolarindan en yiiksek aktivite 1mg/ml konsantrasyonda % 26,77, en diisiik

aktivite 0,25mg/ml konsantrasyonunda % 5,26 olarak tespit edilmistir.
5.1.3. A. auricula ve T. versicolor’ un TAS ve TOS Aktiviteleri

Calismamizdaki mantar 6ziitlerinin TAS ve TOS aktivitelerinin belirlenmesi i¢in Rell

Assay kitleri kullanilmis olup bu kitlerin referans degerleri Tablo 5.1’ deki gibidir
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Tablo 5.1. Rell Assay Diagnostic Kit Referans Degerleri

TAS REFERANS DEGERLER

(mmol Trolox Equiv./L)

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

TOS REFERANS DEGERLER

(nmol H202 Equiv./L)

<5.00 Cok lyi

8 5 Normal Deger

12 8 Yiiksek Oksidan Seviyesi
>12.00 Cok Yiiksek Oksidan Seviyesi
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Tablo 5.2. A. auricula ve T. versicolor 6ziitlerinin TAS ve TOS aktiviteleri (png/ml)

TAS (Total Antioksidan TOS (Total Oksidan
Status) Status)
A. auricula 1,01 23,91
T. versicolor 0,82 17,76

Tablo 5.2° de goriildiigii gibi mantar 6ziitlerinin TAS (Total antioksidan status) ve
TOS (Total oksidan status) aktiviteleri “Rell Assay Diagnostic” Kkitleri ile
belirlenmistir. A. auricula etanol oOziitinin TAS aktivitesi 10 mg/ml
konsantrasyonunda 1,01, TOS aktivitesi 23,91 olarak belirlenmistir. T. versicolor
etanol 6ziitiinlin ise TAS aktivitesinin 10 mg/ml konsantrasyonunda degeri 0,82, TOS
aktivitesi 17,76 olarak bulunmustur. Calisma sonucunda her iki mantar oziitiiniinde

Oonemli derecede antioksidan ve oksidan aktivite gostermedigi belirlenmistir.
5.2. A. auricula ve T. versicolor Oziitlerinin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Mantar Oziitlerinin MIK degerlerinin belirlenebilmesi i¢in CLSI (The Clinical
Laboratory Standarts Institute) tarafindan oOnerilen sivi mikrodiliisyon yontemi

kullanilmistir (CLSI, 2013). Sonuglar Tablo 5.3’ de verilmistir.

Tablo 5.3. A. auricula ve T. versicolor &ziitlerinin antimikrobiyal aktivitesi. M.LK:

Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (pg/ml).

. . Auricularia auricula | Trametes versicolor
MIKROORGANIZMALAR
MIK (ng/ml)
Staphyloccus aureus ATCC 28213 12 6
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 0,01 6
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 12 6
Enterocossus faecalis ATCC 29213 12 12
Escherichia coli ATCC 35218 0,01 24
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Tablo 5.3° da goriildiigii gibi A. auricula mantar &ziitiiniin MIK degerleri
Staphylococcus aureus ATCC 28213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Enterocossus faecalis ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC 35218 bakterileri igin sirasiyla 12, 0,01, 12, 12, 0,01 pg/ml

olarak, T. versicolor mantar 6ziitiinde ise 6, 6, 6, 12, 24 png/ml degerleri tespit edildi.
5.3. A. auricula ve T. versicolor Oziitlerinin Mineral Madde icerikleri

Mantar 6rneklerinin mineral madde analizleri yas yakma medotu ile her 6rnekten 1° er
gr alinarak yapilmistir. Minerallerin sinir degerleri ppm cinsinden ve A. auricula ve T.
versicolor mantar 6rneklerinin mineral madde igerikleri ppm cinsinden Tablo 5.4’ de

verilmigtir.

Tablo 5.4. A. auricula ve T. versicolor 6rneklerinin mineral madde igerikleri.

Yapilan o Sinir Analiz Sonucu Degerlendirme
Analizler Birimi Degerleri

K ppm | 100-10000 | 425,40 441,80 Normal Normal
Fe ppm 150 133,52 154,34 Diisiik Yiiksek
Mg ppm | 117-1141 | 137,80 133,54 Normal Normal
Zn ppm 18-59 17,96 15,68 Diisiik Diisiik
Cu ppm 1-10 2,52 8,94 Normal Normal
Na ppm 31-860 479,60 214,60 Normal Normal
Ca ppm 50-5000 222,60 161,62 Normal Normal

Tablo 5.4’ da goriildiigii gibi A. auricula tiriiniin potasyum (K), demir (Fe),
magnezyum (Mg), ¢inko (Zn), bakir (Cu), sodyum (Na), kalsiyum (Ca) degerleri
sirasiyla 425,40, 133,52, 137,80, 17,96, 2,52, 479,60, 222,60 ppm olarak, T. versicolor
tiiriinde ise 441,80, 154,34, 133,54, 15,68, 8,94, 214,60, 161,62 ppm degerleri tespit
edildi.

5.4. A. auricula ve T. versicolor Oziitlerinin DNA Koruyucu Aktiviteleri

A. auricula ve T. versicolor mantarlarindan elde edilen etanol 6ziitiin DNA koruyucu
aktivitesi, pBR322 plazmit DNA’s1 kullanilarak test edilmistir. Bu yonteme gore,

DNA iizerinde hasara yol agan UV 1sinlar1 ve H202 varliginda, 6ziitiin DNA hasarina
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engel olamadig: tespit edilmistir. Bu mantarlarin 6ziitleriyle gergeklestirilen test

sonucunda elde edilen veriler Sekil 5.3” de verilmistir.

K1 K2Z K3 K4 Al AZ A3 ey I . 4 e
' == =—

— oz ——

e a— —
- " eI

Sekil 5.3. A. auricula ve T. versicolor 6ziitlerinin jel elektroforezi

K1: Plazmit DNA (3 pl) + dH20 (6 pl)

K2: Plazmit DNA (3 ul) + dH20 (6 ul)+ UV

K3: Plazmit DNA (3 pl) + dH20 (6 pl)+ UV+ H202 (1 pl)

K4: Plazmit DNA (3 ul) + dH20 (6 pl)+ H202 (1 ul)

H1: Plazmit DNA (3 pl) + Mantar oziitii (5 pl)+ UV+ H202 (1 pl)
H2: Plazmit DNA (3 pl) + Mantar 6ziitii (5 pl)+ UV+ H20: (1 pl)
H3: Plazmit DNA (3 pl) + Mantar 6ziitii (5 pul)+ UV+ H202 (1 pl)
S1: Plazmit DNA (3 pl) + Mantar 6ziitii (5 pl)+ UV+ H202 (1 pl)
S2: Plazmit DNA (3 pl) + Mantar 6ziitii (5 pl)+ UV+ H202 (1 pl)

S3: Plazmit DNA (3 pl) + Mantar 6ziitii (5 pl)+ UV+ H202 (1 pl).
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BOLUM 6
TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada, A. auricula ve T. versicolor mantarlarinin etanol Oziitlerinin
antioksidan, antimikrobiyal, DNA koruyucu aktivite ve mineral madde igerikleri
arastirilmistir. Her iki mantar tiirinlin antioksidan aktivitesi daha once Rell Assay
Diagnostic kitleri ile yapilmamis olup, bu caligsmayla ile ilgili literatiirde herhangi bir
bulguya raslanmamistir. Diger yandan bu ¢alisma kapsaminda iki mantar tiirliniinde

literatiirde DNA koruyucu aktivite ¢aligmalarina rastlanmamuistir.

A. auricula’ ya iliskin yapilan literatiir arastirmalari sonucunda bu mantardan elde
edilen ¢esitli Oziitlerin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin rapor edildigi
caligmalara ve mineral madde icerigiyle ilgili calismalara ulagilmistir (Yang vd., 2011;
Zhang vd., 2011; Zheng vd.,2012). Literatiirde ayn1 zamanda T. versicolor tiiriiniin
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerine iliskin veriler de bulunmaktadir (Kozarski

vd., 2012; Yamag ve Bilgili, 2006).

Calismamizda; mantar oziitlerinin serbest radikal giderici etkileri stabil bir radikal olan
DPPH iizerinden ve Rell Assay Kitleriyle test edilmistir. Bulgular kisminda verilen
DPPH serbest radikal giderim kapasitelerini igceren grafiklere bakildiginda iki mantar
tiirliniinde etanol ekstraktlarinin radikal kapasitesinin yiiksek derecede etkili olmadigi
goriilmektedir. Mantar oziitlerinin TAS ve TOS aktiviteleri Rell Assay Kkitleri ile
yaptlmistir ve test sonuglarma gore her iki mantar Oziitiininde 10mg/ml

konsantrasyonlarinda etkili olmadig1 belirlenmistir.

pBR322 plasmid DNA’s1 agaroz jel elektroforezinde iki bant gdstermektedir. Bunlar
hizli yiiriiyen ve plasmidin dogal formu olan siipercoiled DNA ( scDNA; siiper
kivrimli DNA; kirik yok) ve yavas yiiriiyen open-circular DNA ( ocDNA, tek zincir
kirig1 iceren DNA)’dir. H20; varliginda DNA’nin UV 1sinlarina maruz kalmas siiper
kivrimli halkasal DNA’nin kirilmasina ve dogrusal DNA (1linDNA; iki zincirde de bir

veya daha fazla kirik mevcut) olusmasina neden olmaktadir (Tepe vd., 2011). Bulgular
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kisminda verilen DNA koruyucu aktivite sonuglarina bakildiginda A. auricula ve T.
versicolor mantar 6ziitlerinin UV ve H2O; varliginda DNA’y1 koruyucu aktivite

gostermedikleri tespit edilmistir.

A. auricula ve T. versicolor mantar 6ziitlerinin antimikrobiyal aktivitesi etanol eksrakti
ile yapilan deney sonucunda, ¢alismada kullanilan bakterilere karsi antimikrobiyal
aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Bunun yani1 sira A. auricula etanol eksraktinin P.
aeruginosa ATCC 27853 ve E. coli ATCC 35218 bakterilerine kars1 yiiksek derecede
antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve MIC degerlerinin 0,01 mg oldugu belirlenmistir.
En disiik antimikrobiyal aktiviteyi S. aureus ATCC 28213, K. pneumoniae ATCC
700603, E. faecalis ATCC 29213 bakterilerine karsi gosterdigi ve MIC degerinin 12
mg oldugu goézlemlenmistir. T. versicolor mantariin etanol eksrakti ise S. aureus
ATCC 28213, P. aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae ATCC 700603 bakterilerine
kars1 orta derecede antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve MIC degerinin 6 mg oldugu
belirlenmistir. Ancak, E. faecalis ATCC 29213, E. coli ATCC 35218 bakterilerine kars1
cok diisiik derecelerde antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve MIC degerinin 12-24 mg
oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak, A. auricula mantarinin etanol eksraktinin T.

versicolor mantarina kiyasla test bakterilerine kars1 daha etkili oldugu belirlenmistir.

Yapilan mineral madde analiz sonucunda, Mantarlarin K, Mg, Cu, Na, Ca degerleri
minerallerin standart degerlerine gore incelendiginde her iki mantar tiiriiniin bu
mineralleri normal diizeyde i¢erdigi saptanmistir. Fakat Fe ve Zn mineral degerlerinin
ise her iki mantar tiiriinde de normal diizeyde olmadig1 belirlenmistir. (A. auricula’ da

Fe ve Zn diisiik diizeyde; T. versicolor’ da ise Fe yiiksek, Zn ise diisiik diizeydedir.)

A. auricula mantari iizerine yapilan ¢aligmalar sonucunda bu mantarin antioksidan ve
DNA koruyucu aktivite gostermemesine karsin antimikrobiyal test c¢aligmalarinda
kullanilan bakterilere kars1 etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica yapilan mineral madde
analiz testleri sonucunda A. auricula’ da Fe ve Zn igerigi standart seviyelerden daha
diisiik ¢iktigr gozlemlenmistir. Bunun sebebinin mantarin toplandigi habitattan

kaynaklandig: diistintilmektedir.

T. versicolor mantari {izerine yapilan ¢alismalar sonucunda bu mantarin antioksidan
ve DNA Koruyucu aktivite gostermemesine karsin antimikrobiyal test ¢alismalarinda

kullanilan bakterilere karst normal seviyede etkili oldugu belirlenmistir. Yapilan
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mineral madde analiz testleri sonucunda ise T. versicolor’da Fe igeriginin standart
seviyelerden daha yiiksek ve Zn igeriginin standart seviyelerden daha diisiik ¢iktigi
gozlemlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda her iki mantar tiirtinde de biyolojik
aktivite bakimindan mantarlarin etkilerinin az oldugu goriilmiistiir. Mineral madde
iceriklerinin ise mantarlarin toplandigi habitatlardan kaynakli olarak degistigi

distiniilmektedir.
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