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TESEKKUR: Bu proje kapsaminda ilkemizde yetisen bir mantar turii olan Pisolithus
arhizus’a ait ekstraktlarin biyolojik aktivitelerini arastirmak Uzere ¢esitli calismalar
gerceklestirilmistir. Boyle bir calismanin gerceklestirilmesi icin arastirmacilara maddi destek
sajlayan Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (ERU BAP) Birimine ve
makrofungus orneginin temin ve teshisinde destegini esirgemeyen Yard. Do¢. Dr. Hakan

ALLLI’ ya sonsuz tesekkurlerimizi sunariz.
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OZET

Pisolithus arhizus (Scop.) Rauschert (Basidiomycetes) tlrli okaliptis ve cam agdaclarinin
bircok tirini cevreleyen kokleri toprakta bulunan bir ektomikorizal mantardir. Bir¢ok
ekosistemde ektomikorizal mantarlar topraktaki mikrobiyal kitlenin en énemli Gyelerindendir.
Bu projede kullaniimasi 6ngoériilen P. arrhizus makrofungusu Tirkiye de yaygin yayilis
goOsteren tibbi deQeri yuksek bir turdlr. Literatirde bazi makrofunguslarin yapisinda
antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser ajanlar bulundugu bildirilmekle birlikte Turkiye’de
yaygin olarak bulunabilen P. arrhizus tiriinin biyolojik ajan kaynagi olarak calisiimamis
olmasi dikkat cekmektedir. Calismada ile Kditahya ili ve c¢evresinden, 110R019 No’lu
TUBITAK projesi kapsaminda toplanan P. arrhizus tiiriiniin iki farkli ¢oziiciiyle elde edilen
ekstraktlarinin barsak patojeni bakteriler karsi antimikrobiyal aktivitesi ve HT-29 (insan
kolon kanser hicre hattl) hiicre hattinda sitotoksik potansiyeli saglikli hcreler ile
Karsilastirilarak gosterilmistir. Antimikrobiyal etkisi Minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) gore, sitotoksitesi WST kit metoduna gore tespit edilmistir. Bunlara ek olarak
Flavonoid iceriginin tespiti HPLC metoduna gore yapilmistir ve DNA (zerindeki
antigenotoksisitesi Comet teknigi kullanilarak ortaya konulmustir. Bu baglamda proje
kapsaminda bazi makrofungus turd Pisolithus arrhizus’un antimikrobiyal, sitotoksite
antigenotksisite aktiviteleri ve flavonid icerigi arastiriimistir. Mantar toplanip kurutulduktan
sonra etanol ve metanol ile ekstrakt edilmistir. Ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi
Salmonella typhimurium - BASTO1, Escherichia coli - ATCC 35218, Enterobacter aerogenes
BA-EA1 mikroorganizmalarina karsi test edilmistir. P.arhizus’un etanol ekstraktlari S.
typhimurium’a karsi metanol ekstraktin gosterdigi etkiden daha c¢ok etki gdstermistir.
P.arhizus’un her iki ekstrakti S. typhimurium ve E. aerogenes tizerinde ayni etkiyi gosterirken
E.coli (izerinde etanol ekstraktina kiyasla daha az etki gostermistir. Onceki calismamiz (TSA-
1135 NO’LU BAP projesi), bu mantarin oksidatif enzimleri inhibe etme 6zellikleriyle tnli
olan fenolikler ve antioksidanlarin yiksek oranda bulundugunu goéstermistir. Kolorektal
kanserler yasam kalitesini duslren, is. kaybina yol agan énemli bir saghk sorunu olup
gintmizde en sik gorilen kanser turlerindendir. Oksidatif hasar bir¢ok kanser tirtinde oldugu
gibi kolorektal kanser gelisimine eslik ettiginden, bu calisma P. arrhizus’dan elde edilen
etanol ve metanol ekstraktlarinin barsak kanseri hiicreleri tzerinde c¢ogalmayi engelleyici
etkisinin oldugunu gostermektir. Ek olarak P. arhizus mantarina ait her iki ekstreninde DNA
Uzerinde bir hasar gostermedigi tespit edilmistir. Mantar 6rneginin her iki ekstraktindaki
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flavonoit icerigindeki bilesikler kaemferol, Biochanin A, luteolin, rutin, quercetin, katesin ve
apigenin olarak bulunmustur. HPLC analiz sonucuna gore etanol ekstraktinda en yuksek

kemferol, metanol ekstraktinda en yuksek rutin tespit edilmistir.

Bu proje ile antimikrobiyal, antikanser ve antioksidan 6zellige sahip, makrofungus kaynakl
biyoajanlarin terapotik ve farmasotik kullanimina yonelik baska calismalar igin bir basamak
olusturacagi dustnulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Pisolithus arrhizus, Antimikrobiyal aktivite, Sitotoksite, Favonoidler,

Genotoksite



ABSTRACT

Pisolithus arrhizus (Basidiomycetes) is an ectomicorrhizal fungus found in the roots and soil
surrounding of many species of eucalyptus and pine trees. P. arrhizus intended to be used in
this project, have high medicinal value and widely distribute in Turkey. In the literature it is
reported that antimicrobial, antioxidant and anticancer agents are found in some mushrooms
structure while species of P. arrhizus, commonly found in Turkey, are not studied as a source
of biological agents. The present work verified the antimicrobial activity against on intestinal
pathogens and comparing normal cells the cytotoxic potential on HT-29 (Human colon
adenocarcinoma cancer cell line) of P. arrhizus collected in 110R019 TUBITAK project
from Kutahya and additionally we determined flavonoid contents of this mushroom and
establish antigenotocity on DNA. The antimicrobial efficiency of the mushroom was
evaluated according to Minimum Inhibition concentration. Cytotoxic effects of the extracts
were determined by WST assay. The flavonoid contents of P. arrhizus ethanolic and
methanolic extracts were analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC). The
antigenotocity of the mushroom was establish by Comet test. In this context antimicrobial,
cytotoxicity and antigenotoxicity activities and flavonoid content of Pisolithus arrhizus,
mushroom species was studied within the project. Mushroom samples were collected and
subjected to ethanol and methanol extraction after air drying. Antimicrobial activities of the
extracts were tested against Salmonella typhimurium - BASTO01, Escherichia coli - ATCC
35218, Enterobacter aerogenes BA-EAL. As a result of the study, antimicrobial effects of
ethanol extract against on S. typhimurium that is higher than the other studied pathogens. In
addition, methanol extract showed inhibition that is lower than the ethanol extract, against
E.coli. Our previous study (TSA-1135 No BAP project), demonstrated high contents of
phenolics and antioxidants in its extracts many of those are famed for their inhibiton of
oxidative enzyme properties. Colorectal cancer is one of the most endemic cancers causing
significant health problems which decreases life quality and causes job loss. Since oxidative
damage frequently accompanies the progress of colorectal cancer as in several cancer types,
in the present study, we showed that the ethanolic and methanolic extracts of P. arrhizus
exerted strong anti-proliferative effects on colon cancer cells. Both of two extracts of P.
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arhizus did not show on DNA damage and flavonoid contents found as kaempferol,
Biochanin A, luteolin, rutin, quercetin, ctechin and apigenin. The result of HPLC analyses

kaemphreol (ethanol extract) and rutin (methanol extract) are the highest value.

At the end of this project, fungal agents which have antimicrobial anticancer and antioxidant
properties, will able to used as many different cancer types preventive, therapeutic or

pharmaceutical material. Thus, it will be possible to obtain the different bioactive agents.

Keywords: Pisoltihus arrhizus, Antimicrobial activity, Cytotocity, Flavonoids, Genotocity



1.GIRIS VE AMAC

Bitkiler alemi yiz milyonlarca yil stren evrimlesme sireci icerisinde inanilmaz sayida ve
cesitlilikte cins ve tirlerin var olmasina sahit olmustur. Tibbi bitkilerin tarihi insanlik kadar
eskidir. Eski caglarda hastaliklarin tedavisi konusunda diger canlilarin davranislarinin
incelenmesi ve taklit edilmesi ilaglarin olusumunda blyik 6nem tasimaktadir. Hayvanlarin
cesitli bitkileri kullanarak kendilerini tedavi etmeleri insanlari da bitkilere yonlendirmistir.
Bitkilerin bu &zelliklerinin kaynagi arastiriimis ve icerigindeki cesitli materyallerin bazi
fizyolojik aktivitelere sahip oldugu goézlenmistir. Bunlara érnek olarak; anti-mikrobiyal, anti-
viral, analjezik, anksiolitik, anti-depresan, anti-inflamatuar, anti-kolinesteraz, anti-oksidan,
amoebisidal, anti leishmanial, anti-platelet, antiproliferatif, pro-apoptotik, akil hastaliklari,

diyabet, karaciger koruyucu, HIV-1 integraz inhibitor( aktiviteleri verilebilir (1).

Gunimdazde bilim ve teknolojide ilerlemelere ragmen dogal kaynaklarin bilingsizce tiketimi
ve Karsilasilan ekonomik gigclikler, dogal kaynaklarin bircok amacta kullanimlarini zorunlu
kilmistir. Makromantarlar ylzyillardir yiyecek olarak tiketilmektedir. Besinsel degerlerinin
yiksek olmasinin yanisira bilinen dogal antioksidan molekdller bakimindan da zengin bir
kaynak olmasi ve bircok literatiirde belirtilen antibakteriyel etkinliklerinden dolayi
bakterilerin direnc gelistirdigi antibiyotiklere alternatif olacagi distinilmektedir.

Makromantarlarin insan sagligina yonelik bir alternatif olarak kullanilabilecek 6nemli bir
dogal kaynak olmasindan dolay! bu ¢alismada bir makromantar tiir(i olan Pisolithus arhizus’a
ait ekstraktlarin barsak patojeni mikroorganizmalarin gelisimlerini engelleyen dogal ve yeni
antimikrobiyallerin arastirilmasi ve barsak kanseri tzerine sitotoksik etkisinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Calismamizin bir diger 6nemli amaci ise, bu mantar tirinin DNA hasari
olusturup olusturmadigini veya H,O, induklenmesi ile olusturacak bir DNA hasarini ne
derecede engelleyebildigini, tek hiicre DNA’ larinin elektroforetik ortamdaki goglerine gore
analiz etmektir. Boylece ila¢ sanayide kullanimlari icin bu mantarlarin toksik etkileri,
guvenilirlikleri ve varsa antigenotoksik etkileri hakkinda bilgi edinilecektir. Ayni zamanda
dogal antioksidanlarin basinda gelen ve kanserin dnlenmesinde 6nemli bilesenlerden olan
flavonoid bilesiklerin bu mantar tlri tarafindan Uretilme kapasitelerinin arastirilmasi da

amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

Mantarlar, besinsel acidan fonksiyonel gidalar ve fizyolojik yararli ilaglarin kaynagidirlar (1).
Hem govde, hem miselleri antimikrobiyal ve antikanser aktiviteye sahip bilesikler
icermektedir (1). Mantarlarin immunolojik ve antikanser 6zelliklerinin yani sira antioksidan,
antihipertensif, kolesterol dusulrict, karaciger koruyucu, antifibriotik, antiinflamasyon,

antidiyabetik, antiviral ve antimikrobiyal etkileri oldugu saptanmistir (2).

Okaryatik hiicre yapisina sahip heterotrof canlilar olan makrofunguslar hiflerden olusan agsi
bir yapiya sahiptirler (3). Bircok et ve sutten daha az ancak birgok sebzeden daha ¢ok protein
iceren, kolayca sindirilebilir bir protein kaynagidir. Mantarlar esansiyel tim aminoasitleri
icerir ancak metiyonin, sistin ve silfir aminoasitlerini az miktarda bulundurur. igeriklerine
bakildiginda blytk oranda fosfor ve potasyum, az miktarda demir ve kalsiyum olmak Uzere
tum mineralleri gelisimlerinin tim basamaklarinda bulundururlar (4). Ozellikle tiyamin (B1),
riboflavin (B2), niyasin (B3), biyotin (B7) ve askorbik asit (C vitamini) gibi vitaminlerin
kaynagi olan makrofunguslarin folik asit bakimindan da zengin olan ve kansizlik tedavisinde
kullanilan bazi tirleri, fark edilebilir miktarda B- karoten ve ergosterol icerir. Yapilarindaki
ham yaglar; yag asitleri mono-, di- ve trigliserid’ler, steroller, sterol esterleri ve fosfolipidler
dahil tim ana lipid bilesenlerini icerir. Yag asitleri genelde dusik olup kuru mantarin yaklasik
% 2-8 ini olusturur. Karbonhidrat ve yag iceriklerinin pek ¢ok besine gore dusiik olmasi
sebebiyle saglikli bir beslenme rejimi icin aranilan ézelliklere sahiptirler (5,6). Cok kath ve
fibriler 6zellikteki hlcre duvari, miktari tiire ve mevsimsel kosullara gore degisen polisakkarit
(yaklasik % 80), protein(% 5-15) ve lipid’(% 3-10) ihtiva eder. Polisakkaritler arasinda Kitin,
kitosan, glukan, galaktoz, manan ve seluiloz en fazla bulunanlaridir (7) . Yabani veya kiilture
edilmis olarak dinyanin farkl bolgelerinde yetismekte olan mantarlarda bulunan bu gida
bilesenleri, ture, insan kokenli faktorlere, toprak vyapisi ve bdlgesine bagh olarak
degisebilmektedir (8).

Bugline kadar makrofunguslar ile yapilan biyolojik aktivite ¢alismalari incelendiginde iKki
durum oOn plana c¢ikmaktadir. Bunlardan birincisi ¢alismalarin blytk bir ¢ogunlugunun
dogadan toplanan sapkalar ile yapilmis olmasidir (9-11). Bu ¢alismalar sonucunda etkili turler

bulunmasina ragmen sapkanin yilin belirli bir déneminde ortaya ¢ikmasi veya bazi yillar



ortam kosullari uygun olmadigi icin hi¢ olusmamasi diizenli olarak etkin maddelerin eldesini
imkansiz kilmaktadir. Bu bakimdan mantara ait miselde ya da miselin yetistirildigi ortamda
etkin madde aramak ve bulunmasi halinde yilin her doneminde Uzerinde ¢alisma ve yeterince
uretme imkani saglamasi acgisindan oldukca dnemlidir (12,13). Diger bir énemli husus da
yapilan makrofungus c¢alismalarinin oldukga az sayida tir ile sinirh olmasidir (14-16).
Genellikle etken maddeye sahip oldugu anlasilan az sayida tlr Gzerinde detayl ve ¢ok sayida
calisma yapilmistir ve bu durumun sonucunda geride calisilmasi gereken cok sayida
makrofungus tirt kalmistir. Ulkemizde yaklasik 2400 civarindaki makrofungus tirleri icinde

(7,17) yenilebilir tirlerin kalture alinmasi calismalari hizl bir sekilde devam etmektedir.

Calismada kullanilacak olan mantar tlr( Pisolithus arhizus; tar¢in kahvesi renginde, 7-12 ym
buydkluginde kiresel ve dikenli sporlara sahip mikorizal bir mantar tarudir (3). Mikoriza,
mantar miselleri ile ylksek bitkilerin kokleri arasindaki karsilikli yararlanmaya dayanan bir
iliskidir. Bu iligskide mantar bitkiden karbon ve esansiyel organik maddeleri temin ederken,
bunun karsiliginda bitkiye su, mineral tuzlar ve metabolitlerin aliminda yardimci olmaktadir.
Ektomikoriza ise mikorizanin tarim ve ormancilik agisindan énemli bir tipidir. Ektomikorizal
mantarlar ekonomik agidan mantarlarin en énemli gruplarindan biridir. Birgcok ekosistemde
ektomikorizal mantarlar topraktaki mikrobiyal kitlenin en énemli Gyelerindendir. Ototrof olan
konukgu bitki ile heterotrofik organizma arasinda besin alisverisi ve ekolojik olarak dogal
dengenin korunmasini saglayan mikoriza, bu yoni ile ekosistemdeki besin déngusu ve bitki
canlihinin devaminda biyiik bir éneme sahiptir (18). Oli adamin ayagi (dead man’s foot)
olarak bilinen bu siradisi mantar kirtlgandir ve kolayca toz haline donusebilir. Geleneksel Cin
tibbinda haricen uygulandiginda yara iyilesmesi, sislikleri dindirme, kanamalari ve sulu
mayasili durdurmada ve irin tedavisinde kullanilir. Dahilen uygulandiginda ise 6zofagus ve

mide kanamalarini durdurmada kullanilr.



Sekil 1. Pisolithus cinsine ait bir tur rnegi

Japonya’da kotsubutake olarak bilinen bu mantar, akcigerlerde bir isitici gibi davranarak
Oksturuk, bogazda sislik ve agri ile burun kanamalar tedavilerinde de ila¢ olarak kullantlir.
Kimyasal iceriginde bulunan ve bir triterpen olan pisosteroliin yedi kanser hiicresini 6zellikle
l6koma ve melanoma hiicrelerini inhibe ettigi rapor edilmistir (19). Ulkemizde Antalya,
Aydin, Balikesir, Canakkale, Denizli, izmir, Kahramanmaras, Kitahya, Malatya, Manisa,

Mersin Mugla bolgeleri olmak (izere genis bir yayilis alanina sahiptir (20).

Makrofunguslarin aktif metabolit bakimindan zengin olmasi, onun antibakteriyel etkisinin
yani sira antioksidan olarak da kullanilmasini saglamistir. Makrofunguslarin bilinyesinde
barindirdigi kendine 6zgl ve ¢ok cesitli metabolit gruplari onlarin antioksidan ve diger
terapotik etkilerinden sorumludur. Farmakolojik arastirmalar farkli makrofunguslarinin
sitotoksik, antifungal, antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteye sahip olduklarini gostermistir.
Makrofunguslarinda antioksidan aktiviteyi saglayan sekonder metabolitlerin fenolik
bilesikler, benzil, mono, di, tri, sekiterpenler ve flavonoidler olduklari disunulmektedir

Gunimuzde bircok urinde antimikrobiyal etkileri icin nitrit (NO2-), nitrat (NO3-), kikurt
dioksit (SO2),benzoik asit ve sorbik asit kullaniimaktadir. Ancak NO3- ve NO2- insan
metabolizmasinin atihm drinleridir ve vicutta birikerek reaktif azot turlerine (RNS)
donusebilmektedir. RNS de ROS gibi yiksek reaktiviteye sahip oldugundan,
biyomolekullerle reaksiyona girerek romatizmal hastaliklar, parkinson, kanser ve hiicre
harabiyetine sebep olmaktadir (21). Antimikrobiyal olarak kullanilan benzoik asit ve benzoik

asit tlrevlerinin ise norolojik hastaliklara neden olmasinin yani sira kanserojen oldugu
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bilinmektedir. Ayrica gida sanayiinde kullanilan kimyasal maddelerin buytk blyik bir kismi
toksik, norodejeneratif ve kanserojen etki gibi istenilmeyen etkilere sahiptirler (20). Bu
nedenle; son yillarda yeni, daha glvenli ve ucuz antimikrobiyal maddelerin bulunmasi icin
dogal Urunler Gzerinde yaygin calismalar yapilmaktadir. Ayrica, antitimor etki gosteren -
glukan grubu bilesikler; kalvasin, volvotoksin, flammutoksin, lentinan, ganoderik asit ve
porisin yalnizca mantarlardan izole edilmis antioksidan maddelerdir (22). Bu bakimdan
mantarlar, yeni antikanser bilesiklerin bulunmasi ve biyoteknolojik yontemler kullanilarak

uretilebilmesi bakimindan umut verici bir kaynak olusturmaktadir.

Yapilan bircok bilimsel calisma sonucunda degisik makrofungus turlerinin antioksidan,
antimikrobiyal, antialerjik ve antitimor aktivitelerinin oldugu rapor edilmistir (23-25).
Mantarlarin antimikrobiyal etkileri, fungal yapida sentezlenen ve genellikle organizmaya
0zgu bazi fenolik bilesikler, parinler, pirimidinler, terpenoidler, kinonlar ve fenil proponoid
tlrevi gibi antagonistik maddelerden dolayidir. Organizma yasadi§i ortamda varligini
strdurebilmek ve cevresindeki rekabetci tirlere Ustinlik saglayabilmek icin bu tlr
kimyasallara ihtiya¢c duymaktadir (23). Farkli aminoasit sekanslariyla antifungal proteinler
farkh organizmalar tarafindan (retilirler. Tibbi mantarlar ve diger mantarlar da cesitli
antifungal proteinler dretirler (26). Ganodermin tibbi bir mantar olarak bilinen G. lucidum*
dan izole edilmis antifungal proteindir. Ganoderma japonicum mantarinin miselinden elde
edilen esansiyal yagin kimyasal bilesenlerinin ve antimikrobiyal aktivitesinin incelendigi bir
calismada G.japonicum tim test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etki gosterdigi
bildirilmistir (27).

Gunumuzde kanserle serbest radikaller arasindaki iliski yapilan deneylerle ispat edilmistir.
Bilindigi gibi superoksit (O2.-), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (HO.) gibi
serbest radikaller; canli organizmalara ait dokularda, diger madde ve gruplarla reaksiyon
vererek hiicrelerde istenmeyen toksik maddeler olusturabilirler. Agiga c¢ikan bu zararli
uranler, cesitli mekanizmalarla hiicre harabiyetini tetikler ve bdylece hiicre 6lumine neden
olurlar (5).

Kawaratake (C. versicolor) mantar turd, polisakkarit-K (krestin) icin kaynaktir. 1970lerin
sonlarinda gelistirilen C. versicolor mantarinin krestin etken maddesinden elde edilen ilag

Japonya“da en popiiler kanser ilaglarindan biri olarak bilinmekte olup mide ve diger kanser



tarlerinin tedavisi amaciyla oral yolla alinmaktadir. Mide kanseri tedavisinde kullanimi
198071i yillarda onaylanan lentinan maddesinin kayna§i Shiitake mantaridir. Oral yolla
alindiginda emilimi zayif oldugu icin enjeksiyon yoluyla alinmalidir. Suehirotake
(Schizophyllum commune) mantart bogaz kanseri tedavilerinde enjeksiyon yoluyla
kullaniimaktadir (28).

Genotoksisite genel anlamda, genetik materyal Uzerinde olusabilecek zararh etkiler olarak
bilinmektedir. Bu ylizden genotoksisite testlerinde DNA’ da olusan degisiklikler belirlenir.
Genotoksisite testleri esas olarak kanserden korunmada, UV ve irradyasyon etkisinde,
endustriyel kimyasallarin etkisini arastirmada, ilaclarin piyasaya surtilmeden once toksik
etkilerini ve guvenilirligini arastirmada kullaniimaktadir. Bu testler 1970 lerden beri
kullaniimaktadir ve o tarihten glinimize kadar birgok in vivo ve in-vitro genotoksisite testi
gelistirilmistir. Hicrelerde DNA ile etkilesime girerek olumsuz etki gosteren maddeler
genotoksik maddeler olarak adlandirilir. Bu olumsuz etkiler; tek zincir kiriklari (SSB), c¢ift
zincir kiriklari (DSB), alkali labil bolgeler (ALS) ve DNA katimlaridir ( kansere neden olan
bilesigin kovalent olarak DNA ‘ya baglanmis hali). Genetik materyalde olusan hasarlar tamir
edilemediginde DNA sekans degisiklikleri, kromozom aberasyonlari ile sonuglanabilen tek
veya birden fazla niikleotid degisikliklerine yol a¢cmakta ve bunlarin sonucu olarak da
rekombinasyon, mutasyon, doku hasari, yaslanma ve kanser olusabilmektedir (29). Sadece
genotoksik ve mutajenik maddeler degil, ayni zamanda oksidatif stres de DNA Uzerinde hasar

olusturdugundan, (3,6) Bu calisma konulari icinde yer alan énemli bir bolumddr.

Tibbi ve yenilebilir mantarlar genellikle, polisakkaritler ve polifenoller gibi genis bir serbest
radikal giderici molekdl sinifi icerirler. Flavonoid bilesikler, kanserin dnlenmesi ile ilgili en
o6nemli besin bilesenlerinden biridir. Mantarlarin selatlama, lipooksijenaz ve serbest radikal

giderme yetenegi hidroksil gruplari iceren biyoaktif flavonoid bilesiklerle iliskilidir.

Flavonoit bilesiklerin antioksidan aktiviteyle direkt iliskili oldugu ve lipit peroksidasyonunun
engellenmesinde dnemli rol oynadi§i bilinmektedir. Flavonoidler antioksidatif aktivitelerini;
ksantin oksidaz, lipooksijenaz ve siklooksijenaz gibi oksidatif enzimleri inhibe ederek, metal
iyonlari ile selat olusturarak, diger antioksidanlar ile etkilesime girerek ve slperoksit

anyonlari, lipit peroksil radikalleri, hidroksil radikalleri gibi serbest radikalleri yakalayarak
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gostermektedirler (30). Ayrica bircok mantar tlrdndn, antioksidan etkili pirokatesol ve

kersetine esdeger miktarda toplam fenolik ve flavonoid grubu bilesik icerdigi bulunmustur.

4)

Yapilan c¢alismalarda, mantarlarin  serbest radikal giderim kapasiteleri sentetik
antioksidanlarla karsilastiriimis ve anlamli Gstunlikler sagladigi bildirilmistir. Bu nedenle
mantarlar antikanser olarak tibbi amagcla kullanilabilmektedir. Mantarlardan izole edilen
bilesenlerin kanser tzerinde yararl etkileri oldugu deneylerde gosterilmistir. Bu bilesiklerin
cogu polisakkaritler veya B-1,6 dalli B-1,3 bagl glukanlardir. in vivo ve in vitro calismalari B-
glukanlarin tumaor gelisimini engelledigini gostermistir. L.edodes (lentinan), S. commune
(sonifilan), G. frondosa (grifolan) anti-tumér aktiviteye sahip B- glukanlari ekstre edilmistir
(22). Cin, Kore, Rusya, Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada“da Polyporaceae familyasina
ait bazi mantarlarin mide, prostat, yemek borusu ve akciger kanserinin tedavisi amaciyla
kullanildigi bildirilmistir (31).

Antioksidanlarin ila¢ ve gida sanayiinde kullanimi yaygindir ve neredeyse tikettigimiz her
urine antioksidan etkili bilesikler katilmaktadir. Bu yolla ilaglar ve gidalarin bozulmasi
engellenerek, bunlarin daha uzun sireyle korunmasi ve saklanmasi saglanir (32). Giliniimiizde
gida sanayiinde Ozellikle yag iceren Grlinlerinin oksidasyonu ve lipit peroksidasyonunu
onlemek amaciyla kullanilan batillenmis hidroksi toluen (BHT), batillenmis hidroksi anisol
(BHA), gallat ttrevleri ve tert-bitil hidrokinon (TBHQ) gibi antioksidan maddelerin toksik
etkilerinden stphelenilmektedir. Bu antioksidanlarin; toksik, kanserojen ve gastrit yapici
etkilerinden dolay bebek mamalari ve ¢ocuk gidalarinda kullanilmasina izin verilmemektedir
(33). Ayrica bircok Urlinde antimikrobiyal etkileri icin nitrit (NO2-), nitrat (NO3-), kukurt
dioksit (SO2), benzoik asit ve sorbik asit kullaniimaktadir. Ancak NO3- ve NO2- insan
metabolizmasinin atihm Grunleridir ve vicutta birikerek reaktif azot tirlerine (RNS)
donlsebilmektedir. RNS de ROS gibi yiksek reaktiviteye sahip oldugundan,
biyomolekiillerle reaksiyona girerek romatizmal hastaliklar, parkinson, kanser ve hiicre
harabiyetine sebep olmaktadir (34,35). Antibakteriyel olarak kullanilan benzoik asit ve
benzoik asit tdrevlerinin ise norolojik hastaliklara neden olmasinin yani sira kanserojen
oldugu bilinmektedir. Ayrica gida sanayiinde kullanilan kimyasal maddelerin blyuk biytk

bir kismi toksik, ndrodejeneratif ve kanserojen etki gibi istenilmeyen etkilere sahiptirler. Bu
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nedenle; son yillarda yeni, daha giivenli ve ucuz antioksidan maddelerin bulunmasi i¢in dogal

urunler Gzerinde yaygin ¢alismalar yapiimaktadir (36,37).

Ulkemizde makrofungus biyotasina yonelik calismalarin son zamanlarda artmasina karsin
makrofunguslarin medikal etkileri (izerine ¢ok az calisma bulunmaktadir. Ozellikle
calismamizda kullandigimiz ~ P.arhizus turiniin  insan barsak patojenlerine  karsi
antimikrobiyal, dinyada 6lime neden olan en yaygin Uglincu kanser tirt oldugu bildirilen
kolon kanserine karsi antikanser ve antigenotoksik aktivitesine ve toplam flavonoid igeriginin

tespitine yonelik bir ¢calismaya rastlaniimamistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. MATERYAL

3.1.1. Arastirmada Kullanilan Makrofungus Ornekleri
Bu arastirmada kullanilan mantar 6rnedi Erciyes Universitesi BAP biriminden alinan destekle
TSA- 11-3580 no’lu projemizde kullanilan ttrddr.

3.1.2. Makrofungus Orneklerinin Ekstraksiyonunda Kullanilan Cozeltiler
Bu asamada kullanilan érnek maddenin coziiciiye orani 1:10 (mL. mg™) olacak sekilde

ayarlanmistir.

Bilesenin adi Miktari
Etanol 100 rpm
Metanol 100 rpm

3.1.3. Mikrooganizmalarin inokulasyonunda Kullanilan Besiyerleri

Besiyeri 1. Nutrient Broth (Merck)

Bilesenin adi Miktari
Nutrient Broth (Merck) 13,09
Distile Su 1000 mL

Besiyeri 2. Nutrient Agar (Merck)

Bilesenin adi Miktari
Nutrient Agar (Merck) 28,09
Distile Su 1000 mL

Ticari olarak alinan besiyerinin 28 g 1000 mL distile su icinde ¢éziildikten sonra 121°C’de 15
dakika sure ile sterilize edilmistir. Bakteriyel organizmalar igin kullaniimistir.
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3.2. METOT

3.2.1. MAKROFUNGUS ORNEKLERININ EKSTRAKSIYONU

Daha oOnce ezilip toz haline getirilmis 6rnekler tartilarak balon jojeye alindiktan sonra,
uzerlerine ekstraksiyon ¢ozuculerinden konularak, drneklerden ekstraktlar elde edilmistir. Bu
asamada kullanilan 6rnek maddenin c¢ozlclye orani 1:10 (mL.mg'l) olacak sekilde
ayarlanmistir. Belirtilen oran tespit edilirken, énce 1:1 (mL.g’l) orani ile denemelere
baslanmis, ancak bu oran kullanildiginda, ekstraksiyon islemi sonucu elde edilen ekstrakt
miktarinin yetersiz kaldi§gi gortlmustur. Deneyler icin gerekli olan ekstrakt miktarini elde
edebilmek amaciyla ¢ozlct miktari artirilmis ve sonugta oran, 1:10 (mL.mg1) olacak sekilde
ayarlanmistir.

Deneme sirasinda;

1) Kuru mantar érnekleri toz haline getirilip, eppendorf tiplere konulur.

2) 10 g’hk toz 6rnekler 100 mL ¢6zlzu icerisine 25° C “de 150 rpm’ de 24 saat manyetik
karistiricida galkalanir.

3) Karisim Whatman No: 4 kagidindan stzuldr.

4) Sivi kisma 100 mL methanol ilave edilerek islem tekrarlanir.

5) Kombine edilmis methanolik eksraktlar (40 ° C) evaporatérde ugurulur, santrifij
sonucu olusan supernatant, antimikrobiyal aktivitenin tespitinde kullanilmak (zere

saklanmistir.

3.2.2. ANTIMIKROBIYAL AKTIVITENIN BELIRLENMESI

3.2.2.1. Calismada Kullanilan Test Mikroorganizmalari

Calismada bagirsak patojeni olarak bilinen mikroorganizmalar kullaniimistir (Tablo 1).
Mikroorganizmalar Nutrient Broth sivi ortaminda 24 saat 37 °C’de inkibe edilerek
gelistirilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin dogru test edilebilmesi igin besi yerlerine yayilan
mikroorganizma kultlrlerinin standart miktarda mikroorganizma icermesi gerekmektedir. Bu

amacla mikroorganizma kdlttrleri serum fizyolojik (%0.9 NaCl cozeltisi) icine alinarak
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bulanikhk acisindan standardize edilmistir. Mikroorganizma iceren serum fizyolojigin
bulanikhigi Mc Farland No 0.5 standardi ile karsilastirilarak standardize edilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan test mikroorganizmalari

Kullanilan Test Mikroorganizmalari
1 Salmonella typhimurium - BASTO01
2 Escherichia coli - ATCC 35218
3 Enterobacter aerogenes - BA-EAL

3.2.2.2.Minimum inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) ile Antimikrobiyal Aktivite Tayini

1) Calismada kullanilacak olan test mikroorganizmalari 5 mI’lik Nutrient sivi besiyerinde
2 kez aktiflestirildi.

2) 1,2,4,8, 16, 32,63, 125, 250, 500, 1000 pg/ml mantar ekstrakti i¢ceren 0,2 ml nutrient
sivi besiyerine % 1 oraninda bakteri ekilip, 24 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

3) inkiibasyon sonunda bulanikhigin bittigi konsantrasyon bakteri canhliginin bittigi

nokta olarak kabul edilerek MiK olarak belirlenmistir.

Tum analizler iki paralelli olacak sekilde gergeklestirilmistir.

3.2.3. Sitotoksite Calismalari

Bu calismada WST kit ( WST-1 Cell proliferation assay kit, cat. No : 10008883, marka
:Cayman chemical company ) kullaniimistir. Mantarlar farkli konsantrasyonlarda (250 pg/mi,
500 pg/ml ve 1000 pg/ml) hazirlandiktan sonra 5 paralel olarak HT-29 kanser hicre hattinda
muamele edilmistir. 72 saat inkibasyondan sonra 10pl WST, her kuyucuya eklenmistir.
Tekrar 2 saat inkibasyondan sonra 450 nm dalga boyunda EPOCH mikroplaka okuyucuda
(BIOTEK) analiz edilmistir.

3.2.4. Genotoksisite Calismalari

Calismada Pisolithus arhizus etanol ve metanol ekstraktlarinin  genotoksisite ve

antigenotoksisite etki comet yontemi ile arastirtimistir. Bu ¢alismada temel amag, bu bitki
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ekstrelerinin DNA hasari olusturup olusturmadigini veya H,0, indlklenmesi ile olusturacak
bir DNA hasarini ne derecede engelleyebildigini tek hicre DNA’ larinin elektroforetik

ortamdaki goclerine gore analiz etmektir.

3.2.4.1.Comet Testi (Tek Hucre Jel Elektroforezi): Comet teknigi, Singh ve ark.’nin (1988)
yaptigi calismalar dikkate alinarak ve bazi modifikasyonlarla kullaniimistir (38). Bu test
tekniginde de her bir bitki 6rnegi icin saglikli bir bireyden alinan periferal kan lenfositleri
kullanilmistir. Heparinli enjektorle alinmis taze periferal kana esit miktarda PBS (Fosfat
Tampon Cozeltisi) eklenerek stispanse edilmistir. Her bir tuptn dip kismina 2 ml lenfosit
ayirici solusyon (Biocoll) eklenmis ve 4 °C’de 2400 rpm de 20 dakika santriftj edilmistir.
Santriftj sonrasi tuplerin icerisindeki eritrositlerin tzerinde olusan bulutsu kismin 2 ml’si
alinarak ayri bir tipe aktariimis ve buz Uzerine konulmustur. Daha sonra lenfositler bitki
ekstraklarinin gesitli konsantrasyonlari (250-500 pg/ml) ile suspanse edilmis ve 37 °C’de 1
saat inkiibasyona birakilmistir. inkilbasyon sonrasi ependorflar 3000 rpm’de 5 dak. santrifiij
edilmis, stpernatant atilmistir. Dlsuk erime 1sili agarin 75 ul’si, 100 pl lenfositle karistirilip,
onceden normal erime 1sili agar ile kaplanan lamlarin izerine damlatilmis ve 24X60 mm’lik
lamel ile kapatilmistir. Bu halde preparatlar 15-20 dak. buzda bekletilmistir. Lamlar icerisinde
lizing solisyonu bulunan saleler icerisine konulup ve buzdolabinda 1 saat bekletilmistir. Liziz
isleminden sonra lamlar, igerisinde elektroforez tamponu (pH>13) bulunan tanka yerlestirilip,
DNA sarmalinin ¢ozilmesi icin 20 dak. bekletilmistir. Daha sonra 25 V, 300 mA’da 20
dakika elektroforez yapilmistir. Preparatlar, nétralizasyon tamponu (pH=7.5) ile 15’er dakika
kez muamele edilmistir ve notralizasyon sonucunda lamlarin tzerine 20 pg/ml’lik etidyum
bromid’in 50 pl’si yayilip ve 24X60 mm’lik lamel ile kapatilmistir. Tim bu islemler, cevre

kaynakli DNA hasarini 6nlemek amaciyla karanlik ortamda yapiimistir.

3.2.4.2.Mantar ekstrelerinin Antigenotoksik Etkisinin Belirlenmesi: Amag¢ hiicrelerde
genotoksik etki yaratmadan, H,O, kaynakli DNA hasarini engelleyebilecek bitki ekstrelerinin
konsantrasyonun belirlenmesidir. Noroozi ve arkadaslarinin (2009) yapmis oldugu calisma
referans alinarak lenfosit hiicrelerinde yiiksek genetik hasar olusturan H,O, (pozitif kontrol)
derisimi 50uM olarak bulunmustur (39). Lenfosit hicreleri 6nce 1 saat belirlenmis
konsantrasyondaki bitki Ornekleri ile inkiibasyona birakilmistir. Bu asamadan sonra 10dk.
H.0, (50 uM)’ e maruz birakilmistir. Bu asamadan sonraki islemlere comet proseduriindeki

gibi devam edilmistir.
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3.2.4.3.G0runtu Analizi ve Comet Sayimi:

Boyanan preparatlar Olympus marka florasan mikroskop (546 nm eksitasyon ve 590 nm
bariyer filtreli) altinda 40X buyttmede incelenmistir. Kullanilan her bir bitki 6rnegi icin 100
komet “Comet Assay IV, Perceptive Instruments Ltd., UK” kullanilarak incelenmistir. Aksoy
ve arkadaslarinin (2008) yaptigi calisma esas alinarak sonuclar kuyruk yogunlugu, kuyruk
momenti ve kuyruk uzunlugu cinsinden degerlendirilmistir (40). Bitkilerin H,O, ‘in DNA’ da
yaratmis oldugu genetik hasari inhibe edici yiizdesi Kaur ve arkadaslarinin (2009) yaptigi
calismada kullandigi formilde bazi modifikasyonlar yapilarak hesaplanmistir (41).

= Inhibisyon (%) = (T1 -TC) / (T1-TO0) x 100

T1 = H,0;ile indiklenen DNA’daki kuyruk yogunlugu

TC = H,0, varliginda lenfosit hiicrelerine uygulanan bitki ekstraktlarinin DNA’daki kuyruk
yogunlugu

TO = Negatif kontroldeki DNA yogunlugu

3.2.5. Flavonoit igeriginin HPLC ile Belirlenmesi

Tum calismalar Agilent 1200 seri HPLC sisteminde yapilmistir. Manuel enjeksiyonlu
sistemde, Quart Pompa ve UV dedektor kullanilarak bazi flavonoidler tek baslarina bazilari
ise beraber ayni anda analiz edilmislerdir. Analizlerde ACE 5 C18 250x4,6 mm id ters faz
kolon kullaniimistir. Kullanilan tim flavonoidler standartlari ve kimyasal malzemeler analitik
safliktadir (Sigma Aldrich, St. Louis, ABD, Merck GmbH, Darmstadt, Almanya ve Dr.
Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Almanya).

QUERCETIN—KAEMFEROL
Kolon: C18 kolon UV dedektor:280 nm
Mobil Faz: Su : HAc : MeOH  yuzdeler sirasiyla 42 :8 :50 Akis Hizi: Iml/min

BIOCHANIN
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Kolon: C18 UV:262 nm

Mobil Faz: Su:Metanol:Asetonitril:Orto-H3PO,4 yuzdeler sirasiyla 60:30:38:1

Akis Hizi:1Iml/min

LUTEOLIN

Mobil faz Asetonitril:su (%0.1 HAc) 1:1 Akis Hizi Iml/min UV dedektor 254 nm

Kolon C18

RUTIN HIDRAT

Mobil faz Asetonitril:Su yuzdeler sirasiyla 60:40 AKis hizi:0.5 ml/min

UV 280 nm Kolon C18

APIGENIN CATECHIN

Mobil faz Asetonitril:Su:Metanol yuzdeler sirasiyla 15:40:45 AKis hizi: 1 ml/min
UVv 280 nm Kolon C18
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4. BULGULAR

1. Antimikrobiyal aktivite tayini

Bu calismanin amaci, Pisolithus arhizus ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisinin
incelenmesidir. Bu amacla minimum inhibisyon konsantrasyon testi uygulanmistir. Bu testte,
ekstraktlarin mikroorganizma kulttrleri Gzerindeki minimum inhibe edici konsantrasyonu
belirlenmistir ve sonuclar Tablo 1’ de verilmistir. Farkli ¢ozuculerle hazirlanan ekstraktlarda

farkl inhibisyon konsantrasyonu gézlenmistir.

Buna gore, P.arhizus’un etanol ekstraktlari Salmonella typhimurium ve Escherichia coli
patojenlerine karsi Enterobacter aerogenes’a Kkarsi gosterdigi etkiden daha c¢ok etki
gostermistir. P.arhizus’un her iki ekstrakti S. typhimurium ve E. aerogenes lzerinde ayni
etkiyi gosterirken E.coli tizerinde etanol ekstraktina kiyasla daha az etki gostermistir.

Tablo 1. P.arhizus mantarinin calisilan mikroorganizmalar tizerindeki Minimum inhibisyon

Konsantrasyonu (MIiK) degerleri (ng/ml)

Minimum inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) (ug/ml)

Mantar Ekstrakti Test Mikroorganizmalari
S. typhimurium E. cali E. aerogenes
PEE > 250 > 250 > 500
PME > 250 =500 > 500

PEE: P. arhizus etanol ekstrakti

PME: P. arhizus metanol ekstrakti
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2. Sitotoksite

Mantar ekstraktlarinin HT-29 hiicre hatti Gzerine sitotoksik etkisi $Sekil 1°de verilmistir.

100 1

HT-29

95 1

90 -

B PME
85 1

N PEE

% Hiicre Oliim orani

80 -

75 -
250 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml

Konsantrasyonlar

Sekil 1. P.arhizus mantarina ait ekstraktlarin HT-29 hiicre hattinda sitotoksite sonuglari
PEE: P. arhizus etanol ekstrakti

PME: P. arhizus metanol ekstrakti

Mantar Orne@inin her iki ekstraktininda HT-29 hiicre hattinda yiuksek sitotoksiteye sahip
oldugu tespit edilmistir. 250 pg/ml konsantrasyonda metanol ekstrakti %88 etanol ekstrakti
%85, 500 pg/ml konsantrasyonda metanol ekstrakti %97, etanol ekstrakti %96, 1000 pg/ml
konsantrasyonda metanol ekstrakti %98, etanol ekstrakti %97 oraninda sitotoksik etki

gOstermistir. Bu oran konsantrasyon miktari arttikca dogru orantili olarak artmistir.
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4. Genotoksisite Sonuglari
Calismamizda in vitro insan lenfositlerinde tek hicre jel elektroforez “COMET” ydntemiyle
H,O, tarafindan olusturulan oksidatif DNA hasarina etkileri incelenmistir. Bu calismalar

sonucu elde edilen veriler Tablo 3’ de ve Tablo 4’ de verilmistir.

Tablo 2. P.arhizus ekstrelerinin insan lenfositlerinde olusturdugu DNA hasari

Test Maddesi Konsantrasyonlar ~ Kuyruk Uzunlugu  Kuyruk Momenti Kuyruk

(ng/ml) (Hm) (Hm) DNA
Hasari (%0)

Negatif Kontrol ND 28,8 + 0,02 0 0
Pozitif Kontrol ND 74 + 1,95 18 + 0,01 54
H202
(50 uMm)
500 28,56 0,39 0 0
PEE 1000 30,03+15 0,01+ 0,01 0,39
500 26,6 + 1,4 0,1 0,1
PME 1000 31,4+08 0,3+0,0 0,2

ND: Tespit edilememistir.
PEE: P. arhizus etanol ekstrakti

PME: P. arhizus metanol ekstrakti
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Tablo 3. H,0, ile indiklenen P.arhizus ekstrelerinin hasarli DNA Uzerine etkisi

Test Maddesi  Konsantrasyonlar Kuyruk Kuyruk Kuyruk )
(ng/ml) Uzunlugu Momenti DNA % Inhibisyon
(um) (um) Hasari (%0)
Negatif ND 28,8 £0,02 0 0 ND
Kontrol
Pozitif ND 74 +£1,95 18,00 + 0,01 54 ND
Kontrol H,0O,
(50 pm)
500 39,06+1,00 8,06%0,3 24,00 56
PEE+ H,0,
1000 30,00+0,8 5605 17,39 68
500 46,4+ 14 9,6 29,1 49
PME+ H,0,
1000 32,3+0,18 6,3 19,2 64

ND: Tespit edilememistir.
PEE: P. arhizus etanol ekstrakti
PME: P. arhizus metanol ekstrakti

P. arhizus etanol ve metanol ekstraktlarinin genotoksik etkisi incelendiginde bu ekstraktlarin
500-1000 pg/ml konsantrasyonlari arasinda herhangi bir DNA hasarina neden olmadiklari
belirlenmistir (Tablo 2). Mantar ekstraktlarinin pozitif kontrole (H,O,) gore artan
konsantrasyonlarda genetik hasari koruyucu etki gosterdigi gorilmuistir. Kuyruk DNA
hasarindaki azalmaya gore en ylksek azalma P.arhizus etanol (% 17,39) ve metanol ekstrakti
(% 19,2) ve genotoksik etki bakimindan da P. arhizus etanol (% 68) ve metanol ekstrakti (%
64) oraninda DNA hasarini koruyucu etki oldugu tespit edilmistir.

P. arhizus etanol ve metanol ekstraktlari insan lenfosit hicrelerine karsi gosterdigi
antigenotoksik etkisinin comet testi ile goranimua Sekil 2’de verilmistir. Kontrol grubunda
hasarsiz DNA’lar gériinmekte iken, H,O, uygulamasi sonucu ¢ok hasarli DNA’larin olustugu
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gorulmektedir. Ayrica mantar ile muamele olan lenfosit huicreleri. DNA hasarinin (+) kontrol

gurubuna gore azaldigi gérulmektedir.

Sekil 2. A. (-) Kontrol Grubu. Hicbhir sey muamele edilmemis lenfosit hicreleri. B. (+)
Kontrol grubu. 50 uM H,0O, ile muamele edilmis lenfosit hucreleri. C. Mantar ile muamele
olan lenfosit hiicreleri. DNA hasarinin (+) kontrol gurubuna gore azaldigi goértilmektedir.
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5. HPL.C Sonuglari
Mantar 6rneginin etanol ekstraktinde kaemferol (14,32 mg/g) ve Biochanin A (0,81 mg/g)
metanol ekstraktine gore daha ylksek oranda tespit edilirken luteolin (4,90 mg/g), rutin

(40,12 mg/g), quercetin (mg/g) ve catechin (2,57 mg/g) metanol ekstraktinde daha yliksek

Luteolin Rutin Kersetin Kemferol Biyokanin A Apigenin Katesin
Ekstrakt
mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g
PEE 3,56 34,05 1,95 14,32 0,81 3,34 1,28
PME 4,90 40,12 6,18 11,61 0,78 ND 2,57

miktarlarda tespit edilmistir. Apigenin (3,34 mg/g) ise sadece etanol ekstraktinde tespit

edilmistir.

Tablo 4. P.arhizus mantarina ait ekstraktlarda gesitli flavonoitlerin HPLC ile analiz sonuglari
ND: Tespit edilememistir.

PEE: P. arhizus etanol ekstrakti

PME: P. arhizus metanol ekstrakti
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismanin amaci, P. arhizus mantarina ait ekstraktlarin antimikrobiyal, sitotoksisite ve
genotoksisite ile flavonoit icerigi aktivitesinin incelenmesidir. Bu amagcla antimikrobiyal
aktivite igin ekstraktlarin mikroorganizma kdltirleri Uzerindeki minimum inhibe edici
konsantrasyonu belirlenmistir ve sonuglar Tablo 1' de verilmistir. Farkli cozicdulerle
hazirlanan ekstraktlarda farkli inhibisyon konsantrasyonu go6zlenmistir. Buna gore,
P.arhizus’un etanol ekstresi bagirsak patojeni olarak bilinen Salmonella typhimurium ve
Escherichia coli patojenlerine karsi Enterobacter aerogenes’a karsi gosterdigi etkiden daha
cok etki gostermistir. P.arhizus’un her iki ekstresi S. typhimurium ve E. aerogenes uzerinde

ayni etkiyi gosterirken E.coli tizerinde etanol ekstresine kiyasla daha az etki gostermistir.

Yapilan literatir arastirmasinda P. arhizus tlrine ait antimikrobiyal etki calismalarina
rastlaniimamistir. Fakat diger mantar tlrlerinin antimikrobiyal etkilerine iliskin ¢alismalar
mevcuttur. G. lucidum’un metanol ve etanol ekstraktlarinin bir gram (+), iki gram (-) ve iki
maya Uzerine antimikrobiyal etkisinin yapildigi bir calismada metanol ekstraktlarinin C.
glabrata (zerine referans antibiyotikten daha yiiksek inhibe edici etkisinin oldugu, etanol
ekstraktlarinin ise E. coli, B. subtilis ve S. enteritidis patojenlerine karsi antimikrobiyal

aktivite gosterdigi bildirilmistir (42).

Morchella elata, Morchella conica, Terfezia claveryi mantarlarinin aseton ekstraktlarinin bazi
gram pozitif (Bacillus cereus, Staphylococcus aereus), gram negatif bakteriler (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis) ve maya kiltirleri (Candida glabrata,
Candida albicans) Uzerine disk difizyon metodu kullanilarak antimikrobiyal etkilerinin
arastirildigr bir calismada, en yuksek inhibisyon etkiye E.coli Uzerine M.conica ekstraktinin,
en disuk inhibisyon etkiye ise C. glabrata lzerine M. elata ekstraktinin sahip oldugu tespit
edilmistir (43).
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Gerasimenya ve arkadaslari (2003), Rusya'nin Moskova kenti yakinlarindan topladiklari
P.ostreatus 'a ait 14 susun antimikrobiyal aktivite denemelerinde makrofunguslara ait sapka
ve misel formlarini kullanmislar ve sonug olarak her iki formun etanol ekstrelerinden sapkada
orta dizeyde antifungal etkinin miselde ise yuksek dlizeyde antibakteriyal etkinin var
oldugunu rapor etmislerdir (44).

Efremenkova ve arkadaslari (2002), Rusya'nin farkli bélgelerinden topladiklari Coprinus
genusuna dahil alti farkh ture ait 14 tur UGzerinde antimikrobiyal aktivite calismasi
yapmislardir. Bu calismada C. digitalis tim suslara ait misellerin etanol ekstreleri test
mikroorganizmalari (zerinde denenmis ve tirine ait misellerin genis bir antimikrobiyal
aktivite gosterdigi ve beta laktam grubu antibiyotiklere direncli S. aureus (MRSA) ve
glikopeptid turi antibiyotiklere direngli Leuconostoc mesenteroides lzerinde de etkili oldugu
rapor edilmistir (45).

Kalyoncu ve arkadaslari (2010), bazi yabani makrofungus miselleri Gzerine yaptiklari
calismada miselleri kullanilan 21 tane makrofungus tdrlerinin ¢ogunun antimikrobiyal
aktiviteye sahip olmadigi veya zayif aktivite gosterdigi saptanmistir. En yiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip tir olarak G.lucidum (Curtis) P. Karst belirlenmistir. Bu tlr
test mikroorganizmalarinin ¢ogu Uzerinde farkli dizeylerde inhibisyon etkisi gdstermistir.
Inhibisyon gdsterdigi  mikroorganizmalar Uizerindeki etkisi standart antibiyotiklerin

bazilarindan daha iyi, bazilarina ise yakin degerlerde oldugunu bildirmislerdir (30).

Tricholoma terreum (Fr) Kummer’ den elde edilen ekstrelerin bazi Gram (-) ve Gram (+)
bakterilere karsi etkili bir antimikrobiyal aktivite gosterdigini, fakat kullanilan maya

kalturlerine karsi ise antagonistik bir aktiviteye sahip olmadiklarini tespit etmislerdir (46).

G. japonicum mantarinin miselinden elde edilen esansiyal yagin kimyasal bilesenlerinin ve
antimikrobiyal  aktivitesinin  incelendigi  calismada G. japonicum  tim  test
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etki gostermistir. Methicillin direncli S.aureus,
K.pneumonia ve Enterobacter cloacae ‘ya karsi kontrol antibiyotigi olan Levofloxacinden
oldukca yuksek bakteriostatik ve bakteriosidal etki gosterdig rapor edilmistir (47).
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Macrolepiota procera makrofungusunden elde edilen cesitli ekstrelerin Gram (+) ve Gram (-)
bakterilere ve bazi mayalara karsi antagonistik etki gosterdigini belirlemislerdir. Ozellikle E.

aerogenes, C. utilis ve Hansenula sp. Uzerine oldukca etkili oldugunu tespit etmislerdir (48).

Bu calismada mantar 6neginin her iki ekstraktinin kolon kanseri izerine etkisi arastiriimistir.
Mantar 6rneginin her iki ekstraktininda HT-29 hiicre hattinda yuksek sitotoksiteye sahip
oldugu tespit edilmistir. 250 pg/ml konsantrasyonda metanol ekstraktl %88 etanol ekstrakti
%85 kanser hicresini éldurmustir. Bu oran konsantrasyon miktari arttikca dogru orantili
olarak artmistir. 500 pg/ml konsantrasyonda metanol ekstrakti %97, etanol ekstrakti %96,
1000 pg/ml konsantrasyonda metanol ekstrakti %98, etanol ekstrakti %97 oraninda sitotoksik
etki gostermistir (Sekil 1).

Gunumiizde pek c¢ok mantar tiriinin antikanser etkisinin oldugu bilinmektedir. Ozellikle
Agaricus, Agrocybe, Boletus, Ganoderma, Geastrum, Lactarius, Phellinus, Pleurotus, Polyporus,
Russula, Termitomyces, Ascomycetes, Morchella, Agaricus, Ganoderma, Phellinus cinslerine ait
tarlerin antitimaor; Agrocybe, Tramates ve Ganoderma cinslerine ait tirlerin ise antikanserojen

etkinlikleri bulundugu rapor edilmistir (49).

Kawaratake (Trametes versicolor) mantar tird, polisakkarit-K (PSK) icin kaynaktir.
1970’lerin sonlarinda gelistirilen T. versicolor mantarinin krestin etken maddesinden elde
edilen ilag Japonya“da en popiiler kanser ilaglarindan biri olarak bilinmekte olup mide ve
diger kanser turlerinin tedavisi amaciyla oral yolla alinmaktadir. Mide kanseri tedavisinde
kullanimi 19801i yillarda onaylanan lentinan maddesinin kaynagdi Shiitake mantaridir. Oral
yolla alindiginda emilimi zayif oldugu icin enjeksiyon yoluyla alinmalidir. Suehirotake (S.

commune) mantari bogaz kanseri tedavilerinde enjeksiyon yoluyla kullaniimaktadir (50).

Mantarlardan izole edilen ve G. lucidum’da % 40,6 diizeyinde bulunan 3-glukan yardimci T
hlcrelerinin gogalmasina ve remesine uyarici etki yaparak enfekte hiicrelerin yok edilmesini
saglamaktadir. Farelerle yapilan testlerde akciger kanserinin Uzerine ¢ok basarili bir tedavi
etkisi oldugu gosterilmistir (51). Kemopreventif ajan olarak ve 6zellikle peroksit anyonlarinin
hasarini neredeyse tamamen ortadan kaldirarak kansere karsi koruyucu etki yaptigi da
gosterilmistir. Mizushina ve arkadaslari, bu mantarin meyvelerinden benzer iki o— tipi DNA

polimeraz inhibitori izole etmislerdir (52-54). Ganoderma meyvalarinin alkol eksraktlari T- 4
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I6semi hucrelerini belirgin sekilde azaltmaktadir (in vitro kosullarda) (55). Kisacasi bu
mantarin icerdigi bilesiklerin bir yandan kanser hicrelerinin gelismesine karsi sitotoksik etki
yaparken ayni anda konak organizmanin normal hiicrelerini de immun davranis bakimindan
tesvik ve aktive etmektedir. Yuksek dozlarda alinsa bile saglikli hiicrelere asla toksik etki

yapmadigi gosterilmistir (56).

Diinyada, erkeklerde ilk Ug¢ sira kanser tird, prostat, akciger ve kolon iken kadinlarda ilk (¢
kanser tiri meme, kolon ve akciger kanseri seklindedir ve Ulkemiz de 6lim nedenleri
sirasinda 2.sirada yer alan kanser hastaliginin, hem dinyada hem de lkemizde 2015 yilindan
itibaren 1. Siradaki 6lim nedeni olacagi tahmin edilmektedir (49). Bu baglamda kanser
tedavilerine yonelik calismalarda etkili ve dogal bilesiklerin kesfinin énemi artmaktadir.
Calismamizda dogal olarak yetisen bu mantarin her iki ekstraktininda yiiksek miktarda kolon

kanser hiicre hattinda antikanser etki gosterdigi tespit edilmistir.

Genotoksisite genel anlamda, genetik materyal zerinde olusabilecek zararli etkiler olarak
bilinmektedir. Bu ylizden genotoksisite testlerinde DNA’ da olusan degisiklikler belirlenir.
Genotoksisite testleri esas olarak kanserden korunmada, evresel etkenlerin (UV, irradyasyon),
endustriyel kimyasallarin etkisini arastirmada, ilaglarin piyasaya sirilmeden 6nce toksik
etkilerini ve guvenilirligini arastirmada kullaniimaktadir. Bu testler 1970° lerden beri
kullaniimaktadir ve o tarihten ginimuze kadar bircok in-vivo ve in-vitro genotoksisite testi
gelistirilmistir. Hicrelerde DNA ile etkilesime girerek olumsuz etki gdsteren maddeler
genotoksik maddeler olarak adlandirilir. Bu olumsuz etkiler; tek zincir kiriklari (SSB), c¢ift
zincir kiriklari (DSB), alkali labil bolgeler (ALS) ve DNA adductlaridir. Genetik materyalde
olusan hasarlar tamir edilemediginde DNA sekans degisiklikleri, kromozom aberasyonlari ile
sonuclanabilen tek veya birden fazla nukleotid degisikliklerine yol agmakta ve bunlarin
sonucu olarak da rekombinasyon, mutasyon, doku hasari, yaslanma, kanser olusabilmektedir.
Son yillarda gelisen comet assay teknigi DNA hasarini ve tamirini belirlemek icin hassas bir
genotoksisite testidir (57,58). Bu teknik DNA tek zincir kiriklarini ve tamamlanmamis DNA
tamir bolgelerini gosteren hassas, basit ve hizli bir genotoksisite testi olarak kabul
gormektedir (59-61).

Bu calismada P. arhizus etanol ve metanol ekstraktlarinin genotoksisite ve antigenotoksisite

etkisi comet yontemi ile arastirilmistir. Bu calismada temel amag, mantarin DNA hasarl
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olusturup olusturmadigini veya H,O, indlklenmesi ile olusturacak bir DNA hasarini ne
derecede engelleyebildigini tek hiicre DNA’ larinin elektroforetik ortamdaki gdoclerine gore
analiz etmek olmustur. Cunku dogal olan her maddenin her zaman givenilir olmadigi yapilan
calismalar sonucu anlastimistir. Bu ylzden ylksek etki gosterdigi belirlenen dogal bir
maddenin endustride kullanilmadan énce guvenilirliginin test edilmesi gereklidir. P. arhizus
etanol ve metanol ekstraktlarinin genotoksik etkisi incelendiginde bu ekstraktlarin 500-1000
ug/ml  konsantrasyonlari arasinda herhangi bir DNA hasarina neden olmadiklari
belirlenmistir. Mantar ekstraktlarinin pozitif kontrole (H,O,) gbre artan konsantrasyonlarda
genetik hasari koruyucu etki gosterdigi goralmustir. Kuyruk DNA hasarindaki azalmaya gore
en yiksek azalma Pisolithus arhizus etanol (%17,39) ve metanol ekstrakti (% 19,2) ve
genotoksik etki bakimindan da Pisolithus arhizus etanol (% 68) ve metanol ekstrakti (% 64)

oraninda DNA hasarini koruyucu etkisi oldugu tespit edilmistir.

Makrofunguslarda antioksidan aktiviteyi saglayan sekonder metabolitlerin fenolik bilesikler,
benzil, mono, di, tri, sekiterpenler ve flavonoidler olduklari bildirilmistir (61).Calismamizda
antioksidan ve antikanser 6zellikleri oldugu bilinen flavonoit bilesiklerden luteoin, rutin,
kemferol, katesin, apijenin, biyokanin, kersetinin miktari analiz edilmistir. Mantar 6rneginin
etanol ekstraktinde kemferol (14,32 mg/g) ve Biyoanin A (0,81 mg/g) metanol ekstraktine
gore daha yuksek oranda tespit edilirken luteolin (4,90 mg/g), rutin (40,12 mg/g), kersetin
(mg/g) ve katesin (2,57 mg/g) metanol ekstraktinde daha yiksek miktarlarda tespit edilmistir.
Apigenin (3,34 mg/g) ise sadece etanol ekstraktinde tespit edilmistir (Tablo 4). Bu ¢alismanin
sonucu literatirdeki mantarlara ait fenolik bilesen analizleri ile uyum saglayarak yiksek
miktarlarda flavonoit icerige sahip oldugunu gostermistir.

Yapilan bircok yeni arastirmada makrofunguslarin antioksidan ve antikanser aktiviteye sahip
oldugu bulunmustur. Makrofunguslarinin aktif metabolit bakimindan zengin olmasi, onun
antibakteriyel etkisinin yani sira antioksidan ve antikanser olarak da kullaniimasini
saglamistir. Makrofunguslarinin  binyesinde barindirdigi kendine 6zgi ve c¢ok cesitli
metabolit gruplari onlarin terapétik etkilerinden sorumludur. Farmakolojik arastirmalar farkl
makrofunguslarinin sitotoksik, antifungal ve antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklarini
goOstermistir (62).
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P. arhizus’un etanol ve metanol ekstrelerinin ylksek miktarda toplam fenolik ve flavonoit
icerdigi daha 6nceki BAP projemiz kapsaminda bildirilmistir. Bu na gore, etanol ekstresinin
toplam fenolik icerigi 130,96 mgGAE/g iken toplam flavonoit icerigi 109,33 mgRE/qg,
metanol ekstresinin toplam fenolik icerigi 183,36 mgGAE/g iken toplam flavonoit igerigi
111,90 mgRE/g olarak tespit edilmistir (63).

C. Rutilus mantar ekstrelerindeki toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar sirasiyla
pirokatesol ve kersetine esdeder olarak bildirilmistir. Mantarin bir mg etil asetat ekstresinde
129,31 g fenolik bilesik bulunurken, 30,03 Hg flavonoit yapih bilesiklerin oldugu hesaplanmistir
(64).

T. fracticum yenilebilir mantarinin fenolik ve flavonoit yapili bilesiklerin miktarlarinin
arastirildigr bir galismada, toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar sirasiyla pirokatesol ve

kersetine esdeger olarak belirlenmistir (65).

Cesitli yenilebilir mantarlarla yapilan bir calismada, 14 fenolik bilesen analiz edilmistir. Buna
gore 14 bilesenden sedece rutin ve Kkersetin tespit edilememis diger 12 tanesinin
kromatografik oOzellikleri ve absorpsiyon spektralari standart maddelerle karsilastirilarak
miktar tayinleri yapilmistir. Pleurotus eryngii ve Auricularia auricula-judae mantarlarinin su
ve metanol ekstraktlarinden farkli tiplerde fenolik bilesikler tespit edilmistir. P-
hidroksibenzoik asit ve siringik asit her iki mantarda ve tim ekstraktlarinde tespit edilmistir.
Ferulik asit sadece P. eryngii mantarinin metanol ekstraktinde 6 pg/g olarak bulunmustur. A.
auricula-judae mantarinin metanol ekstraktinin HPLC analizleri gallik asit, katesin, p-
hidroksibenzoik asit, kafeik asit, siringik asit, vanilin, p-kumarik asit, sinapinik asit,
rosmarinik asit, luteolin ve sinnamik asit olmak (izere 11 tip fenolik bilesen icerdigini
gostermektedir. Sulu ekstraktinde metanol ekstraktinden farkli olarak p-kumarik asit,

rosmarinik asit ve sinnamik asit hari¢ diger bilesenler tespit edilmistir (66).

Bu calisma gostermektedir ki, gelecekte makrofungus ekstraktlarindaki etkin maddeler tespit
edildigi takdirde, giinimdzin biyuk problemi olan mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi
direncliligine ¢c6ziim olarak, ayrica dogal antioksidan ve antikanser bilesiklerinin saptanmasi

ve saf olarak eldesi ile bu bilesiklerin ila¢ sektorinde kullaniimasi, makrofunguslari
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antimikrobiyal ve antikanser ilag Uretiminde iyi ve yeni kaynaklar olarak karsimiza
cikarabilir. Sonug olarak makrofunguslar birgok hastaligin olusumu, ilerlemesi ve tedavisinde
umut verici olabilir ve yaslanma etkeni olan oksidatif stres baskilanarak yaslanma sireci

yavaslatilarak daha uzun ve daha saglikh bir yasam mumkin olabilir.
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