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TEŞEKKÜR: Bu proje kapsamında ülkemizde yetişen bir mantar türü olan Pisolithus

arhizus’a ait ekstraktların biyolojik aktivitelerini araştırmak üzere çeşitli çalışmalar

gerçekleştirilmiştir. Böyle bir çalışmanın gerçekleştirilmesi için araştırmacılara maddi destek

sağlayan Erciyes Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri (ERÜ BAP) Birimine ve

makrofungus örneğinin temin ve teşhisinde desteğini esirgemeyen Yard. Doç. Dr. Hakan

ALLI’ ya sonsuz teşekkürlerimizi sunarız.
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ÖZET

Pisolithus arhizus (Scop.) Rauschert (Basidiomycetes) türü okaliptüs ve çam ağaçlarının

birçok türünü çevreleyen kökleri toprakta bulunan bir ektomikorizal mantardır. Birçok

ekosistemde ektomikorizal mantarlar topraktaki mikrobiyal kitlenin en önemli üyelerindendir.

Bu projede kullanılması öngörülen P. arrhizus makrofungusu Türkiye de yaygın yayılış

gösteren tıbbi değeri yüksek bir türdür. Literatürde bazı makrofungusların yapısında

antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser ajanlar bulunduğu bildirilmekle birlikte Türkiye’de

yaygın olarak bulunabilen P. arrhizus türünün biyolojik ajan kaynağı olarak çalışılmamış

olması dikkat çekmektedir. Çalışmada ile Kütahya ili ve çevresinden, 110R019 No’lu

TUBİTAK projesi kapsamında toplanan P. arrhizus türünün iki farklı çözücüyle elde edilen

ekstraktlarının barsak patojeni bakteriler karşı antimikrobiyal aktivitesi ve HT-29 (İnsan

kolon kanser hücre hattı) hücre hattında sitotoksik potansiyeli sağlıklı hücreler ile

karşılaştırılarak gösterilmiştir. Antimikrobiyal etkisi Minimum İnhibisyon konsantrasyonu

(MİK) göre, sitotoksitesi WST kit metoduna gore tespit edilmiştir. Bunlara ek olarak

Flavonoid içeriğinin tespiti HPLC metoduna göre yapılmıştır ve DNA üzerindeki

antigenotoksisitesi Comet tekniği kullanılarak ortaya konulmuştır. Bu bağlamda proje

kapsamında bazı makrofungus türü Pisolithus arrhizus’un antimikrobiyal, sitotoksite

antigenotksisite aktiviteleri ve flavonid içeriği araştırılmıştır. Mantar toplanıp kurutulduktan

sonra etanol ve metanol ile ekstrakt edilmiştir. Ekstraktların antimikrobiyal aktivitesi

Salmonella typhimurium - BAST01, Escherichia coli - ATCC 35218, Enterobacter aerogenes

BA-EA1 mikroorganizmalarına karşı test edilmiştir. P.arhizus’un etanol ekstraktları S.

typhimurium’a karşı metanol ekstraktın gösterdiği etkiden daha çok etki göstermiştir.

P.arhizus’un her iki ekstraktı S. typhimurium ve E. aerogenes üzerinde aynı etkiyi gösterirken

E.coli üzerinde etanol ekstraktına kıyasla daha az etki göstermiştir. Önceki çalışmamız (TSA-

1135 NO’LU BAP projesi), bu mantarın oksidatif enzimleri inhibe etme özellikleriyle ünlü

olan fenolikler ve antioksidanların yüksek oranda bulunduğunu göstermiştir. Kolorektal

kanserler yaşam kalitesini düşüren, iş. kaybına yol açan önemli bir sağlık sorunu olup

günümüzde en sık görülen kanser türlerindendir. Oksidatif hasar birçok kanser türünde olduğu

gibi kolorektal kanser gelişimine eşlik ettiğinden, bu çalışma P. arrhizus’dan elde edilen

etanol ve metanol ekstraktlarınin barsak kanseri hücreleri üzerinde çoğalmayı engelleyici

etkisinin olduğunu göstermektir. Ek olarak P. arhizus mantarına ait her iki ekstreninde DNA

üzerinde bir hasar göstermediği tespit edilmiştir. Mantar örneğinin her iki ekstraktındaki
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flavonoit içeriğindeki  bileşikler kaemferol, Biochanin A, luteolin, rutin, quercetin, kateşin ve

apigenin olarak bulunmuştur. HPLC analiz sonucuna göre etanol ekstraktında en yüksek

kemferol, metanol ekstraktında en yüksek rutin tespit edilmiştir.

Bu proje ile antimikrobiyal, antikanser ve antioksidan özelliğe sahip, makrofungus kaynaklı

biyoajanların terapötik ve farmasötik kullanımına yönelik başka çalışmalar için bir basamak

oluşturacağı düşünülmektedir.

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

Genotoksite
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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 TÜBİTAK project

from Kütahya 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 - BAST01, Escherichia coli - ATCC

35218, Enterobacter aerogenes BA-EA1. 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
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1.GİRİŞ VE AMAÇ

Bitkiler alemi yüz milyonlarca yıl süren evrimleşme süreci içerisinde inanılmaz sayıda ve

çeşitlilikte cins ve türlerin var olmasına şahit olmuştur. Tıbbi bitkilerin tarihi insanlık kadar

eskidir. Eski çağlarda hastalıkların tedavisi konusunda diğer canlıların davranışlarının

incelenmesi ve taklit edilmesi ilaçların oluşumunda büyük önem taşımaktadır. Hayvanların

çeşitli bitkileri kullanarak kendilerini tedavi etmeleri insanları da bitkilere yönlendirmiştir.

Bitkilerin bu özelliklerinin kaynağı araştırılmış ve içeriğindeki çeşitli materyallerin bazı

fizyolojik aktivitelere sahip olduğu gözlenmiştir. Bunlara örnek olarak; anti-mikrobiyal, anti-

viral, analjezik, anksiolitik, anti-depresan, anti-inflamatuar, anti-kolinesteraz, anti-oksidan,

amoebisidal, anti leishmanial, anti-platelet, antiproliferatif, pro-apoptotik, akıl hastalıkları,

diyabet, karaciğer koruyucu, HIV-1 integraz inhibitörü aktiviteleri verilebilir (1).

Günümüzde bilim ve teknolojide ilerlemelere rağmen doğal kaynakların bilinçsizce tüketimi

ve karşılaşılan ekonomik güçlükler, doğal kaynakların birçok amaçta kullanımlarını zorunlu

kılmıştır. Makromantarlar yüzyıllardır yiyecek olarak tüketilmektedir. Besinsel değerlerinin

yüksek olmasının yanısıra bilinen doğal antioksidan moleküller bakımından da zengin bir

kaynak olması ve birçok literatürde belirtilen antibakteriyel etkinliklerinden dolayı

bakterilerin direnç geliştirdiği antibiyotiklere alternatif olacağı düşünülmektedir.

Makromantarların insan sağlığına yönelik bir alternatif olarak kullanılabilecek önemli bir

doğal kaynak olmasından dolayı bu çalışmada bir makromantar türü olan Pisolithus arhizus’a

ait ekstraktların barsak patojeni mikroorganizmaların gelişimlerini engelleyen doğal ve yeni

antimikrobiyallerin araştırılması ve barsak kanseri üzerine sitotoksik etkisinin belirlenmesi

hedeflenmiştir. Çalışmamızın bir diğer önemli amacı ise, bu mantar türünün DNA hasarı

oluşturup oluşturmadığını veya H2O2 indüklenmesi ile oluşturacak bir DNA hasarını ne

derecede engelleyebildiğini, tek hücre DNA’ larının elektroforetik ortamdaki göçlerine göre

analiz etmektir. Böylece ilaç sanayide kullanımları için bu mantarların toksik etkileri,

güvenilirlikleri ve varsa antigenotoksik etkileri hakkında bilgi edinilecektir. Aynı zamanda

doğal antioksidanların başında gelen ve kanserin önlenmesinde önemli bileşenlerden olan

flavonoid bileşiklerin bu mantar türü tarafından üretilme kapasitelerinin araştırılması da

amaçlanmıştır.
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2. GENEL BİLGİLER

Mantarlar, besinsel açıdan fonksiyonel gıdalar ve fizyolojik yararlı ilaçların kaynağıdırlar (1).

Hem gövde, hem miselleri antimikrobiyal ve antikanser aktiviteye sahip bileşikler

içermektedir (1). Mantarların immünolojik ve antikanser özelliklerinin yanı sıra antioksidan,

antihipertensif, kolesterol düşürücü, karaciğer koruyucu, antifibriotik, antiinflamasyon,

antidiyabetik, antiviral ve antimikrobiyal etkileri olduğu saptanmıştır (2).

Ökaryötik hücre yapısına sahip heterotrof canlılar olan makrofunguslar hiflerden oluşan ağsı

bir yapıya sahiptirler (3). Birçok et ve sütten daha az ancak birçok sebzeden daha çok protein

içeren, kolayca sindirilebilir bir protein kaynağıdır. Mantarlar esansiyel tüm aminoasitleri

içerir ancak metiyonin, sistin ve sülfür aminoasitlerini az miktarda bulundurur. İçeriklerine

bakıldığında büyük oranda fosfor ve potasyum, az miktarda demir ve kalsiyum olmak üzere

tüm mineralleri gelişimlerinin tüm basamaklarında bulundururlar (4). Özellikle tiyamin (B1),

riboflavin (B2), niyasin (B3), biyotin (B7) ve askorbik asit (C vitamini) gibi vitaminlerin

kaynağı olan makrofungusların folik asit bakımından da zengin olan ve kansızlık tedavisinde

kullanılan bazı türleri, fark edilebilir miktarda β- karoten ve ergosterol içerir. Yapılarındaki

ham yağlar; yağ asitleri mono-, di- ve trigliserid’ler, steroller, sterol esterleri ve fosfolipidler

dahil tüm ana lipid bileşenlerini içerir. Yağ asitleri genelde düşük olup kuru mantarın yaklaşık

% 2-8’ ini oluşturur. Karbonhidrat ve yağ içeriklerinin pek çok besine göre düşük olması

sebebiyle sağlıklı bir beslenme rejimi için aranılan özelliklere sahiptirler (5,6). Çok katlı ve

fibriler özellikteki hücre duvarı, miktarı türe ve mevsimsel koşullara göre değişen polisakkarit

(yaklaşık % 80), protein(% 5-15) ve lipid’(% 3-10) ihtiva eder. Polisakkaritler arasında kitin,

kitosan, glukan, galaktoz, manan ve selüloz en fazla bulunanlarıdır (7) . Yabani veya kültüre

edilmiş olarak dünyanın farklı bölgelerinde yetişmekte olan mantarlarda bulunan bu gıda

bileşenleri, türe, insan kökenli faktörlere, toprak yapısı ve bölgesine bağlı olarak

değişebilmektedir (8).

Bugüne kadar makrofunguslar ile yapılan biyolojik aktivite çalışmaları incelendiğinde iki

durum ön plana çıkmaktadır. Bunlardan birincisi çalışmaların büyük bir çoğunluğunun

doğadan toplanan şapkalar ile yapılmış olmasıdır (9-11). Bu çalışmalar sonucunda etkili türler

bulunmasına rağmen şapkanın yılın belirli bir döneminde ortaya çıkması veya bazı yıllar
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ortam koşulları uygun olmadığı için hiç oluşmaması düzenli olarak etkin maddelerin eldesini

imkansız kılmaktadır. Bu bakımdan mantara ait miselde ya da miselin yetiştirildiği ortamda

etkin madde aramak ve bulunması halinde yılın her döneminde üzerinde çalışma ve yeterince

üretme imkanı sağlaması açısından oldukça önemlidir (12,13). Diğer bir önemli husus da

yapılan makrofungus çalışmalarının oldukça az sayıda tür ile sınırlı olmasıdır (14-16).

Genellikle etken maddeye sahip olduğu anlaşılan az sayıda tür üzerinde detaylı ve çok sayıda

çalışma yapılmıştır ve bu durumun sonucunda geride çalışılması gereken çok sayıda

makrofungus türü kalmıştır. Ülkemizde yaklaşık 2400 civarındaki makrofungus türleri içinde

(7,17) yenilebilir türlerin kültüre alınması çalışmaları hızlı bir  şekilde devam etmektedir.

Çalışmada kullanılacak olan mantar türü Pisolithus arhizus; tarçın kahvesi renginde, 7-12 μm

büyüklüğünde küresel ve dikenli sporlara sahip mikorizal bir mantar türüdür (3). Mikoriza,

mantar miselleri ile yüksek bitkilerin kökleri arasındaki karşılıklı yararlanmaya dayanan bir

ilişkidir. Bu ilişkide mantar bitkiden karbon ve esansiyel organik maddeleri temin ederken,

bunun karşılığında bitkiye su, mineral tuzlar ve metabolitlerin alımında yardımcı olmaktadır.

Ektomikoriza ise mikorizanın tarım ve ormancılık açısından önemli bir tipidir. Ektomikorizal

mantarlar ekonomik açıdan mantarların en önemli gruplarından biridir. Birçok ekosistemde

ektomikorizal mantarlar topraktaki mikrobiyal kitlenin en önemli üyelerindendir. Ototrof olan

konukçu bitki ile heterotrofik organizma arasında besin alışverişi ve ekolojik olarak doğal

dengenin korunmasını sağlayan mikoriza, bu yönü ile ekosistemdeki besin döngüsü ve bitki

canlılığının devamında büyük bir öneme sahiptir (18). Ölü adamın ayağı (dead man’s foot)

olarak bilinen bu sıradışı mantar kırılgandır ve kolayca toz haline dönüşebilir. Geleneksel Çin

tıbbında haricen uygulandığında yara iyileşmesi, şişlikleri dindirme, kanamaları ve sulu

mayasılı durdurmada ve irin tedavisinde kullanılır. Dahilen uygulandığında ise özofagus ve

mide kanamalarını durdurmada kullanılır.
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Şekil 1. Pisolithus cinsine ait bir tür örneği

Japonya’da kotsubutake olarak bilinen bu mantar, akciğerlerde bir ısıtıcı gibi davranarak

öksürük, boğazda şişlik ve ağrı ile burun kanamaları tedavilerinde de ilaç olarak kullanılır.

Kimyasal içeriğinde bulunan ve bir triterpen olan pisosterolün yedi kanser hücresini özellikle

lökoma ve melanoma hücrelerini inhibe ettiği rapor edilmiştir (19). Ülkemizde Antalya,

Aydın, Balıkesir, Çanakkale, Denizli, İzmir, Kahramanmaraş, Kütahya, Malatya, Manisa,

Mersin Muğla bölgeleri olmak üzere geniş bir yayılış alanına sahiptir (20).

Makrofungusların aktif metabolit bakımından zengin olması, onun antibakteriyel etkisinin

yanı sıra antioksidan olarak da kullanılmasını sağlamıştır. Makrofungusların bünyesinde

barındırdığı kendine özgü ve çok çeşitli metabolit grupları onların antioksidan ve diğer

terapötik etkilerinden sorumludur. Farmakolojik araştırmalar farklı makrofunguslarının

sitotoksik, antifungal, antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteye sahip olduklarını göstermiştir.

Makrofunguslarında antioksidan aktiviteyi sağlayan sekonder metabolitlerin fenolik

bileşikler, benzil, mono, di, tri, sekiterpenler ve flavonoidler oldukları düşünülmektedir

Günümüzde birçok üründe antimikrobiyal etkileri için nitrit (NO2−), nitrat (NO3−), kükürt

dioksit (SO2),benzoik asit ve sorbik asit kullanılmaktadır. Ancak NO3− ve NO2− insan

metabolizmasının atılım ürünleridir ve vücutta birikerek reaktif azot türlerine (RNS)

dönüşebilmektedir. RNS de ROS gibi yüksek reaktiviteye sahip olduğundan,

biyomoleküllerle reaksiyona girerek romatizmal hastalıklar, parkinson, kanser ve hücre

harabiyetine sebep olmaktadır (21). Antimikrobiyal olarak kullanılan benzoik asit ve benzoik

asit türevlerinin ise nörolojik hastalıklara neden olmasının yanı sıra kanserojen olduğu
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bilinmektedir. Ayrıca gıda sanayiinde kullanılan kimyasal maddelerin büyük büyük bir kısmı

toksik, nörodejeneratif ve kanserojen etki gibi istenilmeyen etkilere sahiptirler (20). Bu

nedenle; son yıllarda yeni, daha güvenli ve ucuz antimikrobiyal maddelerin bulunması için

doğal ürünler üzerinde yaygın çalışmalar yapılmaktadır. Ayrıca, antitümör etki gösteren β-

glukan grubu bileşikler; kalvasin, volvotoksin, flammutoksin, lentinan, ganoderik asit ve

porisin yalnızca mantarlardan izole edilmiş antioksidan maddelerdir (22). Bu bakımdan

mantarlar, yeni antikanser bileşiklerin bulunması ve biyoteknolojik yöntemler kullanılarak

üretilebilmesi bakımından umut verici bir kaynak oluşturmaktadır.

Yapılan birçok bilimsel çalışma sonucunda değişik makrofungus türlerinin antioksidan,

antimikrobiyal, antialerjik ve antitümör aktivitelerinin olduğu rapor edilmiştir (23-25).

Mantarların antimikrobiyal etkileri, fungal yapıda sentezlenen ve genellikle organizmaya

özgü bazı fenolik bileşikler, pürinler, pirimidinler, terpenoidler, kinonlar ve fenil proponoid

türevi gibi antagonistik maddelerden dolayıdır. Organizma yaşadığı ortamda varlığını

sürdürebilmek ve çevresindeki rekabetçi türlere üstünlük sağlayabilmek için bu tür

kimyasallara ihtiyaç duymaktadır (23). Farklı aminoasit sekanslarıyla antifungal proteinler

farklı organizmalar tarafından üretilirler. Tıbbı mantarlar ve diğer mantarlar da çeşitli

antifungal proteinler üretirler (26). Ganodermin tıbbı bir mantar olarak bilinen G. lucidum‘

dan izole edilmiş antifungal proteindir. Ganoderma japonicum mantarının miselinden elde

edilen esansiyal yağın kimyasal bileşenlerinin ve antimikrobiyal aktivitesinin incelendiği bir

çalışmada G.japonicum tüm test mikroorganizmalarına karşı antimikrobiyal etki gösterdiği

bildirilmiştir (27).

Günümüzde kanserle serbest radikaller arasındaki ilişki yapılan deneylerle ispat edilmiştir.

Bilindiği gibi süperoksit (O2.-), hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil radikali (HO.) gibi

serbest radikaller; canlı organizmalara ait dokularda, diğer madde ve gruplarla reaksiyon

vererek hücrelerde istenmeyen toksik maddeler oluşturabilirler. Açığa çıkan bu zararlı

ürünler, çeşitli mekanizmalarla hücre harabiyetini tetikler ve böylece hücre ölümüne neden

olurlar (5).

Kawaratake (C. versicolor) mantar türü, polisakkarit-K (krestin) için kaynaktır. 1970‟lerin

sonlarında geliştirilen C. versicolor mantarının krestin etken maddesinden elde edilen ilaç

Japonya‟da en popüler kanser ilaçlarından biri olarak bilinmekte olup mide ve diğer kanser
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türlerinin tedavisi amacıyla oral yolla alınmaktadır. Mide kanseri tedavisinde kullanımı

1980‟li yıllarda onaylanan lentinan maddesinin kaynağı Shiitake mantarıdır. Oral yolla

alındığında emilimi zayıf olduğu için enjeksiyon yoluyla alınmalıdır. Suehirotake

(Schizophyllum commune) mantarı boğaz kanseri tedavilerinde enjeksiyon yoluyla

kullanılmaktadır (28).

Genotoksisite genel anlamda, genetik materyal üzerinde oluşabilecek zararlı etkiler olarak

bilinmektedir. Bu yüzden genotoksisite testlerinde DNA’ da oluşan değişiklikler belirlenir.

Genotoksisite testleri esas olarak kanserden korunmada, UV ve irradyasyon etkisinde,

endüstriyel kimyasalların etkisini araştırmada, ilaçların piyasaya sürülmeden önce toksik

etkilerini ve güvenilirliğini araştırmada kullanılmaktadır. Bu testler 1970’ lerden beri

kullanılmaktadır ve o tarihten günümüze kadar birçok in vivo ve in-vitro genotoksisite testi

geliştirilmiştir. Hücrelerde DNA ile etkileşime girerek olumsuz etki gösteren maddeler

genotoksik maddeler olarak adlandırılır. Bu olumsuz etkiler; tek zincir kırıkları (SSB), çift

zincir kırıkları (DSB), alkali labil bölgeler (ALS) ve DNA katımlarıdır ( kansere neden olan

bileşiğin kovalent olarak DNA ‘ya bağlanmış hali). Genetik materyalde oluşan hasarlar tamir

edilemediğinde DNA sekans değişiklikleri, kromozom aberasyonları ile sonuçlanabilen tek

veya birden fazla nükleotid değişikliklerine yol açmakta ve bunların sonucu olarak da

rekombinasyon, mutasyon, doku hasarı, yaşlanma ve kanser oluşabilmektedir (29). Sadece

genotoksik ve mutajenik maddeler değil, aynı zamanda oksidatif stres de DNA üzerinde hasar

oluşturduğundan, (3,6) Bu çalışma konuları içinde yer alan önemli bir bölümdür.

Tıbbi ve yenilebilir mantarlar genellikle, polisakkaritler ve polifenoller gibi geniş bir serbest

radikal giderici molekül sınıfı içerirler. Flavonoid bileşikler, kanserin önlenmesi ile ilgili en

önemli besin bileşenlerinden biridir. Mantarların şelatlama, lipooksijenaz ve serbest radikal

giderme yeteneği hidroksil grupları içeren biyoaktif flavonoid bileşiklerle ilişkilidir.

Flavonoit bileşiklerin antioksidan aktiviteyle direkt ilişkili olduğu ve lipit peroksidasyonunun

engellenmesinde önemli rol oynadığı bilinmektedir. Flavonoidler antioksidatif aktivitelerini;

ksantin oksidaz, lipooksijenaz ve siklooksijenaz gibi oksidatif enzimleri inhibe ederek, metal

iyonları ile şelat oluşturarak, diğer antioksidanlar ile etkileşime girerek ve süperoksit

anyonları, lipit peroksil radikalleri, hidroksil radikalleri gibi serbest radikalleri yakalayarak
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göstermektedirler (30). Ayrıca birçok mantar türünün, antioksidan etkili pirokateşol ve

kersetine eşdeğer miktarda toplam fenolik ve flavonoid grubu bileşik içerdiği bulunmuştur.

(4)

Yapılan çalışmalarda, mantarların serbest radikal giderim kapasiteleri sentetik

antioksidanlarla karşılaştırılmış ve anlamlı üstünlükler sağladığı bildirilmiştir. Bu nedenle

mantarlar antikanser olarak tıbbi amaçla kullanılabilmektedir. Mantarlardan izole edilen

bileşenlerin kanser üzerinde yararlı etkileri olduğu deneylerde gösterilmiştir. Bu bileşiklerin

çoğu polisakkaritler veya β-1,6 dallı β-1,3 bağlı glukanlardır. İn vivo ve in vitro çalışmaları β-

glukanların tümör gelişimini engellediğini göstermiştir. L.edodes (lentinan), S. commune

(sonifilan), G. frondosa (grifolan) anti-tümör aktiviteye sahip β- glukanları ekstre edilmiştir

(22). Çin, Kore, Rusya, Amerika Birleşik Devletleri ve Kanada‟da Polyporaceae familyasına

ait bazı mantarların mide, prostat, yemek borusu ve akciğer kanserinin tedavisi amacıyla

kullanıldığı bildirilmiştir (31).

Antioksidanların ilaç ve gıda sanayiinde kullanımı yaygındır ve neredeyse tükettiğimiz her

ürüne antioksidan etkili bileşikler katılmaktadır. Bu yolla ilaçlar ve gıdaların bozulması

engellenerek, bunların daha uzun süreyle korunması ve saklanması sağlanır (32). Günümüzde

gıda sanayiinde özellikle yağ içeren ürünlerinin oksidasyonu ve lipit peroksidasyonunu

önlemek amacıyla kullanılan bütillenmiş hidroksi toluen (BHT), bütillenmiş hidroksi anisol

(BHA), gallat türevleri ve tert-bütil hidrokinon (TBHQ) gibi antioksidan maddelerin toksik

etkilerinden şüphelenilmektedir. Bu antioksidanların; toksik, kanserojen ve gastrit yapıcı

etkilerinden dolayı bebek mamaları ve çocuk gıdalarında kullanılmasına izin verilmemektedir

(33). Ayrıca birçok üründe antimikrobiyal etkileri için nitrit (NO2−), nitrat (NO3−), kükürt

dioksit (SO2), benzoik asit ve sorbik asit kullanılmaktadır. Ancak NO3− ve NO2− insan

metabolizmasının atılım ürünleridir ve vücutta birikerek reaktif azot türlerine (RNS)

dönüşebilmektedir. RNS de ROS gibi yüksek reaktiviteye sahip olduğundan,

biyomoleküllerle reaksiyona girerek romatizmal hastalıklar, parkinson, kanser ve hücre

harabiyetine sebep olmaktadır (34,35). Antibakteriyel olarak kullanılan benzoik asit ve

benzoik asit türevlerinin ise nörolojik hastalıklara neden olmasının yanı sıra kanserojen

olduğu bilinmektedir. Ayrıca gıda sanayiinde kullanılan kimyasal maddelerin büyük büyük

bir kısmı toksik, nörodejeneratif ve kanserojen etki gibi istenilmeyen etkilere sahiptirler. Bu
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nedenle; son yıllarda yeni, daha güvenli ve ucuz antioksidan maddelerin bulunması için doğal

ürünler üzerinde yaygın çalışmalar yapılmaktadır (36,37).

Ülkemizde makrofungus biyotasına yönelik çalışmaların son zamanlarda artmasına karşın

makrofungusların medikal etkileri üzerine çok az çalışma bulunmaktadır. Özellikle

çalışmamızda kullandığımız P.arhizus türünün insan barsak patojenlerine karşı

antimikrobiyal, dünyada ölüme neden olan en yaygın üçüncü kanser türü olduğu bildirilen

kolon kanserine karşı antikanser ve antigenotoksik aktivitesine ve toplam flavonoid içeriğinin

tespitine yönelik bir çalışmaya rastlanılmamıştır.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. MATERYAL

3.1.1. Araştırmada Kullanılan Makrofungus Örnekleri

Bu araştırmada kullanılan mantar örneği Erciyes Üniversitesi BAP biriminden alınan destekle

TSA- 11-3580 no’lu projemizde kullanılan türdür.

3.1.2. Makrofungus Örneklerinin Ekstraksiyonunda Kullanılan Çözeltiler

Bu aşamada kullanılan örnek maddenin çözücüye oranı 1:10 (mL. mg-1) olacak şekilde

ayarlanmıştır.

Bileşenin adı Miktarı

Etanol 100 rpm

Metanol 100 rpm

3.1.3. Mikrooganizmaların İnokulasyonunda Kullanılan Besiyerleri

Besiyeri 1. Nutrient Broth (Merck)

Bileşenin adı Miktarı

Nutrient Broth (Merck) 13,0 g

Distile Su 1000 mL

Besiyeri 2. Nutrient Agar (Merck)

Bileşenin adı Miktarı

Nutrient Agar  (Merck) 28,0 g

Distile Su 1000 mL

Ticari olarak alınan besiyerinin 28 g 1000 mL distile su içinde çözüldükten sonra 1210C’de 15

dakika süre ile sterilize edilmiştir. Bakteriyel organizmalar için kullanılmıştır.
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3.2. METOT

3.2.1. MAKROFUNGUS ÖRNEKLERİNİN EKSTRAKSİYONU

Daha önce ezilip toz hâline getirilmiş örnekler tartılarak balon jojeye alındıktan sonra,

üzerlerine ekstraksiyon çözücülerinden konularak, örneklerden ekstraktlar elde edilmiştir. Bu

aşamada kullanılan örnek maddenin çözücüye oranı 1:10 (mL.mg-1) olacak şekilde

ayarlanmıştır. Belirtilen oran tespit edilirken, önce 1:1 (mL.g-1) oranı ile denemelere

başlanmış, ancak bu oran kullanıldığında, ekstraksiyon işlemi sonucu elde edilen ekstrakt

miktarının yetersiz kaldığı görülmüştür. Deneyler için gerekli olan ekstrakt miktarını elde

edebilmek amacıyla çözücü miktarı artırılmış ve sonuçta oran, 1:10 (mL.mg-1) olacak şekilde

ayarlanmıştır.

Deneme sırasında;

1) Kuru mantar örnekleri toz haline getirilip, eppendorf tüplere konulur.

2) 10 g’lık toz örnekler 100 mL çözüzü içerisine 25° C ‘de 150 rpm’ de 24 saat manyetik

karıştırıcıda çalkalanır.

3) Karışım Whatman No: 4 kağıdından süzülür.

4) Sıvı kısma 100 mL methanol ilave edilerek işlem tekrarlanır.

5) Kombine edilmiş methanolik eksraktlar (40 ° C) evaporatörde uçurulur, santrifüj

sonucu oluşan süpernatant, antimikrobiyal aktivitenin tespitinde kullanılmak üzere

saklanmıştır.

3.2.2. ANTİMİKROBİYAL AKTİVİTENİN BELİRLENMESİ

3.2.2.1. Çalışmada Kullanılan Test Mikroorganizmaları

Çalışmada bağırsak patojeni olarak bilinen mikroorganizmalar kullanılmıştır (Tablo 1).

Mikroorganizmalar Nutrient Broth sıvı ortamında 24 saat 37 °C’de inkübe edilerek

geliştirilmiştir. Antimikrobiyal aktivitenin doğru test edilebilmesi için besi yerlerine yayılan

mikroorganizma kültürlerinin standart miktarda mikroorganizma içermesi gerekmektedir. Bu

amaçla mikroorganizma kültürleri serum fizyolojik (%0.9 NaCl çözeltisi) içine alınarak
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bulanıklık açısından standardize edilmiştir. Mikroorganizma içeren serum fizyolojiğin

bulanıklığı Mc Farland No 0.5 standardı ile karşılaştırılarak standardize edilmiştir.

Tablo 1. Çalışmada kullanılan test mikroorganizmaları

3.2.2.2.Minimum İnhibisyon Konsantrasyonu (MİK) ile Antimikrobiyal Aktivite Tayini

1) Çalışmada kullanılacak olan test mikroorganizmaları 5 ml’lik Nutrient sıvı besiyerinde

2 kez aktifleştirildi.

2) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 63, 125, 250, 500, 1000 µg/ml mantar ekstraktı içeren 0,2 ml nutrient

sıvı besiyerine % 1 oranında bakteri ekilip, 24 saat 37 °C’de inkübasyona bırakıldı.

3) İnkübasyon sonunda bulanıklığın bittiği konsantrasyon bakteri canlılığının bittiği

nokta olarak kabul edilerek MİK olarak belirlenmiştir.

Tüm analizler iki paralelli olacak şekilde gerçekleştirilmiştir.

3.2.3. Sitotoksite Çalışmaları

Bu çalişmada WST kit ( WST-1 Cell proliferation assay kit, cat. No : 10008883, marka

:Cayman chemical company ) kullanılmıştır. Mantarlar farklı konsantrasyonlarda (250 µg/ml,

500 µg/ml ve 1000 µg/ml) hazırlandıktan sonra  5 paralel olarak HT-29 kanser hücre hattında

muamele edilmiştir. 72 saat inkibasyondan sonra 10µl WST, her kuyucuya eklenmiştir.

Tekrar 2 saat inkibasyondan sonra 450 nm dalga boyunda EPOCH mikroplaka okuyucuda

(BIOTEK) analiz edilmiştir.

3.2.4. Genotoksisite Çalışmaları

Çalışmada Pisolithus arhizus etanol ve metanol ekstraktlarının genotoksisite ve

antigenotoksisite etki comet yöntemi ile araştırılmıştır. Bu çalışmada temel amaç, bu bitki

Kullanılan Test Mikroorganizmaları

1 Salmonella typhimurium - BAST01

2 Escherichia coli - ATCC 35218

3 Enterobacter aerogenes - BA-EA1
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ekstrelerinin DNA hasarı oluşturup oluşturmadığını veya H2O2 indüklenmesi ile oluşturacak

bir DNA hasarını ne derecede engelleyebildiğini tek hücre DNA’ larının elektroforetik

ortamdaki göçlerine göre analiz etmektir.

3.2.4.1.Comet Testi (Tek Hücre Jel Elektroforezi): Comet tekniği, Singh ve ark.’nın (1988)

yaptığı çalışmalar dikkate alınarak ve bazı modifikasyonlarla kullanılmıştır (38). Bu test

tekniğinde de her bir bitki örneği için sağlıklı bir bireyden alınan periferal kan lenfositleri

kullanılmıştır. Heparinli enjektörle alınmış taze periferal kana eşit miktarda PBS (Fosfat

Tampon Çözeltisi) eklenerek süspanse edilmiştir. Her bir tüpün dip kısmına 2 ml lenfosit

ayırıcı solüsyon (Biocoll) eklenmiş ve 4 ºC’de 2400 rpm de 20 dakika santrifüj edilmiştir.

Santrifüj sonrası tüplerin içerisindeki eritrositlerin üzerinde oluşan bulutsu kısmın 2 ml’si

alınarak ayrı bir tüpe aktarılmış ve buz üzerine konulmuştur. Daha sonra lenfositler bitki

ekstraklarının çeşitli konsantrasyonları (250-500 µg/ml) ile süspanse edilmiş ve 37 ºC’de 1

saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası ependorflar 3000 rpm’de 5 dak. santrifüj

edilmiş, süpernatant atılmıştır. Düşük erime ısılı agarın 75 µl’si, 100 µl lenfositle karıştırılıp,

önceden normal erime ısılı agar ile kaplanan lamların üzerine damlatılmış ve 24X60 mm’lik

lamel ile kapatılmıştır. Bu halde preparatlar 15-20 dak. buzda bekletilmiştir. Lamlar içerisinde

lizing solüsyonu bulunan şaleler içerisine konulup ve buzdolabında 1 saat bekletilmiştir. Liziz

işleminden sonra lamlar, içerisinde elektroforez tamponu (pH>13) bulunan tanka yerleştirilip,

DNA sarmalının çözülmesi için 20 dak. bekletilmiştir. Daha sonra 25 V, 300 mA’da 20

dakika elektroforez yapılmıştır. Preparatlar, nötralizasyon tamponu (pH=7.5) ile 15’er dakika

kez muamele edilmiştir ve nötralizasyon sonucunda lamların üzerine 20 μg/ml’lik etidyum

bromid’in 50 μl’si yayılıp ve 24X60 mm’lik lamel ile kapatılmıştır. Tüm bu işlemler, çevre

kaynaklı DNA hasarını önlemek amacıyla karanlık ortamda yapılmıştır.

3.2.4.2.Mantar ekstrelerinin Antigenotoksik Etkisinin Belirlenmesi: Amaç hücrelerde

genotoksik etki yaratmadan, H2O2 kaynaklı DNA hasarını engelleyebilecek bitki ekstrelerinin

konsantrasyonun belirlenmesidir. Noroozi ve arkadaşlarının (2009) yapmış olduğu çalışma

referans alınarak lenfosit hücrelerinde yüksek genetik hasar oluşturan H2O2 (pozitif kontrol)

derişimi 50µM olarak bulunmuştur (39). Lenfosit hücreleri önce 1 saat belirlenmiş

konsantrasyondaki bitki örnekleri ile inkübasyona bırakılmıştır. Bu aşamadan sonra 10dk.

H2O2 (50 µM)’ e maruz bırakılmıştır. Bu aşamadan sonraki işlemlere comet prosedüründeki

gibi devam edilmiştir.
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3.2.4.3.Görüntü Analizi ve Comet Sayımı:

Boyanan preparatlar Olympus marka florasan mikroskop (546 nm eksitasyon ve 590 nm

bariyer filtreli) altında 40X büyütmede incelenmiştir. Kullanılan her bir bitki örneği için 100

komet “Comet Assay IV, Perceptive Instruments Ltd., UK” kullanılarak incelenmiştir. Aksoy

ve arkadaşlarının (2008) yaptığı çalışma esas alınarak sonuçlar kuyruk yoğunluğu, kuyruk

momenti ve kuyruk uzunluğu cinsinden değerlendirilmiştir (40). Bitkilerin H2O2 ‘in DNA’ da

yaratmış olduğu genetik hasarı inhibe edici yüzdesi Kaur ve arkadaşlarının (2009) yaptığı

çalışmada kullandığı formülde bazı modifikasyonlar yapılarak hesaplanmıştır (41).

= Inhibisyon (%) = (T1 –TC) / (T1 – T0) x 100

T1   =  H2O2 ile indüklenen DNA’daki kuyruk yoğunluğu

TC = H2O2 varlığında lenfosit hücrelerine uygulanan bitki ekstraktlarının DNA’daki kuyruk

yoğunluğu

T0   =  Negatif kontroldeki DNA yoğunluğu

3.2.5. Flavonoit İçeriğinin HPLC İle Belirlenmesi

Tüm çalışmalar Agilent 1200 seri HPLC sisteminde yapılmıştır. Manuel enjeksiyonlu

sistemde, Quart Pompa ve UV dedektör kullanılarak bazı flavonoidler tek başlarına bazıları

ise beraber aynı anda analiz edilmişlerdir. Analizlerde ACE 5 C18 250×4,6 mm id ters faz

kolon kullanılmıştır. Kullanılan tüm flavonoidler standartları ve kimyasal malzemeler analitik

saflıktadır (Sigma Aldrich, St. Louis, ABD, Merck GmbH, Darmstadt, Almanya ve Dr.

Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Almanya).

QUERCETİN—KAEMFEROL

Kolon: C18 kolon UV dedektor:280 nm

Mobil Faz: Su : HAc : MeOH    yuzdeler sirasiyla      42 : 8  : 50 Akis Hizi: 1ml/min

BIOCHANIN
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Kolon: C18 UV:262 nm

Mobil Faz: Su:Metanol:Asetonitril:Orto-H3PO4 yuzdeler sirasiyla 60:30:38:1

Akis Hizi:1ml/min

LUTEOLIN

Mobil faz Asetonitril:su (%0.1 HAc)  1:1 Akis Hizi 1ml/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

UV 280 nm Kolon C18
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4. BULGULAR

1. Antimikrobiyal aktivite tayini

Bu çalışmanın amacı, Pisolithus arhizus ekstraktlarınin antimikrobiyal etkisinin

incelenmesidir. Bu amaçla minimum inhibisyon konsantrasyon testi uygulanmıştır. Bu testte,

ekstraktların mikroorganizma kültürleri üzerindeki minimum inhibe edici konsantrasyonu

belirlenmiştir ve sonuçlar Tablo 1' de verilmiştir. Farklı çözücülerle hazırlanan ekstraktlarda

farklı inhibisyon konsantrasyonu gözlenmiştir.

Buna göre, P.arhizus’un etanol ekstraktları Salmonella typhimurium ve Escherichia coli

patojenlerine karşı Enterobacter aerogenes’a karşı gösterdiği etkiden daha çok etki

göstermiştir. P.arhizus’un her iki ekstraktı S. typhimurium ve E. aerogenes üzerinde aynı

etkiyi gösterirken E.coli üzerinde etanol ekstraktına kıyasla daha az etki göstermiştir.

Tablo 1. P.arhizus mantarının çalışılan mikroorganizmalar üzerindeki Minimum İnhibisyon

Konsantrasyonu   (MİK) değerleri (µg/ml)

PEE: P. arhizus etanol ekstraktı

PME: P. arhizus metanol ekstraktı

Minimum İnhibisyon Konsantrasyonu (MİK) (µg/ml)

Mantar Ekstraktı Test Mikroorganizmaları

S. typhimurium E. coli E. aerogenes

PEE ≥ 250 ≥ 250 ≥ 500

PME ≥ 250 ≥ 500 ≥ 500
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2. Sitotoksite

Mantar ekstraktlarının HT-29 hücre hattı üzerine sitotoksik etkisi Şekil 1’de verilmiştir.
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Konsantrasyonlar
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Şekil 1. P.arhizus mantarına ait ekstraktların HT-29 hücre hattında sitotoksite sonuçları

PEE: P. arhizus etanol ekstraktı

PME: P. arhizus metanol ekstraktı

Mantar örneğinin her iki ekstraktınında HT-29 hücre hattında yüksek sitotoksiteye sahip

olduğu tespit edilmiştir. 250 µg/ml konsantrasyonda metanol ekstraktı %88 etanol ekstraktı

%85, 500 µg/ml konsantrasyonda metanol ekstraktı %97, etanol ekstraktı %96, 1000 µg/ml

konsantrasyonda metanol ekstraktı %98, etanol ekstraktı %97 oranında sitotoksik etki

göstermiştir. Bu oran konsantrasyon miktarı arttıkça doğru orantılı olarak artmıştır.
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4. Genotoksisite Sonuçları

Çalışmamızda in vitro insan lenfositlerinde tek hücre jel elektroforez “COMET” yöntemiyle

H2O2 tarafından oluşturulan oksidatif DNA hasarına etkileri incelenmiştir. Bu çalışmalar

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

Tablo 2. P.arhizus ekstrelerinin insan lenfositlerinde oluşturduğu DNA hasarı

Test Maddesi Konsantrasyonlar
(µg/ml)

Kuyruk Uzunluğu
(µm)

Kuyruk Momenti
(µm)

Kuyruk
DNA

Hasarı (%)

Negatif Kontrol ND 28,8 ± 0,02 0 0

Pozitif Kontrol
H2O2

(50 µM)

ND 74 ± 1,95 18 ± 0,01 54

PEE

500 28,56 ± 0,39 0 0

1000 30,03 ± 1,5 0,01 ± 0,01 0,39

PME

500 26,6 ± 1,4 0,1 0,1

1000 31,4 ± 0,8 0,3 ± 0,0 0,2

ND: Tespit edilememiştir.

PEE: P. arhizus etanol ekstraktı

PME: P. arhizus metanol ekstraktı



22

Tablo 3. H2O2 ile indüklenen P.arhizus ekstrelerinin hasarlı DNA üzerine etkisi

Test Maddesi Konsantrasyonlar
(µg/ml)

Kuyruk
Uzunluğu

(µm)

Kuyruk
Momenti

(µm)

Kuyruk
DNA

Hasarı (%)
% İnhibisyon

Negatif
Kontrol

ND 28,8 ± 0,02 0 0 ND

Pozitif
Kontrol H2O2

(50 µM)

ND 74 ± 1,95 18,00 ± 0,01 54 ND

PEE+ H2O2

500 39,06 ± 1,00 8,06 ± 0,3 24,00 56

1000 30,00 ± 0,8 5,6 ± 0,5 17,39 68

PME+ H2O2

500 46,4 ± 1,4 9,6 29,1 49

1000 32,3 ± 0,18 6,3 19,2 64

ND: Tespit edilememiştir.

PEE: P. arhizus etanol ekstraktı

PME: P. arhizus metanol ekstraktı

P. arhizus etanol ve metanol ekstraktlarının genotoksik etkisi incelendiğinde bu ekstraktların

500-1000 μg/ml konsantrasyonları arasında herhangi bir DNA hasarına neden olmadıkları

belirlenmiştir (Tablo 2). Mantar ekstraktlarının pozitif kontrole (H2O2) göre artan

konsantrasyonlarda genetik hasarı koruyucu etki gösterdiği görülmüştür. Kuyruk DNA

hasarındaki azalmaya göre en yüksek azalma P.arhizus etanol (% 17,39) ve metanol ekstraktı

(% 19,2) ve genotoksik etki bakımından da P. arhizus etanol (% 68) ve metanol ekstraktı (%

64) oranında DNA hasarını koruyucu etki olduğu tespit edilmiştir.

P. arhizus etanol ve metanol ekstraktları insan lenfosit hücrelerine karşı gösterdiği

antigenotoksik etkisinin comet testi ile görünümü Şekil 2’de verilmiştir. Kontrol grubunda

hasarsız DNA’lar görünmekte iken, H2O2 uygulaması sonucu çok hasarlı DNA’ların oluştuğu
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görülmektedir. Ayrıca mantar ile muamele olan lenfosit hücreleri. DNA hasarının (+) kontrol

gurubuna göre azaldığı görülmektedir.

Şekil 2. A. (-) Kontrol Grubu. Hiçbir şey muamele edilmemiş lenfosit hücreleri. B. (+)

Kontrol grubu. 50 µM H2O2 ile muamele edilmiş lenfosit hücreleri. C. Mantar ile muamele

olan lenfosit hücreleri. DNA hasarının (+) kontrol gurubuna göre azaldığı görülmektedir.
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5. HPLC Sonuçları

Mantar örneğinin etanol ekstraktınde kaemferol (14,32 mg/g) ve Biochanin A (0,81 mg/g)

metanol ekstraktıne göre daha yüksek oranda tespit edilirken luteolin (4,90 mg/g), rutin

(40,12 mg/g), quercetin (mg/g) ve catechin (2,57 mg/g) metanol ekstraktınde daha yüksek

miktarlarda tespit edilmiştir. Apigenin (3,34 mg/g) ise sadece etanol ekstraktınde tespit

edilmiştir.

Tablo 4. P.arhizus mantarına ait ekstraktlarda çeşitli flavonoitlerin HPLC ile analiz sonuçları

ND: Tespit edilememiştir.

PEE: P. arhizus etanol ekstraktı

PME: P. arhizus metanol ekstraktı

Ekstrakt Luteolin
mg/g

Rutin
mg/g

Kersetin
mg/g

Kemferol
mg/g

Biyokanin A
mg/g

Apigenin
mg/g

Kateşin
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
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ

Bu çalışmanın amacı, P. arhizus mantarına ait ekstraktların antimikrobiyal, sitotoksisite ve

genotoksisite ile flavonoit içeriği aktivitesinin incelenmesidir. Bu amaçla antimikrobiyal

aktivite için ekstraktların mikroorganizma kültürleri üzerindeki minimum inhibe edici

konsantrasyonu belirlenmiştir ve sonuçlar Tablo 1' de verilmiştir. Farklı çözücülerle

hazırlanan ekstraktlarda farklı inhibisyon konsantrasyonu gözlenmiştir. Buna göre,

P.arhizus’un etanol ekstresi bağırsak patojeni olarak bilinen Salmonella typhimurium ve

Escherichia coli patojenlerine karşı Enterobacter aerogenes’a karşı gösterdiği etkiden daha

çok etki göstermiştir. P.arhizus’un her iki ekstresi S. typhimurium ve E. aerogenes üzerinde

aynı etkiyi gösterirken E.coli üzerinde etanol ekstresine kıyasla daha az etki göstermiştir.

Yapılan literatür araştırmasında P. arhizus türüne ait antimikrobiyal etki çalışmalarına

rastlanılmamıştır. Fakat diğer mantar türlerinin antimikrobiyal etkilerine ilişkin çalışmalar

mevcuttur. G. lucidum’un metanol ve etanol ekstraktlarınin bir gram (+), iki gram (-) ve iki

maya üzerine antimikrobiyal etkisinin yapıldığı bir çalışmada metanol ekstraktlarınin C.

glabrata üzerine referans antibiyotikten daha yüksek inhibe edici etkisinin olduğu,  etanol

ekstraktlarınin ise E. coli, B. subtilis ve S. enteritidis patojenlerine karşı antimikrobiyal

aktivite gösterdiği bildirilmiştir (42).

Morchella elata, Morchella conica, Terfezia claveryi mantarlarının aseton ekstraktlarının bazı

gram pozitif (Bacillus cereus, Staphylococcus aereus), gram negatif bakteriler (Escherichia

coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis) ve maya kültürleri (Candida glabrata,

Candida albicans) üzerine disk difüzyon metodu kullanılarak antimikrobiyal etkilerinin

araştırıldığı bir çalışmada, en yüksek inhibisyon etkiye E.coli üzerine M.conica ekstraktının,

en düşük inhibisyon etkiye ise C. glabrata üzerine M. elata ekstraktının sahip olduğu tespit

edilmiştir (43).
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Gerasimenya ve arkadaşları (2003), Rusya'nın Moskova kenti yakınlarından topladıkları

P.ostreatus 'a ait 14 suşun antimikrobiyal aktivite denemelerinde makrofunguslara ait şapka

ve misel formlarını kullanmışlar ve sonuç olarak her iki formun etanol ekstrelerinden şapkada

orta düzeyde antifungal etkinin miselde ise yüksek düzeyde antibakteriyal etkinin var

olduğunu rapor etmişlerdir (44).

Efremenkova ve arkadaşları (2002), Rusya'nın farklı bölgelerinden topladıkları Coprinus

genusuna dahil altı farklı türe ait 14 tür üzerinde antimikrobiyal aktivite çalışması

yapmışlardır. Bu çalışmada C. digitalis tüm suşlara ait misellerin etanol ekstreleri test

mikroorganizmaları üzerinde denenmiş ve türüne ait misellerin geniş bir antimikrobiyal

aktivite gösterdiği ve beta laktam grubu antibiyotiklere dirençli S. aureus (MRSA) ve

glikopeptid türü antibiyotiklere dirençli Leuconostoc mesenteroides üzerinde de etkili olduğu

rapor edilmiştir (45).

Kalyoncu ve arkadaşları (2010), bazı yabani makrofungus miselleri üzerine yaptıkları

çalışmada miselleri kullanılan 21 tane makrofungus türlerinin çoğunun antimikrobiyal

aktiviteye sahip olmadığı veya zayıf aktivite gösterdiği saptanmıştır. En yüksek

antimikrobiyal aktiviteye sahip tür olarak G.lucidum (Curtis) P. Karst belirlenmiştir. Bu tür

test mikroorganizmalarının çoğu üzerinde farklı düzeylerde inhibisyon etkisi göstermiştir.

İnhibisyon gösterdiği mikroorganizmalar üzerindeki etkisi standart antibiyotiklerin

bazılarından daha iyi, bazılarına ise yakın değerlerde olduğunu bildirmişlerdir (30).

Tricholoma terreum (Fr) Kummer’ den elde edilen ekstrelerin bazı Gram (-) ve Gram (+)

bakterilere karsı etkili bir antimikrobiyal aktivite gösterdiğini, fakat kullanılan maya

kültürlerine karsı ise antagonistik bir aktiviteye sahip olmadıklarını tespit etmişlerdir (46).

G. japonicum mantarının miselinden elde edilen esansiyal yağın kimyasal bileşenlerinin ve

antimikrobiyal aktivitesinin incelendiği çalışmada G. japonicum tüm test

mikroorganizmalarına karşı antimikrobiyal etki göstermiştir. Methicillin dirençli S.aureus,

K.pneumonia ve Enterobacter cloacae ‘ya karşı kontrol antibiyotiği olan Levofloxacinden

oldukça yüksek bakteriostatik ve bakteriosidal etki gösterdiğ rapor edilmiştir (47).
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Macrolepiota procera makrofungusunden elde edilen çeşitli ekstrelerin Gram (+) ve Gram (-)

bakterilere ve bazı mayalara karsı antagonistik etki gösterdiğini belirlemişlerdir. Özellikle E.

aerogenes, C. utilis ve Hansenula sp. Üzerine oldukça etkili olduğunu tespit etmişlerdir (48).

Bu çalışmada mantar öneğinin her iki ekstraktının kolon kanseri üzerine etkisi araştırılmıştır.

Mantar örneğinin her iki ekstraktınında HT-29 hücre hattında yüksek sitotoksiteye sahip

olduğu tespit edilmiştir. 250 µg/ml konsantrasyonda metanol ekstraktı %88 etanol ekstraktı

%85 kanser hücresini öldürmüştür. Bu oran konsantrasyon miktarı arttıkça doğru orantılı

olarak artmıştır. 500 µg/ml konsantrasyonda metanol ekstraktı %97, etanol ekstraktı %96,

1000 µg/ml konsantrasyonda metanol ekstraktı %98, etanol ekstraktı %97 oranında sitotoksik

etki göstermiştir (Şekil 1).

Günümüzde pek çok mantar türünün antikanser etkisinin olduğu bilinmektedir. Özellikle

Agaricus, Agrocybe, Boletus, Ganoderma, Geastrum, Lactarius, Phellinus, Pleurotus, Polyporus,

Russula, Termitomyces, Ascomycetes, Morchella, Agaricus, Ganoderma, Phellinus cinslerine ait

türlerin antitümör; Agrocybe, Tramates ve Ganoderma cinslerine ait türlerin ise antikanserojen

etkinlikleri bulunduğu rapor edilmiştir (49).

Kawaratake (Trametes versicolor) mantar türü, polisakkarit-K (PSK) için kaynaktır.

1970’lerin sonlarında geliştirilen T. versicolor mantarının krestin etken maddesinden elde

edilen ilaç Japonya‟da en popüler kanser ilaçlarından biri olarak bilinmekte olup mide ve

diğer kanser türlerinin tedavisi amacıyla oral yolla alınmaktadır. Mide kanseri tedavisinde

kullanımı 1980‟li yıllarda onaylanan lentinan maddesinin kaynağı Shiitake mantarıdır. Oral

yolla alındığında emilimi zayıf olduğu için enjeksiyon yoluyla alınmalıdır. Suehirotake (S.

commune) mantarı boğaz kanseri tedavilerinde enjeksiyon yoluyla kullanılmaktadır (50).

Mantarlardan izole edilen ve G. lucidum’da % 40,6 düzeyinde bulunan β-glukan yardımcı T

hücrelerinin çoğalmasına ve üremesine uyarıcı etki yaparak enfekte hücrelerin yok edilmesini

sağlamaktadır. Farelerle yapılan testlerde akciğer kanserinin üzerine çok başarılı bir tedavi

etkisi olduğu gösterilmiştir (51). Kemopreventif ajan olarak ve özellikle peroksit anyonlarının

hasarını neredeyse tamamen ortadan kaldırarak kansere karşı koruyucu etki yaptığı da

gösterilmiştir. Mizushina ve arkadaşları, bu mantarın meyvelerinden benzer iki α– tipi DNA

polimeraz inhibitörü izole etmişlerdir (52-54). Ganoderma meyvalarının alkol eksraktları T- 4
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lösemi hücrelerini belirgin şekilde azaltmaktadır (in vitro koşullarda) (55). Kısacası bu

mantarın içerdiği bileşiklerin bir yandan kanser hücrelerinin gelişmesine karşı sitotoksik etki

yaparken aynı anda konak organizmanın normal hücrelerini de immün davranış bakımından

teşvik ve aktive etmektedir. Yüksek dozlarda alınsa bile sağlıklı hücrelere asla toksik etki

yapmadığı gösterilmiştir (56).

Dünyada, erkeklerde ilk üç sıra kanser türü, prostat, akciğer ve kolon iken kadınlarda ilk üç

kanser türü meme, kolon ve akciğer kanseri şeklindedir ve ülkemiz de ölüm nedenleri

sırasında 2.sırada yer alan kanser hastalığının, hem dünyada hem de ülkemizde 2015 yılından

itibaren 1. Sıradaki ölüm nedeni olacağı tahmin edilmektedir (49). Bu bağlamda kanser

tedavilerine yönelik çalışmalarda etkili ve doğal bileşiklerin keşfinin önemi artmaktadır.

Çalışmamızda doğal olarak yetişen bu mantarın her iki ekstraktınında yüksek miktarda kolon

kanser hücre hattında antikanser etki gösterdiği tespit edilmiştir.

Genotoksisite genel anlamda, genetik materyal üzerinde oluşabilecek zararlı etkiler olarak

bilinmektedir. Bu yüzden genotoksisite testlerinde DNA’ da oluşan değişiklikler belirlenir.

Genotoksisite testleri esas olarak kanserden korunmada, evresel etkenlerin (UV, irradyasyon),

endüstriyel kimyasalların etkisini araştırmada, ilaçların piyasaya sürülmeden önce toksik

etkilerini ve güvenilirliğini araştırmada kullanılmaktadır. Bu testler 1970’ lerden beri

kullanılmaktadır ve o tarihten günümüze kadar birçok in-vivo ve in-vitro genotoksisite testi

geliştirilmiştir. Hücrelerde DNA ile etkileşime girerek olumsuz etki gösteren maddeler

genotoksik maddeler olarak adlandırılır. Bu olumsuz etkiler; tek zincir kırıkları (SSB), çift

zincir kırıkları (DSB), alkali labil bölgeler (ALS) ve DNA adductlarıdır. Genetik materyalde

oluşan hasarlar tamir edilemediğinde DNA sekans değişiklikleri, kromozom aberasyonları ile

sonuçlanabilen tek veya birden fazla nükleotid değişikliklerine yol açmakta ve bunların

sonucu olarak da rekombinasyon, mutasyon, doku hasarı, yaşlanma, kanser oluşabilmektedir.

Son yıllarda gelişen comet assay tekniği DNA hasarını ve tamirini belirlemek için hassas bir

genotoksisite testidir (57,58). Bu teknik DNA tek zincir kırıklarını ve tamamlanmamış DNA

tamir bölgelerini gösteren hassas, basit ve hızlı bir genotoksisite testi olarak kabul

görmektedir (59-61).

Bu çalışmada P. arhizus etanol ve metanol ekstraktlarının genotoksisite ve antigenotoksisite

etkisi comet yöntemi ile araştırılmıştır. Bu çalışmada temel amaç, mantarın DNA hasarı
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oluşturup oluşturmadığını veya H2O2 indüklenmesi ile oluşturacak bir DNA hasarını ne

derecede engelleyebildiğini tek hücre DNA’ larının elektroforetik ortamdaki göçlerine göre

analiz etmek olmuştur. Çünkü doğal olan her maddenin her zaman güvenilir olmadığı yapılan

çalışmalar sonucu anlaşılmıştır. Bu yüzden yüksek etki gösterdiği belirlenen doğal bir

maddenin endüstride kullanılmadan önce güvenilirliğinin test edilmesi gereklidir. P. arhizus

etanol ve metanol ekstraktlarının genotoksik etkisi incelendiğinde bu ekstraktların 500-1000

μg/ml konsantrasyonları arasında herhangi bir DNA hasarına neden olmadıkları

belirlenmiştir. Mantar ekstraktlarının pozitif kontrole (H2O2) göre artan konsantrasyonlarda

genetik hasarı koruyucu etki gösterdiği görülmüştür. Kuyruk DNA hasarındaki azalmaya göre

en yüksek azalma Pisolithus arhizus etanol (%17,39) ve metanol ekstraktı (% 19,2) ve

genotoksik etki bakımından da Pisolithus arhizus etanol (% 68) ve metanol ekstraktı (% 64)

oranında DNA hasarını koruyucu etkisi olduğu tespit edilmiştir.

Makrofunguslarda antioksidan aktiviteyi sağlayan sekonder metabolitlerin fenolik bileşikler,

benzil, mono, di, tri, sekiterpenler ve flavonoidler oldukları bildirilmiştir (61).Çalışmamızda

antioksidan ve antikanser özellikleri olduğu bilinen flavonoit bileşiklerden luteoin, rutin,

kemferol, kateşin, apijenin, biyokanin, kersetinin miktarı analiz edilmiştir. Mantar örneğinin

etanol ekstraktınde kemferol (14,32 mg/g) ve Biyoanin A (0,81 mg/g) metanol ekstraktıne

göre daha yüksek oranda tespit edilirken luteolin (4,90 mg/g), rutin (40,12 mg/g), kersetin

(mg/g) ve kateşin (2,57 mg/g) metanol ekstraktınde daha yüksek miktarlarda tespit edilmiştir.

Apigenin (3,34 mg/g) ise sadece etanol ekstraktınde tespit edilmiştir (Tablo 4). Bu çalışmanın

sonucu literatürdeki mantarlara ait fenolik bileşen analizleri ile uyum sağlayarak yüksek

miktarlarda flavonoit içeriğe sahip olduğunu göstermiştir.

Yapılan birçok yeni araştırmada makrofungusların antioksidan ve antikanser aktiviteye sahip

olduğu bulunmuştur. Makrofunguslarının aktif metabolit bakımından zengin olması, onun

antibakteriyel etkisinin yanı sıra antioksidan ve antikanser olarak da kullanılmasını

sağlamıştır. Makrofunguslarının bünyesinde barındırdığı kendine özgü ve çok çeşitli

metabolit grupları onların terapötik etkilerinden sorumludur. Farmakolojik araştırmalar farklı

makrofunguslarının sitotoksik, antifungal ve antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklarını

göstermiştir (62).
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P. arhizus’un etanol ve metanol ekstrelerinin  yüksek miktarda toplam fenolik ve flavonoit

içerdiği daha önceki BAP projemiz kapsamında bildirilmiştir. Bu na göre, etanol ekstresinin

toplam fenolik içeriği 130,96 mgGAE/g iken toplam flavonoit içeriği 109,33 mgRE/g,

metanol ekstresinin toplam fenolik içeriği 183,36 mgGAE/g iken toplam flavonoit içeriği

111,90 mgRE/g olarak tespit edilmiştir (63).

C. Rutilus mantar ekstrelerindeki toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarları sırasıyla

pirokateşol ve kersetine eşdeğer olarak bildirilmiştir. Mantarın bir mg etil asetat ekstresinde

129,31 μg fenolik bileşik bulunurken, 30,03 μg flavonoit yapılı bileşiklerin olduğu hesaplanmıştır

(64).

T. fracticum yenilebilir mantarının fenolik ve flavonoit yapılı bileşiklerin miktarlarının

araştırıldığı bir çalışmada, toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarları sırasıyla pirokateşol ve

kersetine eşdeğer olarak belirlenmiştir (65).

Çeşitli yenilebilir mantarlarla yapılan bir çalışmada, 14 fenolik bileşen analiz edilmiştir. Buna

göre 14 bileşenden sedece rutin ve kersetin tespit edilememiş diğer 12 tanesinin

kromatografik özellikleri ve absorpsiyon spektraları standart maddelerle karşılaştırılarak

miktar tayinleri yapılmıştır. Pleurotus eryngii ve Auricularia auricula-judae mantarlarının su

ve metanol ekstraktlarınden farklı tiplerde fenolik bileşikler tespit edilmiştir. P-

hidroksibenzoik asit ve siringik asit her iki mantarda ve tüm ekstraktlarınde tespit edilmiştir.

Ferulik asit sadece P. eryngii mantarının metanol ekstraktınde 6 µg/g olarak bulunmuştur. A.

auricula-judae mantarının metanol ekstraktının HPLC analizleri gallik asit, kateşin, p-

hidroksibenzoik asit, kafeik asit, siringik asit, vanilin, p-kumarik asit, sinapinik asit,

rosmarinik asit, luteolin ve sinnamik asit olmak üzere 11 tip fenolik bileşen içerdiğini

göstermektedir. Sulu ekstraktınde metanol ekstraktınden farklı olarak p-kumarik asit,

rosmarinik asit ve sinnamik asit hariç diğer bileşenler tespit edilmiştir (66).

Bu çalışma göstermektedir ki, gelecekte makrofungus ekstraktlarındaki etkin maddeler tespit

edildiği takdirde, günümüzün büyük problemi olan mikroorganizmaların antibiyotiklere karşı

dirençliliğine çözüm olarak, ayrıca doğal antioksidan ve antikanser bileşiklerinin saptanması

ve saf olarak eldesi ile bu bileşiklerin ilaç sektöründe kullanılması, makrofungusları
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antimikrobiyal ve antikanser ilaç üretiminde iyi ve yeni kaynaklar olarak karşımıza

çıkarabilir. Sonuç olarak makrofunguslar birçok hastalığın oluşumu, ilerlemesi ve tedavisinde

umut verici olabilir ve yaşlanma etkeni olan oksidatif stres baskılanarak yaşlanma süreci

yavaşlatılarak daha uzun ve daha sağlıklı bir yaşam mümkün olabilir.
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