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OZET

Hidirnebi yaylasindan (Trabzon) rastgele Ornekleme yontemine goére toplanan,
Boletus edulis Bull. Fr:, Boletus erythropus Pers., Tricholoma saponaceum var.
saponaceum (Fr.) P. Kumm., Agaricus arvensis Schaeff., Cantharellus cibarius Fr. var.
cibarius, Laccaria laccata (Scop.) Cooke, Russula rosea Pers., Leucopaxillus giganteus
(Sowerby) Singer ve Helvella elastica Bull. yenilebilir mantarlarinin su, % 80’lik metanol
ve % 99.9’luk etilasetat Oziitlerinin antioksidan ve patojen mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktivitesi incelendi. Mantar 6ziitlerinde toplam fenolik madde miktarinin
6.620-163.0 mg Gallik Asit Ekivalent /g 0ziit arasinda oldugu belirlendi. Bu 6ziitlerde en
yiiksek fenolik madde igerigin Agaricus arvensis Schaeff. mantarinin metanol oziitiinde
oldugu tespit edildi. Oziitlerin DPPH serbest radikali giderme aktivitesi ICsq olarak ifade
edildi ve 0.014- 13.600 mg/ml araliginda oldugu belirlendi. Boletus edulis Bull. Fr:
mantarinin etilasetat 6ziitii en yiiksek DPPH serbest radikali giderme aktivitesi sergiledi.
Calisilan Oziitlerin  higbirinin 6nemli derecede antimikrobiyal aktivite sergilemedigi
goriildi. Calismada ayrica (2E,3E)-[6-{[(1E,2E)-2-(hidroksiimino)-1-
metilpropiliden]amino} pridin-2-il)imino]biitan-2-on oksim ligandinin homo diniikleer
bakir (II), hetero diniikleer bakir (II) -nikel (II), mononiikleer bakir (II) ve 2-
(hidrosiimino)-1-metilpropilidenaminofeniliminobiitan-2-on oksim ligandinin
mononiikleer bakir (II), hetero diniikleer nikel (IT) —bakir (IT), homo diniikleer bakir (II),
homo triniikleer bakir (II) ve hetero diniikleer bakir (II) -nikel (II) komplekslerinin
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri ile kompleks-DNA interkalasyon etkilesimleri

incelendi. Komplekslerin antimikrobiyal aktivite ve DNA- interkalasyon etkilesimine sahip

olduklar1 belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Makromantar, Oksim, Antioksidan, Antimikrobiyal, Interkalasyon
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SUMMARY

Investigation of Biological Activities of Some Edible Mushroom Extracts and Oxim
Ligand Complexes

The antioxidant and antimicrobial activities (against pathogen microorganisms) of
edible mushroom extracts (water, 80 % methanol, and 99.9 % ethyl acetate), incorporating
Boletus edulis Bull. Fr:, Boletus erythropus Pers., Tricholoma saponaceum var.
saponaceum (Fr.) P. Kumm., Agaricus arvensis Schaeff. , Cantharellus cibarius Fr. var.
cibarius, Laccaria laccata (Scop.) Cooke, Russula rosea Pers., Leucopaxillus giganteus
(Sowerby) Singer and Helvella elastica Bull. were investigated. The mushrooms were
collected from Hidirnebi high plateau (Trabzon) according to randomized sampling
method. The amount of total phenolic compounds in the extracts ranged from 6.620 to
163.0 mg Gallic Acid Equivalent/ g extract. The highest amount of phenolic compounds
was found in methanol extract of Agaricus arvensis Schaeff. mushroom. DPPH free radical
scavenging activities of the extracts were expressed in ICsy values and calculated to range
from 0.014-13.600 mg/ml. Ethyl acetate extract of Boletus edulis Bull. Fr: mushroom
exhibited the highest free radical scavenging activity. It was observed that non of the
exracts exhibited significant antimicrobial activity. Besides, antioxidant, antimicrobial and
DNA-intercalation activities of complexes of (2E,3E)-3-[(6-{[(1E,2E)-2-(hydroxyimino)-
1-methylpropylidene]amino } pyridin-2-yl)imino]butan-2-one oxime ligand with
mononiiclear copper (II), homo dinuclear copper (II), hetero dinuclear copper (II) -nicel
(II), and complexes of 2-(hydroxyimino)-1-ethylpropylideneaminophenyliminobutan-2-
one oxime ligand with mononuclear copper (II), homo dinuclear copper (II), hetero
dinuclear nicel (IT) — copper (II), homo trinuclear copper (II) , hetero dinuclear copper (II)
—nicel (II) were investigated. The complexes were determined to have antimicrobial

activity and DNA-intercalation property.

Key Words: Mushroom, Oxim, Antioxidant, Antimicrobial, Intercalation
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SEMBOLLER DiZiNi

ABTS : 2,2-azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-sulfonik asit)
DMF : Dimetilformamid

DMPD  : N,N-dimetil-p-fenilendiamin

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

E.C. : Enzim kod numarasi

EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit

ETOAC : Etilasetat

mM : Milimolar

nm : Nanometre

rpm : Revolution per minute (Dakikada devir sayisi)
Tris : Tris (hidroksimetil) aminometan

Trolox® : 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit
W : Watt

uM : Mikromolar

pl : Mikrolitre



1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Oksidasyon, canli organizmalar i¢in ¢ok énemli bir siirectir. Oksijen ise hem yasamin
hem de Oliimiin molekiilii olarak bilinmektedir. Oksijen insanlarin hayatlarini devam
ettirebilmeleri i¢in ¢ok dnemli bir molekiildiir. Oksijen anaeroblar i¢in gelisimi durdurucu
ya da oldiriicii etkiye sahiptir. Bacteroides fragilis gibi bazi anaeroblar diisiik oksijen
konsantrasyonunda yasayabilirlerken Clostridia gibi tiirler ancak oksijensiz ortamlarda
yasayabilirler. Oksijenin anaeroblar lizerine zararli etkisi, anaeroblarin 6nemli hiicre
bilesenlerinin oksijen ile oksidasyonundan kaynaklanmaktadir. Ayrica oksijenin eksik
indirgenmesi, reaktif oksijen tiirlerinin de (ROS) olusmasina sebep olmaktadir. Antioksidan
savunma sistemlerinin yetersiz kaldig1 durumlarda, hiicreye zarar veren bu reaktif oksijen
tiirleri hiicre Oliimlerine sebep olmaktadir. Oksijenin bu yiikseltgeyici 6zelliginden
anaeroblarin  beraberinde aeroblar da zarar gOormektedirler. %40°lik  oksijen
konsantrasyonunda, protein agregatlar1 birikimi, proteaz aktivitesi artis1 ve yaslanmada
hizlanma goriilmistiir (Davies, 2000).

Molekiiler oksijenin oksidasyon yetenegi siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif
oksijen tiirlerinin aktivitesine gore nispeten diisliktiir. Yiiksek oksijen konsantrasyonunda,
bu reaktif tilirleri uzaklastiracak sistemler yetersiz kalmakta ve bilhassa doymamis yag
asitleri oksidasyona ugramaktadir. Dolayisiyla yiiksek lipid icerigine sahip olan sinir ve
membran dokular1 yiiksek oksijen konsantrasyonunda kolayca oksidatif hasara
ugramaktadirlar (Sohal, 2002).

Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin yan1 sira bazi reaktif azot tiirleri (RNS) de meydana
gelmektedir. Tablo 1°de gosterilen reaktif oksijen tiirleri, oksidatif strese en ¢ok sebep olan
faktorlerdendir (Aruoma ve Cuppett, 1997).

Reaktif oksijen tiirlerinden bazilar1 insan metabolizmasinin vazgecilmez bir
pargasidir ve normal olmayan sartlarda konsantrasyona bagli olarak artis goriilebilir.
Bunun yani sira bazi reaktif tiirler ise insan viicudunda ¢ok az iiretilir ya da hig iiretilmez,
dis kaynakl1 olarak alinabilir. Sigara dumani, radyasyon, serbest ge¢is metali iyonlari, hava
kirliligi, pestisitler gibi i¢ ya da dis kaynaga bagl olarak reaktif tiirler meydana gelebilir
(Gtilgin vd., 2003).



Tablo 1. Reaktif oksijen tiirleri

Radikaller Formiili Nonradikaller Formiili
Stiperoksit 0, Hidrojen peroksit H,0,
Hidroksi OH- Hipoklordz asit HOCI
Peroksi ROO. Hipobromoz asit HOBr
Alkoksi RO- Ozon O3
Hidroperoksi ~ HOO-: Singlet oksijen 'Ag 'O,

Reaktif oksijen tiirlerinin (Tablo 2) zararl etkilerinin temel sebebi radikal olmalari,
radikal olusumuna sebep olabilmeleri veya yiikseltgeme potansiyellerinin daha yiiksek
olmalaridir. Oksidatif stres siirecinde olusan reaktif oksijen tiirleri niikleik asitleri,
proteinleri ve lipitleri oksitleyebilir (Stadtman, 2002). Reaktif oksijen tiirleri ile
biyomolekiiller arasindaki reaksiyon, radikalik zincir reaksiyonu seklinde oldugundan
oksidatif hasar da zincirleme seklindedir. Bu zincirleme reaksiyon yeni reaktif tiirleri
olusturmakta ve bunlar da baska biyomolekiillere zarar vermektedir. Bu durum,
organizmada ilerleyen donemlerde, daha belirgin bir hal almaktadir. Oksidatif stres
stiresince olugan reaktif tiirlerin yaslanmaya sebep oldugu da bilinmektedir. Ciinkii
yaslanmayla beraber reaktif oksijen tiirlerinin biyomolekiiller iizerindeki oksidatif
hasarinda artis s6z konusudur (Berlett ve Stadtman, 1997; Szweda vd., 2002; Stadtman,
2002; Sohal, 2002; Grune vd., 2004).

Tablo 2. Molekiiler oksijenin baz tlirevleri

En Dis Elektronlarin Spin
Durumu

Triplet oksijen 30, 0-0 00
Singlet Oksijen '0, 0-0 Q@ veya @ @
Siiperoksit radikali O d- 0 6O,
Peroksit 0,7 0-0

Oksijen Tiirii Formiilii Basit Elektronik Yapis1




1.2. Biyolojik Sistemlerde Serbest Oksijen Radikalleri

Canlilardaki elektron akisi1 serbest enerjinin elde edildigi bircok basamag takip eder
ve bu akis son olarak oksidatif fosforilasyonda, O, molekiiliinde durur. Ciinkii ortamda
indirgenme potansiyeli daha yiiksek bir bilesigin varlig1 s6z konusu degildir. Normal

olarak isleyen bir sistemde O, suya kadar indirgenir.

0o,—*— 0, —*—> H,0,—*—> OH'—*—H,0

Genellikle biyolojik sistemlerde molekiiler oksijene iki elektron ilavesi ile H,O;

olusurken, dort elektron ilavesi ile H,O olusur.

1.2.1. Siiperoksit Radikali

Reaktif oksijen tiirlerinin temel kaynaginin siiperoksit radikali oldugu, onun da temel
kaynaginin mitokondri oldugu diistiniilmektedir (Stadtman, 2002; Nohl vd., 2003). Ciinkii
mitokondride oksijene her seferinde yalnizca bir elektron transfer edilebildiginden,
elektron transferi sirasinda siiperoksit radikali olusumu kagmilmazdir. Siiperoksit,
dismutasyon reaksiyonu ile diger reaktif oksijen tiirii olan H,O;’i olusturur. Hidrojen
peroksit ise toksik Ozelliginden ziyade geg¢is metalleri varliginda aktivitesi yiliksek olan
OH- radikali olusturma potansiyeline sahip olmasindan dolay1 6nemlidir. Yas ilerledikce

mitokondride O, ve H,O, iiretim hiz1 artar (Sohal, 2002).

1.2.2. Peroksit Radikali

Reaktif bir tiir olan H,O, suda kolayca ¢oziinebilen ve mekanizmasi bilinmemesine
ragmen hiicre membranindan su gibi rahatlikla gegebilen bir molekiildiir. Genellikle
50 uM ve iizeri konsantrasyonlardaki H,O,, muamele siiresine ve fizyolojik sartlara bagl
olarak bir¢ok hayvan, bitki ve bakteri hiicre kiiltiirii izerinde toksik etkiye sahiptir. Bundan
dolayr H,O;’in in vivo olarak ¢ok toksik oldugu ve hizli bir sekilde uzaklastirilmasi
gerektigi diisliniilmektedir. Bu da peroksidaz ve katalaz enzimleri tarafindan yapilmaktadir

(Gutteridge, 1989; Aruoma, 1998; Halliwell vd., 2000).



1.2.3. Hidroksil Radikali

Hidrojen peroksitteki O-O bag1 nispeten zayif oldugu i¢in kolayca pargalanabilir. Bu

bagin homolitik pargalanmasiyla aktivitesi ¢cok yiiksek olan OH- radikali olusur.

H,0, —&0 5 20H"

1.3. Oksijen Radikallerinin Biyomolekiillerdeki Hasarlar:

Reaktif oksijen tiirlerinden en ¢ok etkilenen molekiillerin, hiicre membraninin ana
bileseni olan lipidler oldugu diisiiniilmektedir. Organizmada yeterli miktarda reaktif atom
ya da molekiil bulunmasi durumunda lipid peroksidasyonu kolaylikla baglar. Oksijenin
sebep oldugu lipid oksidasyonu tipik bir radikalik zincir reaksiyonudur (Aruoma ve
Cuppett, 1997; Koksal, 2007) ve lipid peroksidasyonu hiicrenin hayati fonksiyonlar1 i¢in
de zararlidir (Davies, 2000).

Lipidler gibi proteinler de oksidatif stresten etkilenirler. Proteinlerin oksidasyonu
genellikle OH. tarafindan baglatilir ve siirecin gidisati oksijen, siiperoksit ya da onun
protonlanmis hali olan HO,- tarafindan belirlenir (Berlett ve Stadtman, 1997). Ayrica diger
reaktif tiirler de protein oksidasyonunda yer alabilirler (Dalle-Donne vd., 2003). Reaktif
oksijen tiirleri amino asit birimlerinin yan =zincirlerini de oksitleyebilir. Boylece
istenmeyen protein-protein etkilesimleri olusabilir ve proteini parcalayabilecek sekilde
protein iskeletini oksitleyebilirler. Benzer sekilde oksidatif hasarlar serbest gecis metal
iyonlarinin varhiginda da olmaktadir (Berlett ve Stadtman, 1997; Stadtman, 2002).

Reaktif oksijen tiirlerinin hiicrelerdeki karbohidratlar {izerine etkisi, ¢esitli sekillerde
ortaya ¢ikmaktadir. Bilhassa mannitol ve bazi1 sakkarit tiirevleri hidroksil radikalleri ile
reaksiyon vermektedir. Monosakkaritlerin ylikseltgenmesiyle olusan cesitli peroksit
tiirevleri ve oksialdehitler, niikleik asit ve protein gibi diger makromolekiillerle etkileserek
ve daha sonra bu molekiiller iizerinde ¢apraz baglar olusturarak bu molekiillerin yapisini
bozabilmektedirler. Bdylelikle olusacak hasar hiicre yaslanmasi ya da kanserle
sonuglanabilmektedir (Davies, 1993).

Hiicrelerde DNA hasarina sebep olan endojen reaksiyonlar oksidasyon, metilasyon

ve deaminasyon reaksiyonlaridir. Reaktif oksijen tiirlerinin her birinin DNA iizerine



etkileri farklidir. Ornegin, siiperoksit ve hidrojen peroksit neredeyse DNA bazlar1 ile hig
reaksiyon vermez. Bunun yani sira, hidroksil radikalleri DNA bazlarinin dérdiiyle de ¢ok
cesitli Uriinler verirler. Reaktif oksijen tiirleri mitokondriyal DNA’ya da hasar
verebilmektedir ve bu hasarlar yaslanma ve ¢esitli hastalik durumlarinda goézlenmistir

(Wiseman ve Halliwell, 1996; Kdksal, 2007).

1.4. Biyosistemlerde Oksijen Radikallerinden Kaynaklanabilecek Hasarlarin
Engellenmesi

Aeroblar, reaktif tilirlerin yukarida bahsedilen olumsuz bazi etkilerine karsilik, bu
etkileri onleyecek ya da tolere edecek sistemlere sahiptir. Oksidatif hasarin oniindeki en
onemli engel, dokulardaki oksijen konsantrasyonu (30 mmHg) ile atmosferdeki oksijen
konsantrasyonu (150 mmHg) arasindaki biiylik farktir. Bu avantaja ilaveten endojen
antioksidan sistemler ve ekzojen olarak alinan antioksidanlar da mevcuttur (Mavi, 2005).

Bu reaktif oksijen ve azot tiirlerine karsi Ozellikle aeroblar c¢esitli savunma
sistemlerine sahiptirler. Bu sistemler yaygin olarak “Antioksidan Sistem” olarak bilinirler.
Organizmada, siirekli, reaktif oksijen ve azot tiirleri (ROS ve RNS) iiretilmekte, fakat
antioksidan sistem tarafindan istenilmeyen bu etkiler giderilmektedir. Bu durum bir denge
halinde ve siireklidir. Bu dengenin oksidanlar lehine bozulmasi durumu ise “Oksidatif
Stres” olarak degerlendirilir.

Oksidatif stres durumunda reaktif oksijen ve azot tiirlerinin miktarinda artis olur ve
bu iiriinlerin reaksiyon hizlar1 artar. Basta lipidler, proteinler ve niikleik asitler olmak {izere
metabolizmadaki birgok sistem bu durumdan olumsuz etkilenir (Lambeth, 2004). Olumsuz
etkilenen bu sistemler, diger periferik sistemleri de etkilerler ve bu durum zincirleme
olarak devam eder. Bu durum radikalik zincir reaksiyonu, antioksidan sistem tarafindan
sonlanincaya kadar devam eder. Aksi durumda bu reaktif tiirler hiicrenin direkt ya da
dolayli olarak 6liimiine sebep olurlar (Moldovan ve Moldovan, 2004).

Bitki ve hayvan hiicrelerinde pek ¢ok savunma ve korunma mekanizmasi mevcuttur.
Bu mekanizmalar organizmanin normal oksijen metabolizmasinin toksik etkilerine karsi
kendisini korumasi i¢in gereklidir (Fridovich, 1976; Meal, 1976). Bu agidan biyolojik
sistemlerde antioksidan savunma mekanizmasinin arastirilmasi ile ilgili ¢aligmalar biiyiik

onem kazanmistir. Ciinkii oksidatif hasarin radikalik mekanizmaya sahip olmasi,



yaslanmaya sebep olan en onemli faktorlerden biridir (Ramarathnam vd., 1988; Koksal,
2007).

Canlilarda oksidan etkiye kars1 iki farkli savunma sistemi mevcuttur. Bunlar endojen
ve ekzojen antioksidan etkilerdir. Endojen antioksidan sistem; antioksidan enzimler, tamir
sistemleri, hasarli molekiilleri uzaklastiran sistemler (proteazlar ve fosfolipazlar), metal
baglayicilar (hemoglobin, miyoglobin, ferritin, seruloplazmin) ve yeni bilesikleri
sentezleyen sistemler gibi alt sistemlerden olusur. Ayrica, iirik asit ve glutatyon gibi viicut

ici kiiclik molekiil kiitleli bilesikler de birer antioksidan olarak gorev yaparlar.

1.4.1. Radikal Gideren Enzimler

Yukarida bahsedilen oksidan maddelere karsi canli organizmadaki antioksidan
savunma sisteminde glutatyon peroksidaz (GPOD), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz
(SOD) gibi “Primer Antioksidan Enzimler” biiyiik 6neme sahiptir.

SOD (E.C.1.15.1.1, siiperoksit-siiperoksit oksidorediiktaz) ilk olarak 1968’de
tanimlanmistir (Mc Cord ve Fridovich, 1968). Oksijen elektronlarin teker teker eklenmesi
ile indirgenmektedir. Ciinkii bir ¢ift elektronun dogrudan tasinmasi sonucu oksijenin
indirgenmesi ¢ok yavas gergeklesen bir olaydir. Bir oksijen molekiiliiniin suya
indirgenmesi i¢in dort elektron gereklidir. Oksijenin boyle indirgenme siirecinde bazi ara
tiriinler olusmaktadir ki bunlar hiicre bilesenleri i¢in son derece zararlidirlar. Siiperoksit
radikali ve hidrojen peroksit bunlarin en Onemlileridir. Her iki tiir de, bircok
biyomolekiiliin doniisiimsiiz zarar gormesine yol acabilecek kadar reaktiftirler. Aerobik
hiicrelerde bulunan siiperoksit dismutaz enziminin, siiperoksit radikalini hidrojen peroksit
ve molekiiler oksijene doniistiirebilecegi, Fridovich ve arkadaslarinin ¢aligmalar1 sonucu

anlagilmistir (Mc Cord ve Fridovich, 1968; Mc Cord ve Fridovich, 1969).

20, +H" —90 L sop.cut+ 0,

SOD enzimlerinin aktif bolgesinde Mn, Fe ve Cu-Zn gibi gecis metallerine sahip
olduklar1 tespit edilmistir (Fridovich, 1995). Hiicrenin antioksidan savunmasini artirmak
icin katalitik aktiviteleri Mn, Fe ve Cu-Zn bagl olan SOD proteinleri ve bu proteinlerin

Mn, Fe ve Cu-Zn’ye baghh mimikleri kullanilmaktadir (Liu vd., 1994). Biri mitokondri



digeri sitozolde olmak iizere SOD iki sekilde bulunur. Karakteristik Mn>" icerigi ve
aminoasit dizilisi bakimindan o6karyotlardaki mitokondriyal SOD bir¢ok bakterininkine
benzer. Sitozoldeki SOD ise Cu*" ve Zn>" iyonlari ihtiva eder ve tamamen farkli bir yapiya
sahiptir. Cu, Zn —SOD’larin her birinde bir elektron taginmak iizere, siiperoksit radikalleri
ile olan etkilesim mekanizmasi iki basamakta gerc¢eklesir. Bu mekanizmada oncelikle, aktif
bolgedeki Cu®" iyonu, siiperoksit radikaliyle etkilesimi sonucu Cu’e indirgenir ve
molekiiler oksijen olusur. Bir sonraki asamada ise ikinci siiperoksit radikali, indirgenen
metal merkezden bir elektron ve ortamdan da iki proton alarak hidrojen peroksiti
olusturtur. Bdylece enzimin aktif bolgesindeki metal merkez ilk haline donmiis olur

(Lippard ve Berg, 1994; Kaval, 2000).

SOD-Cu** + 0, _— >  SOD-Cu'+0,

SOD-Cu"+0,” <~ SOD-Cu*"+ H,0,

1.4.2. Kiiciik Molekiil Agirhikhh Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar bitkilerin biitiin kisimlarinda bulunurlar. Bunlar flavonoidler,
glutatyon karotenoidler, vitaminler, fenoller ve endojen metabolitleri igerir. (Larson, 1988).
Meyve ve sebzeler de pek cok antioksidan igerirler (Cao vd., 1996). Dogal antioksidan
bilesikler; sebzelerde, yapraklarda, c¢iceklerde, koklerde, kabuklu ve kabuksuz meyvelerde,
tohumlarda ve kabuklarda bol miktarda bulunmaktadir (Pratt vd., 1990). Bu sebeple bol
miktarda sebze ve meyve tiiketimi hastaliklara yakalanma riskini azalttigi gibi kanser ve
6lim oraninda diisiis meydana getirmektedir (Ames vd., 1993). Dogal antioksidanlarin en
Onemlileri arasinda tokoferoller, karotenoider, askorbik asit, ve skualen sayilabilir.
Askorbik asit, bitkiler ve pek ¢ok memeli tarafindan karacigerde glukozdan sentezlenir.
Askorbik asit, bazi enzimlerde kofaktor olarak da gorev yapar (Padayatty vd., 2003;
Arrigoni ve De Tullio, 2002).

Diger bir 6nemli antioksidan, E vitaminidir. Tokoferoller, E vitamini olarak da
bilinir. Tokoferoller icerisinde biyolojik acidan en oOnemli olani, a-tokoferoldiir.
Tokoferoller, gida maddelerinin bozulmasini onleyen ve uzun Omiirlii olmalarinda rol

oynayan dnemli bir dogal antioksidan gruptur (Ruiz-Lopez vd., 1995).



Bir bagka antioksidan olan B-karoten bitkilerde bulunan ve a-tokoferol gibi peroksil
ve alkoksil radikalleri ile reaksiyona girebilen bir molekiildir. Bu sebeple lipid
peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu engelleyebilir. Bunun yani sira iyi bir singlet
oksijen sondiiriictidiir (Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Flavonoidler ise bitkiler tarafindan sentezlenen fenolik yapidaki bilesiklerdir. Fenolik
yapilarindan dolay1 antioksidan o6zellik gostermektedirler ve hiicreleri reaktif oksijen
tirlerinin olumsuz etkilerinden etkin bir seklide korur (Groot ve Rauen, 1998).
Flavonoidler antioksidan Ozellige sahiptir ve koroner kalp hastaliklar1 gibi pek cok
hastalig1 6nleyen onemli bir dogal bilesik grubudur. Bitkilerden elde edilen flavonoidlerin
UV sinlarii  absorlama ozellikleri ve antioksidan aktivitelerinden dolay1r kanser
tedavisinde kemoprotektif etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (Hertog vd., 1995).

Yirminci ylizyilin baslarindan beri maliyet nedeniyle dogal kaynakli antioksidanlar
yerine sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. Ancak sentetik antioksidanlarin toksik ve
kanserojen olabileceginin ortaya konuldugu ¢alismalar sonucunda bazi iilkelerde
kullanilmalarina dair ciddi sinirlama veya yasaklar getirilmistir (Haigh, 1986; Van Esch,
1986). Sentetik antioksidanlar hakkindaki siipheler dogal antioksidanlara olan egilimi
arttirmis ve bu alandaki ¢aligmalar bitki kaynakli antioksidanlar iizerinde yogunlagsmistir.
Dogal kaynakli E ve C vitamini uzun yillardir besinlerde sinerjist etkiden dolay1 birlikte
veya ayri ayri antioksidan olarak kullanilmaktadir. Ancak, tokoferol ve askorbik asidin
antioksidan aktivitesi kismen sentetik antioksidanlardan daha diisiiktiir (Nishina vd., 1991).
Birer dogal antioksidan olan a-tokoferol ve askorbik asit sentetik antioksidanlara gore
diisiik aktivite gostermelerine karsin, besin maddelerinin iiretim ve muhafazasinda yaygin

bir sekilde kullanilmaktadir (Osawa ve Namiki, 1981; Nisihina vd., 1991).

1.4.3. Sentetik Antioksidanlar

Dogal antioksidanlarin yani sira sentetik antioksidanlar da mevcuttur. Dogal
antioksidanlar genellikle gida sektoriinde, gidalarin raf Omriiniin uzatilmasi amaci ile
kullanilirlar. Gida maddelerinde, peroksidasyon siirecini geciktirmek ya da dnlemek ancak
antioksidan bilesiklerin ilavesiyle miimkiin olabilir ve pahali bir metottur. Yillardir gida
maddelerinin bozulmalarin1 engellemek i¢in sentetik antioksidan olarak biitillenmis
hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), tersiyerbiitilhidrokinon (TBHQ)

kullanilmaktadir. Fenolik bilesik olmalari, onlarin etkili birer antioksidan olmalarini saglar.


http://wos15.isiknowledge.com/CIW.cgi?SID=kHGlggKoH4mdEi6FOJk&Func=OneClickSearch&field=AU&val=de+Groot+H&curr_doc=9/12&Form=FullRecordPage&doc=9/12
http://wos15.isiknowledge.com/CIW.cgi?SID=kHGlggKoH4mdEi6FOJk&Func=OneClickSearch&field=AU&val=Rauen+U&curr_doc=9/12&Form=FullRecordPage&doc=9/12

D1s kaynakli olarak alinan antioksidanlar viicut i¢i antioksidan sisteme destek olur.
Dogal ve sentetik olmak {iizere disaridan alinan antioksidanlar iki grupta incelenebilir.
Sentetik olarak kullanilan antioksidanlar BHT, BHA, TBHQ, propil galat (PG), troloks ve
diger sentetik antioksidanlardir (Mavi, 2005). En yaygin olarak kullanilan bu sentetik
antioksidanlarin bazi istenmeyen etkilere sahip oldugu bildirilmektedir. Bunun neticesinde
tiikketiciler bunlarin saglik agisindan giivenirlikleri hakkinda ciddi endiseler tasimaktadir.
Sentetik antioksidanlar genis bir kullanim alanina sahip olmasina ragmen, son zamanlarda
bu istenmeyen yan etkilerinden dolayr kullanimlar1 ciddi bir sekilde sinirlandirilmistir

(Koksal, 2007).

1.5. Niikleik Asitler

1.5.1. Niikleik Asitlerin Yapi Elemanlar1 ve Ozellikleri

Niikleik asitler, biyolojik molekiiller igerisinde fonksiyonlari agisindan oldukga
onemli biyopolimerlerdir (Giiner, 2007). Canli sistemlerde hiicresel ortamda bulunan
niikleik asitler, proteinler, metal iyonlar1 ve bu iyonlarin kompleksleri, kiiclik organik
molekiiller, su ve diger kimyasal tiirlerin biiyiikk boliimii ile geri donilisimlii olarak
etkilesirler (Blackburn ve Gait, 1997; Yoshimasu vd., 2002). Tiim bu kimyasal tiirler
arasinda, niikleik asitlerle proteinler arasindaki etkilesimler, DNA’nin replikasyonu,
rekombinasyonu ve translasyonu gibi pek ¢ok biyokimyasal siirecte 6nemli bir rol oynar
(Luo vd., 2004). Bu biyokimyasal siireclerde énemli enzimlere bir 6rnek olan niikleazlar,
DNA omurgasini olusturan, biyolojik sistemlerde de ¢ogu zaman karsilagilan ve kimyasal
baglar arasinda en kuvvetli baglar olan, seker ve fosfat gruplar1 arasindaki fosfodiester
baglarinin kesilmesi reaksiyonlarinin katalizinden sorumludurlar (Neves vd., 2001;
Nishino ve Morikawa, 2002).

Enzimler, biyolojik sistemlerde kimyasal reaksiyonlar1 kolaylastiran ve geleneksel
olarak proteinler olarak bilinen biyokatalizorlerdir. Ancak, proteinler katalitik aktiviteye
sahip yegane molekiiller degildirler. Son yillarda birkag DNA ve RNA molekiiliiniin
benzer aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir. Protein ve DNA ya da RNA’ya ilaveten
birka¢ molekiiliin (bleomisin, fenantrolin ve digerleri gibi) de niikleolitik 6zellige sahip
oldugu gosterilmistir. Enzim benzeri katalitik aktivite gosteren kimyasal reaktifler ya da

kiigiik molekiiller “kemzim” (chemzymes) olarak isimlendirilmiglerdir. Bu niikleazlar ise
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“yapay niikleazlar ” ya da “kimyasal niikleazlar” olarak isimlendirilmislerdir (Neves vd.,

2001; Cekirge, 2008).

1.5.2. DNA Yapilan

Basitce deksiriboniikleik asit (DNA), deksiriboniikleotid monomerlerinden olusan
cift zincirli polimerik yapidadir. Bu zincirlerdeki purin ve pirimidin bazlarinin sirasi
genetik kod olarak tanimlanan bir kodu olusturur.

Poliniikleotidlerdeki baz dizisinin olusturdugu birincil (primer) yap1 ile belirlenmis
diizenli katlanmalar ikincil yap1 olarak tanimlanir ve bu ikincil yap1 sarmal veya katlanmig
tabaka olarak ortaya ¢ikar. Iki zincirli poliniikleotid sarmallarinin ii¢ farkli konformosyona
sahip olabilecegi gozlenmis ve DNA ¢ift sarmali i¢in bu konformasyonlar; A- DNA, B-
DNA ve Z-DNA olarak adlandirilmistir. Bu konformasyonlar degisik geometrik 6zellikleri
ile farkliliklar gosteririler ve her ii¢c konformasyondaki sarmalin ylizeyleri de farklidir. B
sarmalinda iki farkli oluk (yiv) bulunur ki bunlar biiyiik oluk ve kiigiik oluk seklinde
tanimlanir. A-sarmalinda ise bu oluklar derinlik agisindan birbirine olduk¢a benzer. Su
ortaminda B-DNA formu daha baskin olup su molekiilleri, bu kiigiik oluklara yerleserek
hidrojen baglari ile B-formunun daha kararli olmasini saglar. Su molekiilleri uzaklastiginda
ise A formu daha baskin olur. Bu konformasyonlardan farkli olarak Z-DNA sarmalinda
deoksiriboz halkalarina gore bazlarin oryantasyonunda farkliliklar vardir. A- ve B-DNA’da
bazlar deoksiriboz halkasina gore anti-oryantasyounda iken Z-DNA’da pirimidinler anti-

ve purinler ise Syn-konumuna sahiptir (Giiner, 2007).

1.6. DNA ile Kiiciik Molekiillerin Etkilesimi

Son yillarda ¢ogu arastirmacilar kiiclik molekiillerin DNA ile etkilesimine
odaklanmiglardir. DNA, genelde anti kanser ilaglarinin hiicre i¢i hedeflerinde birincil
olarak onemlidir. Bu yilizden kiiclik molekiiller ve DNA arasindaki etkilesim kanser
hiicrelerinin boliinmesinin engellenmesi ve kanser hiicrelerinde DNA hasarina hiicre
6liimiiniin yol agabilir (Tan vd., 2009). DNA kalibinin spesifik bolgeleri boyunca protein-
niikleik asit etkilesimleri i¢in reaktif modeller olarak etkilesen kiigiik molekiillerle

calismak, kemoterapik ajanlarin gelistirilmesi, ¢ozeltide DNA yapisi i¢in kimyasal problar
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olarak kullanilmas1 ve genetik sistemleri incelemek amaciyla molekiiler biyoloji
arastirmalarinda arag olarak kullanilmasini saglar (Hirohama vd., 2005) .

Adrinamisin gibi dogal ve amsakrin gibi yapay, niikleik asitlerle etkilesebilen
antibiyotikler, neoplastik hastaliklarin tiirlerinin  klinik tedavisinde genis Olciide
kullanilmistir.  Yiiksek sira  Ozglinligline sahip potansiyel niikleazlar, sentetik
oligopeptidler ve niikleotidler ve niikleik asit taniyan ilaglar gibi yeni ilgi ¢ekici olanaklar
sunar. Niikleik asitlerle kii¢iik molekiillerin arasindaki iliski, niikleik asit baglanma
Ozglinligii, ligand indiikli konformasyonel degisimler, baglanmadaki kooperativitenin
molekiiler esaslari, aminoasit yan zincirlerinin niikleik asitlerle olan etkilesimleri ve diger
niikleik asit etkilesimlerinin ve kimyasinin kritik 6zellikleri hakkinda bilgi edinilmistir
(Blackburn ve Gait, 1997; Cekirge, 2008).

Kiigiik molekiiller, DNA ile kovalent olmayan 3 yolla etkilesebilirler:

e Interkalasyon,

e Oluga baglanma,

e Dis statik elektronik etkiler.

Bu etkilesimler arasinda bilesigin antitiimor aktivitesiyle iliskili olan interkalasyon en

onemli DNA-baglanma seklidir (Tan vd., 2009).

1.6.1. interkalasyon Etkilesimleri

Lerman,1960’larin baglarinda, diizlemsel aromatik katyonlarla DNA’nin etkilesimleri
lizerine bir takim ¢aligmalara rehberlik etti ve kendisinin “interkalasyon” olarak
isimlendirdigi bir siiregle diizlemsel aromatik molekiillerin DNA’ya dik bir sekilde
yaklagsarak kovalent baglar olusturmaksizin baglanabilecegini agikladi (Brana vd., 2001;
Martinez ve Garcia, 2005). interkalasyon siirecinde aromatik bilesigin bazlar aras1 bosluga
uymasint saglamak icin seker-fosfat baglarina ait biikiilme (torsiyonel) agilarinda
degisiklikler meydana gelir.

Klasik interkalatorler, halka sistemlerinde ve/veya yan zincirlerinde pozitif yiikle
yiiklenmis bitisik halkali aromatik molekiillerdir. Karakteristik 6rnekleri proflavin kloriir
iceren akridinyum tuzlari, fenatridinum tuzlari, etidiyum bromiir ve propidium iyodiirdiir.
Interkalasyonun baz ciftlerinin hidrojen baglarina engel olmadan gergeklestigi

bilinmektedir. Interkalasyonun olusumunda, baz ¢iftleri arasina giren diizlemsel liganda bir
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kavite olusturmak iizere DNA baz ¢ifti 3.4 A ayrilir. B-form DNA’nin normal bir déniisii
36°°dir ve ligand1 oluga sigdirmak i¢in bu doniiste bir azalma meydana gelir.

Son zamanlarda yeni tedavi edici ajanlar olarak uygulamalari ve onlart DNA yap1 ve
konformasyonunun potansiyel problar1 yapabilecek fotokimyasal 6zellikleri bakimindan
gecis metal komplekslerinin, DNA ile baglanmasi {izerine yogun ilgi vardir. Komplekslerin
interkalasyon kabiliyetinde ligandin diizlemselligi, koordinasyon geometrisi, ligand donor
atom tipi ve metal iyon tipi rol oynar (Tan vd., 2009). Metal interkalatorlerinin baglanma
giicii etkilesen aromatik halkanin biiylikligii ve elektron yogunluguna oldugu kadar
hidrofobik ve hidrofilik etkilesimlerin birlesmis etkisine de baglhidir. interkalasyon yapan
ligandin koordine aromatik halkalarinin diizlemselligi ve istiflenmesi, hidrojen baglanmasi
ve elektrostatik etkilesimler arasindaki kooperativite ile saglanan ilave kararliliklar DNA
baglanma ilgisini etkiler (Shabadi vd., 2009).

Degisken yapilari, redoks davranislar ve fizikokimyasal 6zellikleri bakimindan gegis
metal kompleksleri olduk¢a hassas tanisal ajan olarak kullanishdir ve komplekslerdeki
metaller veya ligandlar farkli uygulamalarda yararlanmak i¢in kolayca kontrol edilebilen
bir yolla degistirilebilir. Bu tiir fonksiyonel molekiillerin DNA’y1 tanimalarini ydneten
prensibleri izah etmek yani DNA baz sirasi i¢in komplekslerin ilgi ve 6zgiilliiklerini
belirleyen faktorler icin metal komplekslerinin DNA’ya baglanma seklinin anlasilmasi
gerekmektedir (Hirohama vd., 2005). Metal kompleksleri ile DNA etkilesimini incelemek
icin bircok teknik uygulanmaktadir. Bunlar UV spekrofotometri, floresans ve CD
spektroskopisi gibi molekiiler spektroskopi yontemleri ve X-ray difraksiyonu, dinamik
viskozite Ol¢iimleri ve HPLC gibi diger tekniklerdir. Bunlarin arasindan UV
spekrofotometri calismasi tercih edilmektedir ¢iinkii, kii¢iik molekiillerle DNA etkilesimi
deneysel olarak spektroskopik pik cevaplarinin pozisyonu ve yogunlugundaki
degisikliklerle izlenebilir (Shabadi vd., 2009).

Komplekslerin DNA’ya baglanmasi klasik olarak absorpsiyon titrasyonu ile
karakterize edilmistir (Tan vd., 2009). ‘Hiperkromik etki’ ve ‘hipokromik etki’ DNA’nin
cift sarmal yapisi ile ilgili spektrum oOzellikleridir. Bu spektrum degisiklikleri ilacin
DNA’ya baglanmasinin ardindan DNA’nin  konformasyonunda ve yapisindaki
degisiklikleri yansitir. Hipokromizm DNA’nin sarmal ekseni boyunca biiziismesinden
oldugu kadar DNA’nin konformasyonundaki degisikliklerden de kaynaklanir.
Hiperkromizm ise DNA ¢ift sarmal yapisinin bozulmasindan kaynaklanir (Zhou vd.,

2007).
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1.7. Antimikrobiyal Maddeler

Antibiyotik direnci giiniimiizde giderek artan Onemli bir saglik sorunu haline
gelmektedir. 1930’larda siilfonamidlerin kesfi, sonraki yillarda penisilin ve diger
antibiyotiklerin bulunmas: ile antibiyotiklere direngli mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlarin ¢ogu kontrol altina alinabilmistir. Ancak mikroorganizmalar bu savasta
yenilgiyi kabullenmemis ve her yeni ¢ikan antibiyotige degisik yollarla direng
olusturmuglardir. Bu durum, daha genis etkili ve daha az toksik antibiyotiklerin
bulunmasina yonelik ¢alismalart artirmistir.  Mikroorganizmalar ile olan bu savag
glinimiizde de biitlin siddet ve Onemiyle slrmektedir (URL-1, 2009). Giiniimiizde
enfeksiyonlara karsi antibiyotikler kullanilmaktadir. Bunlarin esas etkileri patojen
mikroorganizmalarin faaliyetlerinin engellenmesi ilizerine olsa da, bu uygulamadan bazi
yararlt mikroorganizmalar da etkilenmektedir. Ayrica, antibiyotiklerin sik¢a kullanimi
patojen mikroorganizmalarin diren¢ kazanmasina ve antibiyotiklerin etkilerinin giderek
azalmasina neden olmaktadir (URL-2, 2009).

Bugiinlerde 0Ozellikle Gram pozitif ve ilaca karsi direngli bakterilere ve bazi
mantarlara karst etkili yeni sinif antibakteriyal ve antifungal ajanlarin sentezi c¢ok acil
ithtiyactir. Ciinkii bu tip mikroorganizmalar, hastanelerin akut ve uzun donem bakim
tinitelerindeki bazi enfeksiyonlardan sorumludurlar (Giiven vd., 2007).

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de cesitli bitkiler yillardan beri halk arasinda
cay, baharat ve tedavi amaclh olarak kullamlmaktadir. Ulkemizde bu bitkisel zenginlik;
tilkemizin ¢ fitocografik bdlgenin kesistigi bolgede bulunmasi, Giiney Avrupa ile
Gilineybat1 Asya floralar1 arasinda koprii olmasi, pek ¢ok cins ve seksiyonun orjin ve
farklilasim merkezlerinin Anadolu olusu, muhtemelen ekolojik ve fitocografik farklilagma
ile ilgili olarak tlir endemizminin yiiksek olusu nedenlerine dayanmaktadir. Yurdumuzda
9000’e yakin farkli dogal bitki tiiri bulunmaktadir ve bunlarin %30’u endemiktir.
Bitkilerin mikroorganizmalar1 6ldiiriicli ve insan sagligi i¢in 6nemli olan 6zellikleri 1926
yilindan bu yana laboratuvarlarda arastirilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO)
arastirmalara gore tedavi amagli kullanilan tibbi bitkilerin sayis1 20.000 civarindadir
(URL-3, 2009).

Makromantarlarin  antimikrobiyal aktivitelerini saptamak amaciyla yapilan
arastirmalarda  degisik  ¢Oziicilerde = hazirlanan  Oziitlerinin,  degisik  test

mikroorganizmalarina karsi farkli tipte antagonistik etki olusturduklart bildirilmektedir.
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Makromantarlarin antimikrobiyal etkileri; fungal yapida sentezlenen ve ¢ogunlukla
organizmaya 6zgl bazi fenolik bilesikler, piirinler, pirimidinler, kinonlar, terpenoidler ve

fenil proponoid tiirevi gibi antagonistik maddelerden kaynaklanmaktadir (URL-2, 2009).

1.8. Antimikrobiyal Aktivite Tayin Yontemleri

Genel olarak kullanilan teknikler agar difiizyon ve sivi-broth-diliisyon yontemleridir.
Bu metotlar disinda inhibisyon c¢aplarini belirlemek iizere son yillarda kullanilan diger bir
yontemde disk difiizyon metodudur. Diliisyon teknikleri, bir mikroorganizmanin
antibiyotiklere duyarlilifini tayin etmek i¢in gelistirilmistir. Ancak bitki oziitleri veya
ucucu yaglarin antimikrobiyal Ozelliklerinin belirlenmesinde de kullanilmaktadir. Bu
metotta, ticari olarak gelistirilmis, 80, 96 veya daha fazla kuyucuga sahip plaklar
kullanilmaktadir. Bu kuyucuk serilerinde madde diliisyonlar1 hazirlanmakta ve belli bir
miktarda  kiltiiriin  ilavesiyle, madde ve mikroorganizma etkilestirilmektedir.
Inkiibasyondan sonra test edilen antimikrobiyal maddenin, kullanilan mikroorganizmaya
kars1 hangi konsantrasyonda etkili oldugu {iremenin varligina veya yokluguna gore
belirlenmektedir. Uremenin varhig1 ya da yoklugu bulaniklik tayiniyle yapilmakta ve
tiremenin olmadig1 en diisiik konsantrasyon degeri, minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) degeri olarak tanimlanmaktadir.

Antimikrobiyal testlerde kullanilan bir diger metod da agar diflizyon metodudur.
Kalitatif ve yar kantitatif bilgiler bu metodla ortaya ¢ikarilabilmektedir. Agar diflizyon
tekniginde, i¢inde test edilecek olan maddenin bulundugu bir ¢ukur sistemiyle, test
organizmasinin bulundugu uygun bir besiyeri kullanilmaktadir. Besiyeri iizerine, belirli
capta acilan kuyulara homojen olarak ¢o6ziilmiis ugucu yag karisimi ya da oOziit
koyulmaktadir. Kullanilan maddenin yapisal 6zelligi, diflize olma yiizdesini veya siiresini
etkileyebilmekte, bu durum da deney sonuglarinda etkili olabilmektedir. Inkiibasyon siiresi
sonunda, kullanilan madde etkili ise cukurlarin etrafinda belirgin bigimde iiremenin
olmadig1 inhibisyon zonlar1 olugsmaktadir. Olusan inhibisyon zonlarinin caplar1 dlgtilerek
kaydedilmekte ve degerlendirilmektedir. Kuyucuklara koyulan maddenin artan ya da
azalan konsantrasyonlariyla, aktivite sonucu olusan inhibisyon zonu caplarinin dogru

orantili olarak artmasi ya da azalmasi beklenmektedir (URL-4, 2009).
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1.9. Mantarlarla Tlgili Biyolojik Aktivite Calismalari

Son yillarda tibbi amaclarla kullanilan bitkilerin antimikrobiyal etkileri ilizerine pek
¢ok calisma yapilmistir. Bunium paucifoliu var. paucifolium DC. var. paucifoliu’un
tuberleri idrar yollar iltihab1 i¢in yenilmektedir. Taraxacum revertens G. Hagl. inflizyon
halinde (%5) miishil, idrar ve safra arttirici; Linum nodiflorum L.’ nin petalleri iilsere karsi,
Centauria kurdicra Reichart.’nin kapitilumlari sinir gevsetici; Echium italicum nodiflorum
L. nin gay1 idrar arttirici terletici ve yatistirici; Salvia verticillata L. subsp. amasiaca (Frey
& Barnma) Barnm yapraklari haricen yara iyi edici ve ¢ayi igecek olarak; Thymus
kotschyanus (Boiss & Hohen) var. Glabrescens Boiss’in kurutulmus ¢igekli ve yaprakli
dallar1 baharat, cayr midevi, yatigtirici, antiseptik, kurt diisliriici, kan dolasimini
diizenleyici olarak; Verbascum varians (Freynn & Sind) gigekleri balgam sokiicii ve gogiis
yumusatici, ¢ay1 ise dahilen basura karsi; Rheum ribes L.’nin kusmay1 Onleyici, kabiz,
sindirimi kolaylastirici, seker hastaligina, nefes darligina iilser ve bobrek hastaliklarina
kars1 kullanilmaktadir (Kirbag ve Zengin, 2006).

Glinliik hayatta taze olarak tiiketilen pek ¢ok mantar (Elmastas vd., 2007) ve bitkinin
antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Yaygin bir sekilde kullandigimiz brokoli
(Giil¢in vd., 2004a), anason (Gtilgin vd., 2003), nane (Elmastas vd., 2005), kizilcik (Giilgin
vd., 2005), defne (Elmastas vd., 2003), reyhan (Giil¢in vd., 2007), lavanta (Giilgin vd.,
2004b), rezene (Oktay vd., 2002) ve karabiber (Giilgin, 2005) bu bitkiler arasinda
sayilabilir.

Besleyici degerlerine ek olarak pek ¢ok yenilebilen mantar tiirliniin uzun zamandan
beri diinyanin bir¢ok iilkesinde tibbi amaglarla da kullanildig1 belirtilmektedir (URL-3,
2009). Mantarlar dogu kiiltiirlerinde uzun zamandan beri giizel koku ve dokular1 sebebiyle
gida ve cay olarak kullanilmaktadir. Dogu tedavilerinde medikal mantarlarin tespit edilen
geleneksel kullanim tarihi vardir. Hala Japonya, Cin, Kore ve diger Asya iilkelerinde,
modern klinik uygulamalarda mantarlardan hazirlanan ilaglara giivenilmeye devam
edilmektedir (Tiirkoglu vd., 2007). Yeni teropatik secenekler arastiran bilim ¢evreleri, pek
¢cok mantar tlirli lizerinde calisti ve arasgtirma sonuglari biyolojik aktiviteleri oldugunu
ispatladi (Barros vd., 2008). Mantarlarin immiinolojik ve antikanser 6zelliklerinin yani1 sira
antioksidan, antihipertansif, kolesterol dsiiriicii, karaciger koruyucu, antifibriotik,
antidiyabetik, antiviral, antimikrobiyal (URL-2, 2009), anti-enflamatuvar ve

immunosupresor etkileri oldugu belirtilmektedir. Asya kiiltliriinde yaygin olarak tiiketilen
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bazi bilinen yenilebilir mantarlarin, toplam fenolik madde icerigi ile iliskili olarak
antioksidan aktiviteye sahip oldugu ortaya konuldu. Son zamanlarda mantarlarin ¢ok iyi
protein, variegatik asit ve dibokinon gibi fenolik antioksidan kaynagi oldugu
diisiiniilmektedir (Tiirkoglu vd., 2007).

Dictyophora indusiata (Vent. Ex Pers.), Grifola frondosa (Dickson: Fries) Gray,
Hericium erinaceus (Bulliard: Fries) Persoon ve Tricholama giganteum Massee 6zel
mantar tiirlerinin antitimor, immunomodiilatér ve kronik bronsitite karsi etkisi (Mau,
2002); Phellinus rimosus (Berk.) Pilat. (Hymenochaetaceae)’in antioksidan, nefroproktetif,
anti-enflamatuar ve antitimor aktiviteleri; Ganoderma lucidum (Curt:Fr.) P. Kast.
(Ganodermataceae) nin antitiimor, anti-enflamatuar, antioksidan ve analjezik etkisi (anti-
nociceptive)  (Sheena,  2003); Hypsizigus ~ marmoreus  (Peck)  Bigelow
(Tricholomataceae)’ in antitiimor, antifungal, anti-proliferatif ve radikal giderme aktivitesi
bildirilmistir (Lee, 2008).

Bu calismada bazi biyolojik aktivitelerini incelenen ve Hidirnebi yaylasindan
(Trabzon) rastgele ornekleme yontemine gore segilen, Boletus edulis Bull. Fr: (M1),
Boletus erythropus Pers. (M2), Tricholoma saponaceum var. saponaceum (Fr.) P. Kumm.
(M3), Agaricus arvensis Schaeff. (M4), Cantharellus cibarius Fr. var. cibarius (M5),
Laccaria laccata (Scop.) Cooke (M6), Russula rosea Pers. (M7), Leucopaxillus giganteus
(Sowerby) Singer (M8) ve Helvella elastica Bull. (M9) yenilebilir mantar tiirlerine ait
ornekler Prof. Dr. Ertugrul SESLI (K.T.U. Fatih Egitim Fakiiltesi Ortadgretim Fen ve
Matematik Alanlar1 Egitimi Anabilim Dali Biyoloji Egitimi Boliimii) tarafindan toplanmis
ve tanimlanmistir. Mantarlarin tiimii Fungi alemindendir. Ascomycota bdliimiinde olan M9
haricinde digerleri Basidiomycota boliimiindedir. Ait olduklar1 sinif, takim, aile, cins ve

tirler ise Tablo 3’de verilmektedir.
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Tablo 3. Mantarlarin siniflandirmasi1 (URL-6, 2009).

Sif Takim Aile Cins Tir

M1 | Basidiomycetes Boletales Boletaceae Boletus Boletus edulis
Bull.Fr:

M2 | Agaricomycetes Boletales Boletaceae Boletus Boletus erythropus
Pers.
Tricholoma

M3 | Agaricomycetes Agaricales Tricholomataceae Tricholoma saponaceum var.
saponaceum (Fr.) P.
Kumm.

M4 | Agaricomycetes | Agaricomycetidae Agaricales Agaricaceae Agaricus arvensis
Schaeff.

M5 | Agaricomycetes | Cantharellales Cantharellaceae Cantharellus Canthare.llus.mbanus
Fr. var. cibarius

. . . . . Laccaria laccata

M6 | Agaricomycetes | Agaricomycetidae Agaricales Hydnangiaceae (Scop.) Cooke

M7 | Agaricomycetes Incertae sedis Russulales Russulaceae Russula rosea Pers.
Leucopaxillus

M8 | Agaricomycetes | Agaricomycetidae Agaricales Tricholomataceae | giganteus (Sowerby)
Singer

M9 | Pezizomycetes | Pezizomycetidae Pezizales Helvellaceae | Helvella elastica Bull.

(M9)

Sekil 1.Calismada kullanilan mantarlarin friiktifikasyon organlar1 (URL-5, 2009).
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1.10. Komplekslerle ilgili Biyolojik Aktivite Calismalar

Bakar, yashlik ve kanserle iligkili olan endojen oksidatif DNA hasarinda rol oynayan
fizyolojik olarak 6nemli bir metal elementidir (Kumar vd., 2008). Oksim ligandl1 nikel ve
bakir kompleksleri son zamanlarda yogun bir sekilde calisilmigtir. Okzalat, oksimat ve
fenolat gibi kopriileyici sistemli bakir (II) diniikleer komplekslerinin paramanyetik
merkezler  arasindaki  giiglii  eslesmelere  arabulucuk  yaptigi  belirtilmistir.
Metaloproteinlerin fonksiyon ve aktif bolgelerini taklit etmek i¢in diisiikk molekiil agirlikli
komplekslerin dizayn edildigi bir calismada, salisilat, aminoasit, porfirinler veya schiff
bazi tiirevleri gibi ligandlarla, bu ligandlarin paramanyetik bakir veya manganez
kompleksleri hazirlanmistir. Bu kompleksler siiperoksit dizmutaza benzer sekilde redoks
reaksiyonuna maruz kalmiglar ve bu yiizden siiperoksit radikallerini bertaraf etmede etkili
bulunmuslardir. Dahasi, SOD’un bu mimikleri, dokularin oksidatif hasara karst
korunmasinda faydali etkiler gostermistir Ciinkii siiperoksidin  dismutasyonunu
katalizlemistir. Ancak ¢ogu in vivo aktivitesini kaybetmistir. Hemosiyanin ve tirosinaz gibi
bakir ihtiva eden metaloproteinleri taklit eden model bakir komplekslerinin hazirlanmasi
ve Ozelliklerine iliskin bir¢ok rapor mevcuttur (Karabdcek vd., 2006). Bakir proteinlerinin
iki dikkate deger 6zelligi 600 nm civarinda siddetli absorbsiyon bandi ve nispeten yiiksek
bakir (IT)/bakir (I) indirgeme potansiyelleridir. Bircok dogal oksijen transport sisteminde
ve mono- ve di- oksigenazlarda, tersinir baglanma ve oksijen aktivasyonunu izah
edebilmek ve bunlarin aktivitesini taklit edebilmek i¢in metaloenzimler ve dintikleer
metalomerkez ihtiva eden metaloproteinler arasindaki iliskiye odaklanilmistir (Karabdcek
vd., 2006). Simdiye kadar kesfedilen bakir kompleksleri arasinda yiiksek niikleofilik
etkinligi ve antitimér, antikandida, antimikrobiyal aktivite gibi bir¢ok biyolojik
aktivitesinden dolay1 dikkatler genellikle bakir (II)’nin 1,10-fenantrolin ligandiyla olan
kompleksi iizerine ¢ekilmistir. Son zamanlarda 1,10-fenantrolin igeren bir biniikleer bakir
(IT) kompleksi ve di-(2-pikolil)- amin igeren triniikleer bakir (II) kompleksinin DNA’ya
kuvvetli bir sekilde baglandigi ve bunlarin DNA’y1 monomerik komplekslerinden daha
etkili bir sekilde kestikleri agiklanmistir. Bis-(phen) bakir kompleksinin bir fenantrolin
halkasiyla kismi interkalasyonla DNA’ya baglandig1 onerilmistir. Burrows ve arkadaslari
(1995) tarafindan belirtilen rapor, azot donor ligandlariyla metal komplekslerinin dizaynini
savunmaktadir. Bu rapora gore, bu tiir kovalent olmayan etkilesmelerden kaynaklanan

kooperatif etkinin, biyomolekiiler hedefleri yiiksek secicilikle taniyan yeni metal tabanli
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problarmn gelistirilmesi i¢in kiymetli bir prensip oldugunu diisiiniilmektedir. ila¢ polimer
konjugatlarinin, antikanser ajanlarinin timor dokusuna secgici olarak dagitimi igin
potansiyel adaylar oldugu tespit edilmistir ve ilag-polimerlerin antikanser ilaci olarak
kullanildigini belirten ¢ok az agiklama mevcuttur (Kumar vd., 2008).

Organotin (IV) komplekslerinin 6nemli bir sinifini, azot ve oksijen donor atomlarini
ihtiva eden ligandlardan tiiretilenler olusturur. Ozellikle, organotin (IV) protonu giderilmis
schiff baz1 kompleksleri bilinmektedir. Son zamanlarda 6zellikle antitiimdr, antibakteriyal,
antifungal gibi biyolojik 6zelliklerinden dolay1 Organotin (IV) kompleksleri ¢ok 6nem
kazanmustir (Oztas vd., 2009).

Cinko biyolojik olarak ¢ok ilgilenilen bir elementtir. Insan viicudunda ikinci en
yaygin iz elementidir. Cinko eksikligi biiyiime etkileri ve merkezi sinir sistemi
bozukluklarina yol acgabilir. Bir¢ok biyolojik sistemde ve hiicre siirecinde kritik rol oynar
ve hiicre metabolizmasinda diizenleyici temel iyondur. Literatiirde bir¢cok biyolojik aktif
cinko kompleksleri belirtilmistir. Fakat sadece Alzheimer tedavisinde kullanilan ilaglarla
cinko kompleksleri ve antibakteriyal, antikonviilzan, antidiyabetik, antienflamatuar,
antimikrobiyal ve cogalmay1 dnleyici 6zellik gosterenler karakterize edilmistir. Kinolinler,
4—okso—1,4—dihidrokinolin  iskeletine  sahip  sentetik  antibakteriyal  ajanlardir.
Antibakteriyal ilag olarak ve bir¢ok enfeksiyonun tedavisi i¢in kullanilirlar. Kinolinlerin
hedefi tip II topoizomerazlar ve topoizomeraz IV’ diir ve DNA replikasyonunu etkili bir
sekilde inhibe ederler. Kinolinlerin biyolojik 6zellikleri ile ilgili ¢aligmalar, DNA ile
etkilesim, ¢esitli mikroorganizmalar iizerinde antibakteriyal aktivite testleri, sitotoksisite ve
potansiyel antitimor aktivite iizerine yogunlasilmistir. Kinolin metal kompleksleri
calismalar1 genellikle cesitli mikroorganizmalar iizerinde antibakteriyal aktiviteleri, DNA
ile etkilesim ve bazi durumlarda potansiyel antitimor aktivitesinden olusmaktadir. Birinci
jenerasyon bir kinolin antimikrobiyal ila¢ olan oksolinik asit, T{riner sistem
enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in kullanilan antibakteriyal aktvitesi ile bilinir (Tarushi vd.,
2009).

Bu tezde, in vitro ¢alismalarda kullanilan (2E,3E)-[6-{[(1E,2E)-2-(hidroksiimino)-1-
metilpropiliden]amino } pridin-2-il)imino]biitan-2-on oksim ligandinin (L1) homo diniikleer
bakir (IT) (K1), hetero diniikleer bakir (II) —nikel (II) (K2), mononiikleer bakir (II) (K3) ve
2-(hidrosiimino)-1-metilpropilidenaminofeniliminobiitan-2-on  oksim ligandinin (L2)
mononiikleer bakir (IT) (K4), hetero diniikleer nikel (IT) —bakir (II) (K5), homo diniikleer
bakir (II) (K6), homo triniikleer bakir (II) (K7) ve hetero diniikleer bakir (IT) —nikel (II)
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(K8) kompleksleri (Sekil 2) Prof. Dr. Serdar KARABOCEK’in (K.T.U. Fen Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Boliimii) aragtirma grubu tarafindan sentezlenmistir.

Sekil 2. Komplekslerin ve ligandlarin a¢ik kimyasal yapilar
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1.11. Calismanin Amaci ve Pratik Onemi

Oksidatif stres durumunda reaktif oksijen ve azot tiirlerinin miktarinda artis olur ve
bu {irlinlerin reaksiyon hizlar1 artar. Basta lipidler, proteinler ve niikleik asitler olmak {izere
metabolizmadaki bir¢ok sistem bu durumdan olumsuz etkilenir. Dis kaynakli alinan dogal
ya da sentetik antioksidanlar viicut i¢i antioksidan sisteme destek olur. Meyve ve sebzeler
de pek cok dogal antioksidan igerirler. Bu sebeple bol miktarda sebze ve meyve tiiketimi
hastaliklara yakalanma riskini azalttig1 gibi, kanser ve 6lim oraninda diisliis meydana
getirmektedir. Yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlarin ise bazi istenmeyen
etkilere sahip oldugu bildirilmektedir. Ayrica, mevcut antimikrobiyal ilaclara karsi
mikroorganizmalar diren¢ kazanmakta ve dogal kaynaklarin antimikrobiyal etkileri yogun
olarak arastirilmaktadir. Makromantarlarin  antimikrobiyal etkileri; fungal yapida
sentezlenen ve ¢ogunlukla organizmaya 6zgii bazi fenolik bilesikler, piirinler, pirimidinler,
kinonlar, terpenoidler ve fenil proponoid tiirevi gibi antagonistik maddelerden
kaynaklandig1 da bilinmektedir. Bunun yami1 sira, DNA genelde anti kanser ilaglarinin
hiicre i¢i hedeflerinde birincil olarak 6nemlidir ve ¢cogu arastirmacilar kii¢iik molekiillerin
DNA ile etkilesimine odaklanmislardir. Yeni tedavi edici ajanlar olarak uygulamalari ve
onlari DNA yap1 ve konformasyonunun potansiyel problar1 yapabilecek fotokimyasal
ozellikleri ge¢is metal komplekslerinin DNA ile baglanmasi {izerine yogun ilgi vardir.

Bu bilgiler 15181nda, bu ¢aligmada:

e Yenilebilir dokuz mantar tiiriiniin antioksidan 6zellikleri ve antimikrobiyal

ozellikleri,

e Baz oksim tipi ligandlarin Cu ve Ni komplekslerinin antioksidan 6zellikleri ve

antimikrobiyal 6zellikleri,

e Bazi oksim tipi ligandlarin Cu ve Ni komplekslerinin DNA ile etkilesip

etkilesmedigi incelenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Cihazlar ve Materyaller

2.1.1. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan cihazlar

Cihaz Adi Model Firma
Spektrofotometre Uuv 2 Unicam
Rotary Evaparator Labarota 400-Efficient Heildolph
Soxhlet Cihazi 250 ml [ldam
Santrifiij Rotina 35 R Hettich Zentrifugen
Kuru Havali Inkiibator EN400 Niive
Saf Su Cihazi Arium 611UV Sartorius
Su Banyolu Calkalayict WNB 7-45 Memmert
Hava Banyolu Calkalayici MaxQ Mini 4450 Shaker Barnstead/ Lab-Line
Otoklav SS-325 Tomy
Vorteks Type 37600 Mixer Thermolyne
Terazi Pioneer Ohaus
Steril Kabin — Tezsan

2.1.2. Cozeltiler ve Tamponlar

Biitiin ¢ozelti ve tamponlar bidestile su (dd H,O) kullanilarak asagida anlatildig:
sekilde hazirlandi.
e Na,COs ¢ozeltisi (%2 w/v): 2.0 g Na,CO; saf suda ¢oziildii ve son hacmi 100
ml’ye tamamlandi.
e Folin-Ciocalteu cozeltisi (%50 v/v): Folin-Ciocalteu reaktifi 1:1 oraninda saf su

ile karistirilarak 100 ml hacimde hazirlandi.
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o AICI; ¢ozeltisi (%10 w/v): 10.0 g AICl; saf suda ¢oziildii ve son hacmi 100 ml’ye
tamamlandi.

e NaNO; c¢ozeltisi (%5 w/v): 5.0 g NaNO, saf suda c¢oziildii ve son hacmi
100 ml’ye tamamlandi.

e Na,COs; ¢ozeltisi (1 M): 10.6 g Na,COs saf suda ¢oziildii ve son hacmi 100 ml’ye
tamamlandi.

e QGallik asit ¢ozeltisi (0.1 mg/ml stok): 10.0 mg gallik asit son hacim 100 ml
olacak sekilde % 80°lik metanolde ¢oziildii.

e Trolox® ¢ozeltisi (0.033 mg/ml stok): 3.33 mg Trolox® son hacmi 100 ml olacak
sekilde metanolde ¢6ziildii.

e 2 2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) c¢ozeltisi (0.054 M): 3.33 mg DPPH son
hacmi 100 ml olacak sekilde metanolde ¢oziildii.

e Riboflavin ¢ozeltisi (2 pM): 9.5 mg riboflavin saf suda ¢oziiliip son hacmi 250 ml
tamamlandi.

e SOD aktivitesi tayininde kullanilan ¢ozelti (50 mM KH,PO4-K,HPO, tamponu
icinde 13 mM metiyonin, 0.1 mM EDTA ve 75 uM nitroblue tetrazoliyum
(NBT)): 2.17 g K,HPO4 ve 1.70 g KH,PO4 200 ml saf suda ¢oziildii. 0.485 g
metiyonin, 0,075 g EDTA ve 0.015 g NBT ilave edilip ¢oziildi. pH 7.8’
ayarlanip, son hacmi 250 ml’ye tamamlandi.

e Tris-HCI Tamponu (5 mM): 0.151 g Tris 200 ml saf suda ¢6ziildii ve pH 7.2°ye

ayarlanip, son hacmi 250 ml’ye tamamlandi.

2.1.3. Kimyasallar

Caligmada kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta olup, Merck, Sigma ve Fluka

adli firmalardan satin alinmastir.

2.1.4. Kullamilan Suslar

Antimikrobiyal aktivite tayini i¢in kullanilan Escherichia coli ATCC 25922,
Enterobacter aeroginosa ATCC 13048, Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 43288, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
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Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria monocytogenes ATCC 43251, Bacillus
cereus 702 Roma, Candida glabrata 66032, Candida tropicali ATCC 13803 ve
Aspergillus niger RSKK 4017 kontrol suslar1 Hifzissihha Refik Saydam Enstitiisii’'nden
(Ankara) temin edildi.

In vitro ¢alismalarda kullanilan Eshericha coli JM 101 susu NEW ENGLAND
BIOLABS’dan temin edildi.

2.1.5. Kullanilan Mantarlar

Calismada kullanilan Boletus edulis Bull. Fr: (M1), Boletus erythropus Pers. (M2),
Tricholoma saponaceum var. saponaceum (Fr.) P. Kumm. (M3), Agaricus arvensis
Schaeff. (M4), Cantharellus cibarius Fr. var. cibarius (M5), Laccaria laccata (Scop.)
Cooke (M6), Russula rosea Pers. (M7), Leucopaxillus giganteus (Sowerby) Singer (MS)
ve Helvella elastica Bull. (M9) mantarlart Hidirnebi yaylasindan (Trabzon) toplandi ve
kaba kirlerinden arindirildi. Buz kabi icerisinde laboratuvara tasinan mantarlar,

calismalarda kullanilacagi zamana kadar — 20 °C’de muhafaza edildi.

2.2. Siv1 ve Kati Besiyerleri

2.2.1. Antimikrobiyal Caliymalarda Kullanilan Besiyerleri

2.2.1.1. Mueller Hinton Agar (MHA) Besiyeri

Ticari olarak temin edilen Merck firmasinca hazirlanan besiyeri kullamldi. Uretici
firmanin 6nerdigi iizere, 37.0 g tartilip bir magnet yardimiyla 1 L saf suda ¢oziildi. 121

°C’de 1.1 atm basingta 15 dakika otoklavda steril edildi. Daha sonra steril petrilere 4 mm

kalinliginda dokiildii ve kullanilacagi siireye kadar kapali kutularda +4 °C’de bekletildi.

2.2.1.2. Mueller Hinton Broth (MHB) Besiyeri

Ticari olarak temin edilen Merck firmasinca hazirlanan besiyeri kullanildi. Uretici

firmanin 6nerdigi tizere, 1 L distile su i¢in 21.0 g tartildi. Mavi kapakli siselerde manyetik
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karistiric1 yardimiyla ¢oziildii ve bir kismi 3’er ml olarak tiiplere dagitildi. 121 °C’de 15
dakika otoklavda steril edildi. Daha sonra komplekslerin ve 6ziitlerin minimum inhibisyon
konsantrasyon (MIK) degerlerinin belirlenmesinde ve inhibisyon testleri icin maya

siispansiyonlarinin hazirlanmasinda kullanildu.

2.2.1.3. Potato Dekstroz Agar (PDA) Besiyeri

Ticari olarak temin edilen Merck firmasinca hazirlanan besiyeri kullanildi. Uretici
firmanin 6nerdigi lizere, besiyerinden 1 L hazirlamak icin 39.0 g tartildi ve 1 L distile suda
bir magnet yardimiyla ¢oziildii. Otoklavda 1.1 atmosfer basing ve 121 °C’de 15 dakika
steril edildi. Besiyerinin sicakligi 70-80 °C’ye getirildikten sonra steril petri kaplarina

4 mm yiikseklik olacak sekilde dokiildii. Hazirlanan besiyerleri kullanilacaklari siireye

kadar kapali kutularda +4 °C’de bekletildi.

2.2.1.4. Yeast Ekstrakt Broth (YEB) Besiyeri

Ticari olarak temin edilen Merck firmasinca hazirlanan besiyeri kullanildi. Uretici
firmanin 6nerdigi tizere, 10.0 g glukoz, 3.0 g maya 0ziitii, 3.0 g malt 6ziitli, 5.0 g pepton
1 L saf suda bir magnet yardimiyla ¢6ziildii, mavi kapakli siselerde otoklavda 1.1 atmosfer
basing ve 121 °C’de 15 dakika steril edildi. Mayalarin sivi besiyerinde iiretiminde ve

minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) deneylerinde kullanildi.

2.2.2. DNA izolasyonu Cahsmalarinda Kullanilan Besiyerleri

2.2.2.1. Lauria-Bertani (LB) Besiyeri

10.0 g bakto-tripton, 5.0 g maya o6ziitii ve 5.0 g NaCl yaklasik 990 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’st 1 N NaOH ile 7.5’e ayarlandi. Daha sonra ¢0zeltinin hacmi
1 L’ye tamamlanarak, 121 °C’de ve 1 atm basing altinda 20 dakika bekletildi ve steril
edildi (Maniatis vd.,1989).
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2.2.2.2. Lauria-Bertani Agar (LBA) Besiyeri

10.0 g bakto-tripton, 5.0 g maya 6ziitii, 5.0 g NaCl ve 15.0 g agar yaklagik 990 mL
saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1t 1 N NaOH ile 7.5’e ayarlandi. Daha sonra ¢ozeltinin
hacmi 1 L’ye tamamlanarak, 121 °C’de ve 1 atm basing altinda 20 dakika bekletildi ve
steril edildi (Maniatis vd.,1989).

2.3. Gece Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

pUC 18 plazmidini iceren E. coli JM 101 susundan bir koloni alinip 50 pg/ml
oraninda ampisilin igeren LB besiyerinin 3 ml’sine ekildi ve 200 rpm’de calkalayicili su

banyosunda 37 °C’de 12-16 saat inkiibasyonla biiyiitiildii.

2.4. Plazmid DNA Izolasyonu

Calismada kullanilan pUC 18 plazmid DNA izolasyonu “Wizard Plus SV Minipreps
DNA Purification System” (Promega) kiti kullanilarak izole edildi. Bu amagla dncelikle
pUC 18 plazmidini igeren E. coli JM101 hiicresinden LB besiyerine ekim yapilarak gece
kiiltiirti hazirlandi.

e 1-5 ml gece kiltiiri 5 dakika 13.000 rpm’de santriflij edilerek siipernatani

uzaklastirildi.

e Uzerine 250 pl Hiicre Siispansiyon Cozeltisi (Cell Resuspension Solution) ilave

edilip vorteksle pelletin tamamen ¢dzlinmesi saglandi.

e 250 pl Hiicre Lizis Cozeltisi (Cell Lysis Solution) ilave edildi ve tiip 4 kere alt-

ist edilerek karistirildi. Hiicre siispansiyonu berraklasana kadar tiip yaklasik 4
dakika oda sicakliginda bekletildi.

e 10 pl Alkali Proteaz Cozeltisi (Alkaline Protease Solution) ilave edildi ve tiip 4

kere alt-iist edildi. Oda sicakliginda 4 dakika bekletildi.

e 350 pl Notralizasyon Cozeltisi (Neutralization Solution) ilave edildi ve tiip derhal

4 kere alt-list edilerek karistirildi.

e Elde edilen bakteriyal lizat 13.000 rpm’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij

edildi. Siipernatan minikolon (SV Minicolumn) i¢ine aktarilarak 13.000 rpm’de
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e Minikolona 750 ul Kolon Yikama Cozeltisi (Column Wash Solution) ilave edildi
ve 13.000 rpm’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Toplama kabina
gecen s1vi uzaklastirildi.

e Minikolon bir kez daha 250 pl Kolon Yikama Cozeltisi (Column Wash Solution)
ile yikandu.

e Minikolon temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alindi1 ve 100 pl Niikleaz igermeyen
Su (Nuclease-Free Water) ilave edildi. Minikolon 13.000 rpm’de oda sicakliginda
1 dakika santrifiij edilerek DNA’nin ¢dzeltiye gecmesi saglandi. Elde edilen
plazmid DNA ¢ozeltisi -20 °C’de saklandi.

2.5. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Plazmid DNA ¢o6zeltisinin konsantrasyonu, niikleotidlerin heterosiklik halkalarinin
260 nm dalga boyundaki 15181 maksimum absorplama 6zelliginden yararlanilarak 6l¢iildi
(Temizkan ve Arda, 2004). DNA c¢ozeltisi 1/50 oraninda sulandirilarak 260 nm’de optik
yogunluk (dansite) 6l¢iildii. 1 OD (Optik Dansite) ¢ift iplikli DNA i¢in 50 pug / ml’ye
karsilik gelmektedir. DNA miktarinin belirlenmesinde asagidaki esitlikten yararlanildi.

DNA (pg/ ml ) =260 mn’deki OD x sulandirma orani x katsay1 (50)

2.6. Ekstraksiyon

2.6.1. Metanol ile Soxhlet Ekstraksiyonu

Mantar numunelerinden 10’ar g tartilarak alindi. Alinan numuneler porselen bir
havanda o6giitiildii ve hazir kartuslara konuldu. Igleri o6giitiilmiis mantarla dolu olan
kartuslar Soxhlet diizenegine yerlestirildi ve yaklasik 250 ml %80’lik metanol ilave edilip,
gomlekli 1siticida 60 °C’de yavasca kaynatilarak ekstraksiyona tabi tutuldu. Ekstraksiyon,

Soxhlet diizenegindeki ¢ozelti renksiz oluncaya kadar, yaklasik 3 saat siirdiirtildii. Elde
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edilen metanol 6ziitii siizgec kagidindan siiziildii. Siiziilen 6ziitlerden metanol evaporatérde

40 °C’de uzaklastirildi.

2.6.2. Etilasetat ile Soxhlet Ekstraksiyonu

Mantar numunelerinden 10’ar g tartilarak alindi. Alinan numuneler porselen bir
havanda ogiitiildii ve hazir kartuslara konuldu. Igleri &giitiilmiis mantarla dolu olan
kartuglar Soxhlet diizenegine yerlestirildi ve yaklasik 250 ml %99.9’luk etilasetat ilave
edilip, gomlekli 1sitictda 60°C’de yavasca kaynatilarak ekstraksiyona tabi tutuldu.
Ekstraksiyon, Soxhlet diizenegindeki ¢ozelti renksiz oluncaya kadar, yaklagik 3 saat
stirdiiriildii. Elde edilen etilasetat Oziitii siizge¢ kagidindan siiziildii ve siiziilen 6ziitlerden

etilasetat evaporatorde 40°C’de uzaklastirildi.

2.6.3. Su ile Ekstraksiyon

Su 6ziitlerinin hazirlanmasi literatiirde belirtildigi gibi yapildi (Giilgin, 2005). Mantar
numunelerinden 10’ar g tartilarak alindi ve 1 L’lik agz1 kapali beherde numunenin yirmi
kat1 saf su ilave edilerek (200 ml) manyetik karistiricida ve suyun kaynama sicakliginda on
dakika boyunca karistirildi. Karisim oda sicakligina getirilerek sogutuldu, tiilbent bezinden
stizildii ve kaba atiklar uzaklastirildi. Daha sonra elde edilen ham ¢o6zelti adi siizgeg
kagidindan siiziildi. Elde edilen siiziintii 500 ml’lik balona aktarildi ve derin dondurucuda
(20 °C) bir gece boyunca dondurulduktan sonra liyofilizatorde biitiin suyu

uzaklagtirilincaya kadar liyofilize edildi.

2.7. Mantar Oziitlerinde Toplam Madde Konsantrasyonun Belirlenmesi

Metanol ve etilasetat 6ziitlerindeki toplam madde konsantrasyonu, belli bir hacimde
alman oOziitlerin ard arda ikiser kez evaporasyonu sonucunda balon cidarinda kalan
maddenin agirlig1 ile bos balonun agirliginin farki kullanilarak hesaplandi. Sulu 6ziitlerin
konsantrasyonlar1 ise liyofilizatérde ugurularak sisenin cidarinda kalan maddenin agirligi
ile bos sisenin agirliginin farki kullanilarak hesaplandi. Daha sonra bu dziitler 10 mg/ml

konsantrasyonda olacak sekilde ayri ayr1 %80’lik metanol, %99.9’luk etilasetat ve saf suda
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coziilerek stok ¢ozeltiler hazirlandi. Stok ¢ozeltiler calismalarda kullanilacagi zaman kadar

-20 °C’de saklanda.

2.8. Antioksidan Madde ve Aktivite Tayinleri

2.8.1. Toplam Fenolik Madde Miktari

Mantarlarin su, metanol ve etilasetat Oziitlerinde bulunan toplam fenolik madde
miktar1 Folin-Ciocalteu reaktifi ile belirlendi (Hung ve Yen, 2002). Mantar dziitlerinin stok
cozeltilerinden alinan 0.1 ml hacimdeki numuneler saf suyla 1 ml’ye tamamlandi ve bu
karisim tizerine 0.1 ml %50’lik Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edilip 3 dakika boyunca
karistirildi. Daha sonra karisim tlizerine %2’lik Na,COs ¢ozeltisinden 2 ml ilave edildi.
Karisim 30 dakika boyunca oda sicakliginda karistirildiktan sonra numunelerin absorbansi
750 nm’de saf sudan olusan kore karsi kaydedildi. Standart fenolik bilesik olarak gallik asit
kullanildi. Toplam fenolik madde miktar1 mg GAE (Gallik Asit Ekivalent)/g 6ziit olarak

verildi.

2.8.2. Serbest Radikalleri Giderme AKktivitesi

2.8.2.1. Mantar Oziitlerinin Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi literatiirde bildirildigi sekilde belirlendi
(Tirkoglu vd., 2007). Serbest radikal olarak DPPH’1n 0.054 M’lik ¢6zeltisi kullanildi. 1 ml
DPPH ¢ozeltisinin absorbanst (Axymune) 517 nm’de kaydedildi. Daha sonra farkhi
konsantrasyonlarda 1 ml 6ziit ¢ozeltisi DPPH ¢ozeltisine ilave edildi. Oda sicakliginda 30
dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra 517 nm’de absorbanslart (Agontor) kaydedildi.
Oziitlerin DPPH serbest radikal giderme aktivitesi ile ilgili hesaplamalar asagidaki esitlige
gore yapildi.

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi (%) = [ (1- ANumune/ Axontrol ) X 100 ]
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Burada Anymune DPPH ¢6zeltisine 6ziit ilavesinden sonra bulunan absorbans degerini,
Axontrol 1s€ sadece DPPH c¢ozeltisi iceren kontrol degerinin absorbans degerini ifade

etmektedir.

2.8.2.2. Komplekslerin Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi literatiirde bildirildigi sekilde belirlendi
(Tirkoglu vd., 2007). Serbest radikal olarak DPPH’1n 0.054 M’lik ¢6zeltisi kullanildi. 1 ml
DPPH ¢ozeltisinin  absorbanst  (Anymune) 517 nm’de kaydedildi. Daha sonra,
komplekslerinin farkli konsantrasyonlarda 1 ml ¢ozeltisi DPPH ¢ozeltisine ilave edildi.
Oda sicakliginda, 30 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra 517 nm’de absorbanslari
(Akontrol) kaydedildi. Komplekslerin DPPH serbest radikal giderme aktivitesi ile ilgili
hesaplamalar agagidaki esitlige gore yapildi.

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi (%) = [ (1- ANumune/ AKontrol ) X 100 ]

Burada Anymune DPPH ¢0zeltisine kompleks ilavesinden sonra bulunan absorbans
degerini, Axontrol iS¢ sadece DPPH ¢ozeltisi i¢eren kontrol degerinin absorbans degerini

ifade etmektedir.

2.8.3. Komplekslerin Siiperoksit Dismutaz Benzeri Aktivitesi

Komplekslerinin ~ siliperoksit anyon radikallerini giderme etkisi, nitroblue
tetrazoliyum (NBT) {iriinlin spektrofotometrik 6l¢timiiyle belirlendi (Beauchamp, C. ve
Fridovich, 1., 1971). Calisilan komplekslerin farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri 50 mM
pH’s1 7.8 olan fosfat tamponu ile hazirlandi. Kompleks igeren tampon ¢ozeltiye sirasiyla
riboflavin, metiyonin ve NBT’den 1.33x10° M, 384.46x10° M ve 8.15x10° M
konsantrasyonlarinda olacak sekilde ilave edildi. Olusan reaksiyon karisimi oda
sicakliginda 10 dakika boyunca 20 W’lik floresan 15181 ile uyarildi. Yapilan islemler bes
farklt kompleks konsantrasyonu icin tekrarlandi. Karigimlarin absorbansi, tampondan
olusan kore karst 560 nm’de kaydedildi. Siiperoksit radikali ile ilgili hesaplamalar
asagidaki esitlige gore yapildi.
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Stiperoksit radikali giderme aktivitesi (%) = [ (1- ANumune/ AKontrol ) X 100 ]

Burada Anuymune riboflavin/metiyonin/NBT ¢ozeltisine kompleks ilavesinden sonra
bulunan absorbans degeri, Akontroi 1€ sadece riboflavin/metiyonin/NBT ¢dzeltisi igeren

kontroliin absorbans degerini ifade etmektedir.

2.9. Antimikrobiyal Calismalar

Bu calismada kullanilan mikroorganizmalar Hifzissihha Refik Saydam Enstitiisti‘den
(Ankara) elde edilmisti. Mantar dziitlerinin 10 mg/ml konsantrasyonundaki ¢ozeltileri ve

komplekslerin ise DMF igerisindeki 10 mg/ml konsantrasyonundaki ¢ozeltileri kullanildi.

2.9.1. Mantar Oziitlerinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Mantar oziitlerinin antimikrobiyal aktivitelerinin dl¢lilmesinde disk difiizyon metodu
kullanild1 (Perez vd., 1990; Ahmad vd., 1998). Test edilecek bakterilerin Mueller Hinton
Broth (MHB) besiyerinde, 35 °C de, bir gecelik kiiltiirleri hazirland1 ve bu kiiltiirden yine
MHB i¢inde yaklasik olarak 10° cfu/ml (koloni olusturan birim =colony forming unit)
olacak sekilde diliisyonlar hazirlandi. Bu diliisyonlar kullanilarak 6nceden hazirlanmig
Mueller Hinton Agar (MHA) besiyeri iizerine ekiiviyon ¢ubugu yardimiyla ekimleri
yapildi. Mayalar i¢in de, yine bir gecelik maya kiiltiirlerinden Yeast Ekstrakt Broth (YEB)
besiyeri kullanilarak 107 cfu/ml olacak sekilde diliisyonlart hazirlandi ve bu diliisyonlar
kullanilarak 6nceden hazirlanmis Potato Dekstroz Agar (PDA) besiyerlerine ekiiviyon
cubuklar1 yardimiyla maya ekimleri yapildi. 5 mm c¢apinda disklere 250 pg/25 pnl
konsantrasyonda mantar Oziitii emdirildi. Daha sonra bu diskler ekimleri tamamlanan
besiyerleri tizerine aralarinda 2 cm olacak sekilde yerlestirildi. Bakteri ihtiva eden petriler
24 saat, maya ihtiva eden petriler ise 48 saat 35 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
bir cetvel yardimiyla olusan inhibisyon caplar1 6l¢iildii. Standard kontrol ilag olarak
bakteriler icin ampisilin (10 pg), mayalar i¢in flukonazol (5 pg) ve standart ¢oziicii

kontrolii i¢in su, %80’lik metanol ve etilasetat kullanildi.
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2.9.2. Komplekslerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Komplekslerinin antimikrobiyal aktivitelerinin dl¢iilmesinde agar kuyucuk difiizyon
metodu kullanildi (Perez vd., 1990; Ahmad vd., 1998). Test edilecek bakterilerin bir
gecelik kiiltiirlerinden Mueller Hinton Broth (MHB) besiyeri i¢inde yaklasik olarak 10°
cfu/ml (koloni olusturan birim = colony forming unit) olacak sekilde diliisyonlar
hazirlandi. Bu diliisyonlar kullanilarak énceden hazirlanmis Mueller Hinton Agar (MHA)
besiyerleri iizerine ekiiviyon ¢ubugu yardimiyla bakteri ekimleri yapildi. Mayalar i¢in,
Yeast Ekstrakt Broth (YEB) besiyeri kullamlarak 10 cfu/ml olacak sekilde diliisyonlar
hazirland1 ve bu diliisyonlar kullanilarak 6nceden hazirlanmis Potato Dekstroz Agar (PDA)
besiyerlerine maya ekimleri yapildi. Ekimleri tamamlanan besiyerleri {izerinde, steril cam
boru yardimiyla 5.5 mm c¢apli kuyucuklar acildi ve komplekslerin stok ¢ozeltilerinden
100 pl damlatildi. Bakteri ihtiva eden petriler 24 saat, maya ihtiva eden petriler 48 saat
35 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra bir cetvel yardimiyla inhibisyon gaplari
ol¢iildii. Standard kontrol ilag olarak bakteriler i¢in ampisilin (10 pg), mayalar icin
flukonazol (5 pg) ve standart ¢oziicii kontrolii icin DMF kullanildi.

2.9.3. Misel Gelisiminin inhibisyonu Aktivitesi

Mantar o6ziitlerinin misel gelisiminin inhibisyonu tayini ic¢in ilk olarak, Potato
Dekstroz Agar (PDA) besiyerinde, bir hafta ve 30 °C” de Aspergillus niger (kiif mantar1)
tiretildi (NCCLS, 1993; NCCLS, 2002). PDA hazirlanip 3 ml olacak sekilde tiiplere
dagitildi ve otoklavlandiktan sonra 48 °C’de su banyosunda bekletildi. Igerisine test
edilecek her bir mantarin su, metanol ve etilasetat oziit ¢ozeltisinden 1 mg/ml olacak
sekilde ilave edilip, bir magnet yardimiyla karigtirildi ve 3 cm ¢apl plaklara dokiildii.
Besiyeri donduktan sonra 5 mm c¢aplt silindir delici yardimiyla steril kosullarda petri
ortasinda delik ag¢ildi. Her bir mantar 6ziitii i¢in aym islem uygulandi. Aynmi delici
yardimiyla bir haftalik Aspergillus niger kiiltiiriinde bloklar kesilerek dnceden agilan 6ziit
icerikli plaklarin bloklarma yerlestirildi ve {igiincii giinden itibaren bir hafta boyunca
30 °C’de, inkiibasyon takip edildi. Plakta kiif gelisimi dnlenmesi miktariin dl¢imii ise,
mantar 0ziitii igermeyen kontrol petri plagi ve su, %80’lik metanol ve %99.9’luk etilasetat

iceren petri plaklariyla karsilastirarak yapildi.
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2.9.4. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Tayini

Komplekslerinin antimikrobiyal aktivite olarak etkin dozun belirlenmesinde
“Minimum Inhibisyon Konsantrasyon” (MIK) y6ntemi, “National Committee for Clinical
Laboratory Standard (NCCLS)”mnin belirledigi gibi uygulandi (NCCLS, 1993; NCCLS,
2002). Bu amagla kullanilan besiyerleri; bakteriler i¢in Mueller-Hinton Agar (MHA) ve
Broth (MHB) besiyerleri, mayalar i¢in ise Yeast Ekstrakt Broth (YEB) ve Potato Dekstroz
Agar (PDA) besiyerleri kullanildu.

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu deneyi igin kullanilan bakteriler MHA, maya
ise PDA besiyerlerine ekimleri yapilarak bir gece, 37°C de bekletildi. Bu kiiltlirlerden
NCCLS’min belirttigi  kriterlere gore bakteri ve maya diliisyonlart hazirlandi.
Diliisyonlarin bulanikliklari, bakteriler icin 0.5 Mac Farland bulaniklifa esdeger olarak
ODgy5 0.8-1 ve mayalar igin ise 1.0 Mac Farland bulanikliga esdeger olarak ODgys 1.5
olarak ayarlandi. Test igin steril ELISA plaklar1 kullanild1 ve 96 kuyucugun tiimiine 100 pl
besiyeri dagitildi. Daha sonra ilk kuyucuklara test edilecek komplekslerden 100 pl ilave
edildi ve 100 ul’si geri alinarak bir sonraki kuyucuga aktarild1 ve daha sonraki kuyucuklar
icinde bu islem tekrarlanarak, maddelerin besiyeri iginde diliisyonlari tamamlandi. Son
kuyucuga madde konmayip besiyeri ve kiiltiirlerin kontrolleri yapildi. Son olarak
mikroorganizma siispansiyonlarindan 0.02 pl seklinde ilk kuyucuk disindaki tiim
kuyucuklara ilave edildi. Plaklar 37°C de 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra
MIK degerinin tespiti icin mikrodiliisyon kuyucuklarindaki mikroorganizmanin {iremesini
tamamen engellenmis olan ve bu durumun ¢iplak gozle belirlenebildigi kuyucuklardaki
kompleks konsantrasyonu esas alindi. Bu kuyucuktaki kompleks miktari, en diisiik
antimikrobiyal kompleks konsantrasyonu olarak pg/ml cinsinden belirlendi. Standart
kontrol ilag olarak bakteriler i¢in ampisilin, mayalar i¢in flukonazol ve standart ¢oziicii

kontrolu olarak da DMF kullanilda.

2.10. Kompleks- DNA Etkilesiminin incelenmesi

Komplekslerin ve ligandlarin pH’st 7.2 olan 5 Mm Tris-HCI/50 mM NaCl tamponu
icerisinde hazirlanan uygun konsantrasyonlardaki g¢ozeltileri ve konsantrasyonu bilinen
pUC 18 plazmid DNA kullanilarak spektroskopik calismalar gergeklestirildi. Ik olarak

200-400 nm araliginda komplekslerin ve ligandlarin maksimum absorbans yaptig1 dalga
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boyu tespit edildi. Her bir kompleks ve ligand i¢in maksimum absorbans yaptigir dalga
boylar1 ve absorbans degerleri kaydedildi. 100 uM kompleks ve ligand ¢ozeltilerinin
500 pl’si kullanilarak absorbsiyon spektrumu elde edildikten sonra kompleks ve ligand
cozeltilerine sirasiyla 0.3, 0.6 ve 0.9 uM DNA ¢ozeltisi ilave edildi ve oda sicakliginda 10
dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda komplekslerin ve ligandlarin DNA ile
etkilesimlerine bagli olarak daha once taranan dalga boyu aralifinda absorbanslardaki

degisimler ve dalga boylarindaki kaymalar kaydedildi (Wang vd., 2009).



3. BULGULAR

Calismada, Boletus edulis (M1), Boletus erythropus (M2), Tricholoma saponaceum
var. saponaceum (M3), Agaricus arvensis (M4), Cantharellus cibarius var. cibarius (M5),
Laccaria laccata (M6), Russula rosea (M7), Leucopaxillus giganteus (M8) ve Helvella
elastica (M9) yenilebilir mantarin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri incelendi.

Ayrica, (2E,3E)-[6-{[(1E,2E)-2-(hidroksiimino)-1-etilpropiliden]amino} pridin-2-il)
imino] biitan-2-on oksim ligandinin (L1) homo diniikleer bakir (II) (K1), hetero diniikleer
bakir (II) -nikel (II) (K2), mononiikleer bakir (II) (K3) ve 2-(hidrosiimino)-1-
metilpropilidenaminofeniliminobiitan-2-on oksim ligandinin (L2) mononiikleer bakir (I)
(K4), hetero diniikleer nikel (IT) —bakir (II) (K5), homo diniikleer bakir (II) (K6), homo
triniikleer bakir (II) (K7) ve hetero dintikleer bakir (II) —nikel (II) (K8) komplekslerinin

antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri ile DNA interkalasyon etkilesimi incelendi.

3.1. Antioksidan Madde ve Aktivite Tayinleri

3.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1

Mantarlarin su, metanol ve etilasetat Oziitlerinde bulunan fenolik bilesiklerin Folin-
Ciocalteu reaktifi ile olusturduklart renkli kompleksin 750 nm’de maksimum absorbansi
olgiildii (Hung ve Yen, 2002). Oziitlerde bulunan toplam fenolik madde miktar1 mg GAE
(Gallik Asit Ekivalent )/g 06ziit olarak verildi (Tablo 5).

Tablo 5° de goriildiigii gibi mantarlarin su 6ziitlerinde en yliksek toplam fenolik
madde miktart M2 mantarinda, 70.98 mg GAE olarak bulundu. Diger mantarlarin su
Oziitlerindeki toplam fenolik bilesik miktar1 degerlerinin karsilastirilmasi ile M1 > M7 >
M5 > M4 > M9 > M6 > M3 > M8 siralamasi belirlendi.

Metanol oziitlerinde en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 M4 mantarinda
163.0 mg GAE olarak bulundu. Diger mantarlarin metanol oziitlerindeki toplam fenolik
madde miktar1 degerlerinin karsilastirilmast ile M9 > M2 > M7 > M5 > M1 > M6 > M3 >

M8 siralamasi belirlendi.
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Etilasetat oziitlerinde ise en yliksek toplam fenolik madde miktar1 M7 mantarinda,
63.38 mg GAE olarak bulundu. Diger mantarlarin etilasetat 6ziitlerindeki toplam fenolik
madde miktar1 degerlerinin karsilastirilmasi ile M9 > M1 > M2 > M5 > M3 > M4 > M8 >

M6 siralamasi belirlendi.

Tablo 5. Mantarlarin su, metanol ve etilasetat 6ziitlerinin toplam fenolik madde igerigi

Mantar Oziit Toplam Fenolik Madde Toplam Fenolik Madde Miktar1

Tiirii Tiirii Miktar1 (mg GAE/g 6ziit ) (mg GAE/g taze agirlik )
H,O 38.04+0.3 4.25+0.10
M1 MeOH 42.68 +£0.2 4.77+0.16
ETOAC 36.30+0.2 4.06 +0.20
H,O 70.98 £ 0.4 1.69 £0.03
M2 MeOH 127.7+0.4 3.05+0.11
ETOAC 31.43+£0.2 0.75+£0.04
H,O 12.46 £ 0.2 0.56 £0.05
M3 MeOH 29.51+0.3 1.33£0.18
ETOAC 09.61 £0.2 0.40 £0.05
H,O 29.97+0.2 0.64 +£0.08
M4 MeOH 163.0+0.4 346+0.12
ETOAC 09.03 +£0.2 0.19+0.03
H,O 30.00+0.3 0.09 £ 0.02
M5 MeOH 73.42+0.4 2.00 +0.09
ETOAC 29.65+0.3 0.80 +0.05
H,O 13.00+0.3 0.80 £ 0.04
M6 MeOH 34.44+03 2.14+0.11
ETOAC 06.62 +£0.2 0.41+0.03
H,O 32.71+ 0.2 0.38 £0.04
M7 MeOH 87.27+0.3 1.01 £0.06
ETOAC 63.38+0.4 0.74 £0.02
H,O 07.28+0.2 0.29 £0.03
M8 MeOH 26.86 +0.3 1.06 £0.16
ETOAC 08.79+0.2 0.34+£0.05
H,O 19.77+0.2 0.29 £ 0.04
M9 MeOH 139.4+04 2.05+0.13
ETOAC 38.99+0.3 0.50 £0.02
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3.1.2. Serbest Radikalleri Giderme AKktivitesi

3.1.2.1. Mantar Oziitlerinin Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

Mantarlarin su, metanol ve etilasetat Oziitlerinin DPPH serbest radikal giderme
aktivitesi tayininde oncelikle DPPH radikalinin 517 nm’deki maksimum absorbans degeri
olciildi (Tiikoglu vd., 2007). Daha sonra DPPH ¢ozeltisine 6ziit ¢ozeltileri ilave edildi ve
DPPH’tan kaynaklanan mor rengin siddetindeki azalma, buna baglh olarak da
absorbanstaki diisiis, 517 nm’deki absorbans 0l¢iilerek belirlendi. DPPH konsantrasyonunu
yariya diisiiren 0ziit miktar1 mg/ml cinsinden belirlendi ve 1Cso degeri olarak ifade edildi.

Her bir mantarin 100 pg/ml konsantrasyonundaki su, metanol ve etilasetat 6ziitlerinin

DPPH serbest radikali giderme aktiviteleri karsilagtirmali olarak Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Mantarlarin farkli ¢oziiciilerde hazirlanan oziitlerinin DPPH serbest radikali
giderme aktivitelerinin karsilastirilmast

Oziitlerin Karsilastirmali Olarak DPPH Serbest Radikali Giderme Aktiviteleri (%)
Mantar Tiirii
H,0 MeOH ETOAC

M1 46 76 100
M2 17 41 24
M3 7 66 0
M4 4 100 15
M5 5 35 0.66
M6 14 53 3
M7 4 14 0.4
M8 4 6 0.6
M9 4 6 26

Standart antioksidan olarak kullanilan Trolox®’un 0.004 mg/ml konsantrasyonda
DPPH radikali giderme aktivitesi %50 olarak hesaplandi. Calismada kullanilan
mantarlarindan elde edilen her ii¢ Oziitin Trolox® ile benzer DPPH serbest radikali
giderme aktivitesi sergiledigi gozlendi. Mantarlarin 100 pg/ml konsantrasyonunda, M1
mantarinin etilasetat 6ziitii ile M4 mantarinin metanol 6ziitiinlin en yliksek DPPH radikali
giderme aktivitesi gosterdigi tespit edildi. S6z konusu mantar Oziitlerinin DPPH m

0.054 M’lik c¢ozeltisinde serbest radikalleri %100 oraninda giderdigi gozlendi. M3
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mantarinin  etilasetat Ozitlinlin ise bu konsantrasyonda radikal giderici aktivite

sergilemedigi belirlendi.

Tablo 7. Mantarlarin su, metanol ve etilasetat 6ziitlerinin DPPH serbest radikali giderme
aktivitesi i¢in ICso degerleri

Mantar Tiirii Oziit Tiirii ICso (mg/ml)
H,0 0.110
M1 MeOH 0.070
ETOAC 0.014
H,0 0.198
M2 MeOH 0.137
ETOAC 2.116
H,0 1.465
M3 MeOH 0.072
ETOAC 13.60
H,0 1.420
M4 MeOH 0.034
ETOAC 2.045
H,0 2.053
M5 MeOH 0.137
ETOAC 7.300
H,0 0.937
M6 MeOH 0.087
ETOAC 1.960
H,0 1.900
M7 MeOH 0.770
ETOAC 12.00
H,0 1.700
M8 MeOH 0.950
ETOAC 4.342
H,0 1.800
M9 MeOH 0.440
ETOAC 0.325
Trolox® 0.004

M3, M4, M5, M7, M8 ve M9 mantarlarimin su ozitleri, M5, M8, M6 ve M7
mantarlarinin etilasetat 6ziitleri ve M8 ile M9 mantarlarinin metanol 6ziitlerinin %10’dan
daha diisiik oranda radikal giderici aktivitesi oldugu goriildii. Genel olarak tiim mantarlarin
metanol Oziitlerinin daha etkili radikal giderici aktiviteye sahip oldugu, her bir mantarin

her {i¢ Oziitii dikkate alindiginda DPPH serbest radikali giderme etkinligi acisindan M1
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mantarinin en yiiksek, M3 ve M7 mantarlarinin ise en diisiik potansiyele sahip oldugu

gozlendi.

3.1.2.2. Komplekslerin Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

Komplekslerinin DPPH serbest radikal giderme aktivitesi tayininde oncelikle, DPPH
radikalinin 517 nm’deki maksimum absorbans degeri 6l¢tildii (Tiikoglu vd., 2007). Daha
sonra DPPH c¢ozeltisine kompleks cozeltileri ilave edildi ve DPPH’tan kaynaklanan mor
rengin siddetindeki azalma, buna bagli olarak da absorbanstaki diisiis, 517 nm’deki
absorbans Olgiilerek belirlendi. DPPH konsantrasyonunu yariya diisiiren kompleks miktari
uM cinsinden belirlendi ve ICso degeri olarak ifade edildi (Tablo 8).

50 uM kompleks konsantrasyonunda DPPH radikali giderme aktiviteleri su sekilde
stralanmaktadir: K6 (%61) > K7 (%41) > K2 (% 34) > K4 (%31) > K1 = K3 (%26) > K5
(%3) > K8 (%2). Standart antioksidan olarak kullanilan Trolox®’un 0.051 pM
konsantrasyonda DPPH serbest radikali giderme aktivitesi %50 olarak hesaplandi. Tiim

kompleksler Trolox® ile benzer DPPH serbest radikali giderme aktivitesi sergiledi.

Tablo 8. Komplekslerin DPPH serbest radikali giderme aktivitesi i¢in ICso degerleri

Kompleks Tiirii 1Cso (pM)

K1 200
K2 158
K3 *
K4 67
K5 *
K6 42
K7 139
K8 *

Trolox® 0.051

* Komplekslerin renkli olmasi sebebiyle 1Csy degeri tespit edilemedi.

3.1.2.3. Komplekslerin Siiperoksit Dismutaz Benzeri Aktivitesi

Calisilan komplekslerin  SOD-benzeri aktivitesi tayini deneyinde riboflavin ve

metiyonin sistemi tarafindan iiretilen siiperoksit radikallerinin NBT nin indergenmesini
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Onlemesi ve buna bagl olarak da absorbanstaki diisiis 560 nm’deki absorbans 6Slgiilerek
belirlendi (Beauchamp ve Fridovich, 1971). Radikaller varliginda NBT’ nin indirgenip
mavi renkli formazon olusturma reaksiyonu spektrofotometrik olarak 560 nm’deki
absorbans degisimleri olarak goriildii. Boyle bir ortamda NBT ile birlikte kompleksler,
radikalleri gidermek i¢in yarisacagt ve NBT’den daha etkin olmalar1 durumunda
kompleksler radikalleri tutacagindan, formazon olusumu engellenmis olacaktir ve bdylece
absorbansta azalma ortaya ¢ikacaktir.

Komplekslerin SOD-benzeri aktivitesi, siiperoksit radikallerinin 560 nm’deki
NBT’nin indergenmesini %50 onlemesi i¢in gerekli konsantrasyon olarak tanimlandi ve
ICso degeri olarak ifade edildi. ICsy degeri ise uM cinsinden belirlendi.

Kompleks daha etkin oldukca NBT indirgenmesini 6nleme veya diger bir deyisle
radikallerle etkilesme kapasitesi yliksek ve gerekli konsantrasyonu da o kadar diisiik
olacaktir. Komplekslerin bes farkli konsantrasyonunun NBT indirgenmesinin dnlenmesi
degerlerine karsilik ¢izilen grafikten elde edilen %50 inhibisyona karsilik gelen 1Csg
degerleri Tablo 9’de verilmektedir.

Tablo 9. Komplekslerin SOD benzeri aktivitesi i¢in ICsy degerleri

Kompleksler ICsp (LM)
K1 44
K2 57
K3 23
K4 420
K5 117
K6 102
K7 235
K8 2037

Calisilan kompleksler igerisinde K3 kompleksi en diisiik ICsy ve K8 kompleksi ise en
yiiksek ICsy degeri nedeniyle siiperoksit radikali giderme etkinligi agisindan sirasiyla en

yliksek ve en diislik potansiyele sahip kompleksler olarak belirlendi.
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3.2. Antimikrobiyal Calismalar

3.2.1. Mantar Oziitlerinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Mantarlarin su oziitlerinin disk difiizyon yontemine gore yapilan antimikrobiyal
aktivite tayini deneyinde test edilen tiim mikroorganizmalara kars1 besiyerinde inhibisyon
cap1 olusturmadiklari yani antimikrobiyal aktivite gostermedikleri gozlendi.

Metanol Oziitlerinin disk diflizyon yontemine gore yapilan antimikrobiyal aktivite
tayini deneyinde sadece S. aureus susuna karsi kismi antmikrobiyal aktivite gdsterdigi
gozlendi. Tim oziitlerin S. aureus susunun ekildigi besiyerinde meydana getirdikleri
inhibisyon ¢ap1 Tablo 10°da verilmistir. S. aureus susuna karsi en etkili metanol 6ziitlinlin
M1 ve M4 mantarlarina ait oldugu ve 12 mm inhibisyon ¢ap1 olusturduklar1 gézlendi. Daha
sonra 10 mm inhibisyon ¢ap1 olusturan M7 mantarinin kismi antimikrobiyal aktivitesi

oldugu gozlendi.

Tablo 10. Metanol o6ziitlerinin disk diflizyon yontemine gore yapilan antimikrobiyal
aktivite deneyinde besiyerinde olusturduklari inhibisyon ¢aplari

L Mikroorganizmalar ve Inhibisyon Caplari (mm)
Mantar Tiirl Gram (-) Gram (+) Maya
(250ug/25ul) ,
Ec Ea | Yp | Pa |Sa Ef | Li Bc | Ca | Ct
Ml D DD 12 D] ][]
M2 D DD 8 D DD ||
M3 O DD S5 | DD ||
M4 D DD |12 D] D] S | D]
M5 (S I G O G 2 I ) I 0 G R I G 0 L
M6 D DD 8 D DD ||
M7 D DD ]|
M8 D DD T DD D] D]
M9 O DD S5 | DD D)
%80’lik MeOH D DD S | D DD ||
Bos O DD DD DD |||
Ampisilin* 25 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | () | ()
Flukanozol** O DD D D[] 25 | 25

Ec: Escherichia coli ATCC 25922, Ea: Enterobacter aeroginosa ATCC 13048 Yp: Yersinia
pseudotuberculosis ATCC 911, Pa: Pseudomonas aeruginosa ATCC 43288, Sa: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Ef: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Li: Listeria monocytogenes ATCC 43251, Bc:
Bacillus cereus 702 Roma, Cg: Candida glabrata 66032, Ct: Candida tropicali ATCC 13803, (—):
Aktivite yok.

* Antibakteriyal

**Antifungal
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Mantarlarin etilasetat 6ziitlerinin disk difiizyon yontemine gore antimikrobiyal
aktivite tayin deneyinde, sadece M1 mantarinin etilasetat Oziitiiniin, S. aureus ve B. cereus
suslarina karsi kismi antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve S. aureus susunun ekili oldugu
besiyerinde 7 mm, B. cereus susunun ekili oldugu besiyerinde ise 5 mm inhibisyon ¢ap1

olusturdugu gozlendi (Tablo 11).

Tablo 11. Etilasetat Oziitlerinin disk diflizyon yontemine gore yapilan antimikrobiyal
aktivite deneyinde besiyerinde olusturduklari inhibisyon ¢aplari

Mantar Tiirii Mikroorganizmalar ve Inhibisyon Caplar1 (mm)
(250ug/2501) Gram (-) Gram (+) ' Maya
Ec Ea | Yp Pa | Sa Ef | Li Bc | Ca Ct
MI O DD T D] S D[
M2 OO D[
M3 O DD DD |
M4 O ODDDID D D]
M5 O DD DD O]
M6 O ODDDIDD D]
M7 O DD DD O]
M8 O ODDDIDD D]
M9 O DD DD
ETOAC OO DD ][
Bos O DD DD |
Ampisilin* 25 25 25 25 | 25 25 25 25 | (M) | (—)
Flukonazol** O DD D[] 25 ] 25

Ec: Escherichia coli ATCC 25922, Ea: Enterobacter aeroginosa ATCC 13048 Yp: Yersinia
pseudotuberculosis ATCC 911, Pa: Pseudomonas aeruginosa ATCC 43288, Sa: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Ef: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Li: Listeria monocytogenes ATCC 43251, Be:
Bacillus cereus 702 Roma, Cg: Candida glabrata 66032, Ct: Candida tropicali ATCC 13803, (—):
Aktivite yok.

* Antibakteriyal

**Antifungal

3.2.2. Komplekslerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Agar diflizyon metoduyla antimikrobiyal aktivitesi acisindan test edilen
komplekslerin her biri test edilen mikroorganizmalardan en az birine kars1 antimikrobiyal
etkinlige sahip oldugu, bununla birlikte genel olarak Gram (+) mikroorganizmalara karsi
daha etkili oldugu goriildii (Tablo 12). Sonuglarin degerlendirilmesinde ¢oziicii olarak
kullanilan DMF’nin "2 diliisyonunda antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu dikkate alindi.
Komplekslerden yalnizca K4, K6, K7 ve K8 test edilen mayalara kars1 etkili bulundu.
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Bunlar arasinda C. glabrata’nin K4 ve K8 komplekslerine karst en duyarl
mikroorganizma oldugu belirlendi. K1, K4, K5, K6, K7 ve K8 komplekslerinin test edilen
tim Gram (+) bakterilere kars1 antimikrobiyal etkiye sahip oldugu, en iyi etkinligi ise K6
kompleksinin Gram (+) S. aureus ve B. cereus suslarina kars1 gosterdigi tespit edildi. K6
kompleksinin test edilen tiim bakterilere karsi 62.5-125 pg/100 pl konsantrasyonlarda
etkili iken, K8 kompleksinin ise hem bakteri hem de mayalara karst 15.62-125 ng/100 ul

konsantrasyon araliginda antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriildii.

Tablo 12. Komplekslerin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MIK)

Mikroorganizmalar ve MiK Degerleri
K(‘::;Iilgé(:ll)er Gram (-) Gram (+) Maya
Ec Ea Yp Pa Sa Ef Li Bc Cg Ct
K1 - - 500 - 125 125 125 500 - -
K2 - - 500 | 62.5 - - 125 - - -
K3 - 500 - - 250 | 250 - - - -
K4 500 - - 62.5 | 62.5 | 250 62.5 62.5 | <3.90 | 31.25
K5 62.5 | 125 125 125 | 62.5 | 62,5 62.5 62.5 - -
K6 62.5 - 500 - 7.81 125 62.5 7.81 | 62.5 | 32.25
K7 - - - 250 125 | 250 62.5 250 | 62.5 | 31.25
K8 31.25 | 62.5 | 31.25] 62.5 | 62.5 | 125 31.25 | 31.25| 15.62 | 31.25
Ampisilin* 10 | >128 18 | >128 | 35 10 10 15 - -
Flukonazol** - - - - - - - - <8 <8

Ec:Escherichia coli ATCC 25922, Ea: Enterobacter aeroginosa ATCC 13048 Yp: Yersinia
pseudotuberculosis ATCC 911, Pa: Pseudomonas aeruginosa ATCC 43288, Sa: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Ef: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Li: Listeria monocytogenes ATCC 43251, Bc:
Bacillus cereus 702 Roma, Cg: Candida glabrata 66032, Ct: Candida tropicali ATCC 13803, (—):
Aktivite yok.

* Antibakteriyal

**Antifungal

3.2.3. Misel Gelisiminin Inhibisyonu Aktivitesi

Misel gelisiminin inhibisyonu tayininde mantarlardan elde edilen su, metanol ve
etilasetat Oziitlerinin, Aspergillus niger (kif mantari)’e karsi antimikrobiyal aktivitesinin

olmadig: tespit edildi. Ayrica, kontrol amagh kullanilan mantar 6ziitii igermeyen kontrol
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petri plagi ve su, % 80’lik metanol ve % 99.9’luk etilasetat igeren petri plaklarinda da

tireme oldugu gozlendi.

3.3. Kompleks- DNA Etkilesiminin Incelenmesi

DNA ile kompleks ve ligandlarin etkilesimini incelemek icin spektroskopik
caligmalar yapildi (Wang vd, 2009). Aynn ayn K1, K2, K3, K4, K5, K6, K7 ve K8
komplekslerinin belirli konsantrasyondaki ¢ozeltilerine DNA’nin ilavesi ile ¢ozeltilerin
absorbsiyon spektrumlarindaki ve absorbanslarindaki degisimler tespit edildi.

K1 kompleksine artan konsantrasyonda DNA ilavesiyle komplekse ait 260 nm’deki
sinyalin dalga boyunda sirasiyla, 8.86, 10.88 ve 11.29 nm’lik kirmiziya kayma ve
kompleksin bu dalga boyunda ki absorbansinda sirasiyla, 0.171, 0.287 ve 0.319 absorbans
birimi kadar azalma (hipokromizm) gézlendi (Sekil 3).
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Sekil 3. K1 kompleksinin sirasiyla 0.3, 0.6 ve 0.9 uM DNA ilavesi sonucunda elde edilen
absorbsiyon spektrumu

K2 kompleksine artan konsantrasyonda DNA ilavesiyle komplekse ait 257 nm’deki
sinyalin dalga boyunda sirasiyla, 7.21, 11.39 ve 12.88 nm’lik kirmiziya kayma ve
kompleksin bu dalga boyunda ki absorbansinda sirasiyla, 0.214, 0.311 ve 0.326 absorbans

birimi kadar azalma (hipokromizm) gozlendi (Sekil 4).
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Sekil 4. K2 kompleksinin sirasiyla 0.3, 0.6 ve 0.9 uM DNA ilavesi sonucunda elde
edilen absorbsiyon spektrumu

K3 kompleksine artan konsantrasyonda DNA ilavesiyle komplekse ait 254 nm’deki
sinyalin dalga boyunda sirasiyla 1.78, 1.97 ve 2.06 nm’lik maviye kayma ve kompleksin
bu dalga boyunda ki absorbansinda sirasiyla 0.125, 0.226 ve 0.283 absorbans birimi kadar
azalma (hipokromizm) gozlendi (Sekil 5).
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Sekil 5. K3 kompleksinin sirastyla 0.3, 0.6 ve 0.9 uM DNA ilavesi sonucunda elde
edilen absorbsiyon spektrumu

K4 kompleksine artan konsantrasyonda DNA ilavesiyle komplekse ait 249 nm’deki
sinyalin dalga boyunda sirastyla, 0.16, 0.63 ve 0.68 nm’lik kirmiziya kayma gozlenirken,
DNA ilavesiyle kompleksin bu dalga boyunda ki absorbansinda 6nemli bir degisiklik
gbzlenmedi (Sekil 6).
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Sekil 6. K4 kompleksinin sirastyla 0.3, 0.6 ve 0.9 uM DNA ilavesi sonucunda elde edilen
absorbsiyon spektrumu

K5 kompleksine artan konsantrasyonda DNA ilavesiyle komplekse ait 260 nm’deki
sinyalin dalga boyunda kirmiziya ya da maviye dogru bir kayma ve kompleksin bu dalga

boyundaki absorbansinda énemli bir degisiklik gézlenmedi (Sekil 7).
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Sekil 7. K5 kompleksinin sirasiyla 0.3, 0.6 ve 0.9 uM DNA ilavesi sonucunda elde
edilen absorbsiyon spektrumu

K6 kompleksine artan konsantrasyonda DNA ilavesiyle komplekse ait 250 nm’deki
sinyalin dalga boyunda sirasiyla 0.20, 0.68 ve 1.12 nm’lik maviye kayma gozlenirken,
DNA ilavesiyle kompleksin bu dalga boyunda ki absorbansinda degisiklik gézlenmedi
(Sekil 8).
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Sekil 8. K6 kompleksinin sirasiyla 0.3, 0.6 ve 0.9 uM DNA ilavesi sonucunda elde
edilen absorbsiyon spektrumu

K7 kompleksine artan konsantrasyonda DNA ilavesiyle komplekse ait 250 nm’deki
sinyalin dalga boyunda sirasiyla 0.59, 0.65 ve 1.73 nm’lik kirmiziya kayma gozlenirken,
DNA ilavesiyle kompleksin bu dalga boyunda ki absorbansinda 6nemli bir degisiklik
gbzlenmedi (Sekil 9).
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Sekil 9. K7 kompleksinin sirasiyla 0.3, 0.6 ve 0.9 uM DNA ilavesi sonucunda elde edilen
absorbsiyon spektrumu

K8 kompleksine artan konsantrasyonda DNA ilavesiyle komplekse ait 255 nm’deki
dalga boyunda kirmiziya ya da maviye dogru bir kayma ve kompleksin bu dalga

boyundaki absorbansinda 6nemli bir degisiklik gozlenmedi (Sekil 10).
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Sekil 10. K8 kompleksinin sirasiyla 0.3, 0.6 ve 0.9 uM DNA ilavesi sonucunda elde
edilen absorbsiyon spektrumu

L1 ligandi i¢in, 0.3 pM DNA ilavesiyle liganda ait 254 nm’deki sinyalin dalga
boyunda sirasiyla 0.68 nm’lik kirmiziya kayma ve DNA ilavesiyle ligandin bu dalga
boyunda ki absorbansinda 0.113 absorbans birimi kadar artig (hiperkromizm) gézlendi

(Sekil 11).
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Sekil 11. L1 ligandimin 0.3 pM DNA ilavesi sonucunda elde edilen absorbsiyon
spektrumu

L2 ligandi 0.3 pM DNA ilavesiyle komplekse ait 250 nm’deki sinyalin dalga
boyunda sirasiyla 0.23 nm’lik kirmiziya kayma gozlenirken, DNA ilavesiyle kompleksin

bu dalga boyunda ki absorbansinda 6nemli bir degisiklik gozlenmedi (Sekil 12).



49

1.8
1.6

1.4

1.04

Ahcorhans

0.8

0.6+

0.2+

0.0

250 300 350 400 450 500

Dalga Boyu (nm)

Sekil 12. L2 ligandinin 0.3 uM DNA ilavesi sonucunda elde edilen absorbsiyon
spektrumu



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Calisgmanin ilk asamasinda, Hidirnebi yaylasindan (Trabzon) rastgele Ornekleme
yontemine gore toplanan Boletus edulis (M1), Boletus erythropus (M2), Tricholoma
saponaceum var. saponaceum (M3), Agaricus arvensis (M4), Cantharellus cibarius var.
cibarius (M5), Laccaria laccata (M6), Russula rosea (M7), Leucopaxillus giganteus
(M8) ve Helvella elastica (M9) yenilebilir mantar tiirlerinin su, %80’lik metanol ve
%99.9’luk etilasetat Oziitlerinin toplam fenolik madde icerikleri, DPPH serbest radikali
giderme aktiviteleri ve antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Calismanin diger
asamasinda ise (2E,3E)-[6-{[(1E,2E)-2-(hidroksiimino)-1-metilpropiliden]amino } pridin-2-
il)imino]biitan-2-on oksim ligandinin (L1) homo diniikleer bakir (IT) (K1), hetero dintikleer
bakir (II) —nikel (II) (K2), mononiikleer bakir (II) (K3) ve 2-(hidrosiimino)-1-
metilpropilidenaminofeniliminobiitan-2-on oksim ligandinin (L2) mononiikleer bakir (II)
(K4), hetero diniikleer nikel (IT) —bakir (IT) (K5), homo diniikleer bakir (II) (K6), homo
triniikleer bakir (II) (K7) ve hetero diniikleer bakir (IT) —nikel (II) (K8) komplekslerinin
DPPH serbest radikali giderme aktiviteleri, Siiperoksit Dismutaz benzeri aktiviteleri, DNA
interkalasyon etkilesimleri ve antimikrobiyal aktiviteleri incelendi.

Insan ve diger organizmalar, kendilerini oksidatif hasarlara karsi koruyan farkli
antioksidan savunma ve tamir sistemlerine sahip olmalarina ragmen, bu sistemler her
zaman tam olarak bagarili degildirler. Bu nedenle, endojen savunma sistemlerine yardimei1
olmak icin antioksidan aktivite gosteren dogal {iriinlerin kullanimina ilgi giderek
artmaktadir. Bu ag¢idan, insan viicudundaki oksidatif hasar1 azaltmaya yardim etmek i¢in
muhtemel koruyucu ajanlar olarak insan diyetindeki antioksidanlar ilgi ¢ekmektedir. Son
zamanlarda, bir¢ok dogal antioksidan farkli bitki materyallerinden izole edilmistir. Ayrica,
mantarlar fonksiyonel yiyecek, ilag ve niitrasotik olarak ilgi ¢cekmeye baslamistir (Barros
vd., 2007a). Ciinkii mantarlar genellikle, polisakkaritler ve polifenoller gibi genis bir
serbest radikal giderici molekiil sinifi igeririler (Cui vd., 2005). Fenolik bilesikler,
arterioskleroz ve kanserin onlenmesi ile ilgili en dnemli besin bilesenlerinden biridir
(Williams ve latropoulos, 1997; Tiirkoglu vd., 2007). Mantarlarin selatlama, lipoksigenaz
ve serbest radikal giderme yetenegi biyoaktif fenoliklerle iligkilidir (Decker, 1997;
Tiirkoglu vd., 2007). Fenoller, hidroksil gruplar1 ile radikal giderme aktiviteleri

oldugundan 6nemli bilesiklerdir. Fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteyle direkt iliskili
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oldugu ve lipid peroksidasyonunun stabilizasyonunda 6nemli rol oynadigi bildirilmistir
(Yen vd., 1993 ; Elmastas vd., 2007).

Mantarlarin su, metanol ve etilasetat oOziitlerinin fenolik bilesik igerigi Folin-
Ciocalteu reaktifi ile olusturduklari renkli kompleksin 750 nm’deki absorbans1 dlgiilerek ve
gallik asit standart olarak kullanilarak hesaplandi. Sonuglar mg GAE/g 6ziit olarak verildi
(Tablo 5). Oziitlerde 6.620-163.0 mg GAE /g oziit degerleri arasinda dnemli miktarda
fenolik madde tespit edildi. Genellikle metanol 6ziitleri daha yiiksek miktarda fenolik
madde icerdigi, en yiiksek fenolik madde iceriginin M4 mantarinin metanol 6ziitiinde, en
diistik icerigin ise M6 mantarinin etilasetat 6ziitiinde oldugu tespit edildi.

Yenilebilir mantarlarla yapilan benzer ¢alismalar literatiirde mevcuttur. Hypsizigus
marmoreus (Peck) Bigelow (Tricholomataceae) mantarinin toplam fenolik icerigi su
oziitiinde 10.01, etanol o6ziitiinde ise 6.89 mg GAE/g 6ziit olarak (Lee vd., 2008); Agaricus
brasiliensis Wasser & Didukh mantarinin toplam fenolik igerigi gen¢ safhadaki metanol
Oziitii i¢in 29.64, olgun sathadaki icin ise 28.82 mg GAE/g 6ziit olarak (Soares, vd., 2009)
bildirilmistir. Ayrica, Agaricus bisporus Turk 1920, Polyporus squamosus Turk 1470,
Pleurotus ostreatus Turk 1950, Lepista nuda Turk 2104, Russula delica Turk 930, Boletus
badius Turk 1832 ve Verpa conica Turk 2152 mantarlarinin metanol ziitlerinde toplam
fenolik madde sirasiyla 13.1, 13.9, 12.1, 7.7, 26.0, 17.5, 17.2 mg GAE/g 6ziit (Elmastas
vd., 2007) olarak; Agaricus bisporus (Lange) Imbach, Agaricus silvaticus Schaeff.,
Agaricus silvicola (Vittad.), Boletus edulis Fr., Calocybe gambosa (Fr.) Donk,
Cantharellus cibarius L. ex Fr., Craterellus cornucopioides Pers. ve Marasmius oreades
(Bolt.ex Fr.) Fr. mantarlarinin metanol 6ziitlerindeki toplam fenolik madde miktari
sirastyla 4.49, 8.94, 6.18, 5.03, 1.70, 0.88, 2.13 ve 3.20 mg GAE/g o6ziit (Barros vd., 2008)
olarak tespit edildigi bildirilmistir. Hu ve arkadaslart (2009) ise Inonotus obliquus
mantarinin etanol 6ziitiiniin toplam fenolik igerigini 91.5 mg GAE/g 6ziit, su 6ziitlerindeki
toplam fenolik igerigi (50, 70 ve 80 °C’de ekstraksiyon igin) ise 39.3, 40.4, ve 40.7 mg
GAE/g 0ziit olarak bildirmistir.

Boletus edulis (M1) ile Cantharellus cibarius (M5) mantarlar1 Barros ve arkadaslari
(2008) tarafindan daha oOnce c¢alisildi. Trabzon bdlgesinden toplanan M1 mantarinin
metanol oziitlinde toplam fenolik madde miktar1 42.68 mg GAE/g 06ziit olarak tespit
edilirken, Barros ve arkadaslar1 (2008) tarafindan calisilan ve Braganca (Kuzeydogu
Portekiz) bolgesinden toplanan mantarlarda ise bu miktar 5.03 mg GAE/g 6ziit olarak

tespit edildi. Ayn1 sekilde M5 mantarinin metanol 6ziitiinde i¢in toplam fenolik madde
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miktar1 ¢alismada 73.42 mg GAE/g 6ziit olarak tespit edilirken, Barros ve arkadaslari
(2008) tarafindan 0.88 mg GAE/g 6ziit olarak tespit edildi. Calismada kullanilan M1 ve
M5 mantar 6ziitleri Barros ve arkadaglarinin (2008) belirttiginden daha yiiksek fenolik
icerige sahiptir. Benzer sonuclar literatiirde farkli ¢aligmalar i¢cin de goriilmektedir.
Agaricus bisporus mantarinda fenolik madde miktarin1 Elmastas ve arkadaslari (2007)
13.1 mg GAE/g 6ziit olarak bildirirken Barros ve arkadaslar1 (2008) 4.49 mg GAE/g 6ziit
olarak bildirmistir. Bu sonuclar, ayn1 mantar tiirii i¢in, mantarin yetistigi iklim, cevre
sartlart ve hasat zamanmin mantarin kimyasal yapismi belirledigi gercegini ortaya
koymaktadir (Zeiger, 2002).

Oziitlerin hidrojen atomu verme kabiliyeti DPPH’in serbest radikal olarak
kullanildig1 spektrofotometrik yontemle belirlendi ve Oziitlerin DPPH’in mor renkli
metanolik ¢ozeltisinin rengini agartmasi 6l¢iildii. DPPH konsantrasyonunu yariya diisiiren
0ziit miktar1 mg/ml cinsinden belirlendi ve ICso degeri olarak ifade edildi (Tablo 6).
Standart olarak Trolox® kullanildi. (Tiirkoglu vd, 2007).

Calisilan mantar oOziitlerinin Trolox® benzeri DPPH serbest radikali giderme
aktivitesi gosterdigi tespit edildi. Oziitlerin ICsy degeri 0.014-13.600 mg/ml araliginda,
standart olarak kullanilan Trolox®’un ise 0.004 mg/ml olarak belirlendi. Genel olarak,
caligilan tiim mantarlarin metanol 6ziitlerinin daha etkili radikal giderici aktivitesi oldugu,
calisilan tiim mantarlarda M1 mantarinin tim Oziitlerde ise M1 mantarinin etilasetat
Oziitlinlin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu tespit edildi.

Daha o6nceki ¢aligmalarda dziitlerin 1Cso degeri ile fenol igerigi arasinda negatif lineer
bir iliski oldugu yani en yiiksek fenolik igerikli 6ziitiin daha yiiksek aktivite ve daha diisiik
ICso degerine sahip oldugu bildirildi (Barros vd., 2007). Calismada kullanilan mantarlarin
her ti¢ 0ziitli dikkate alindiginda genellikle metanol 6ziitlerinin daha yiiksek toplam fenolik
icerige ve daha iyi DPPH serbest radikali giderici aktivitesine sahip oldugu goriildii.

Makromantarlarin  antimikrobiyal aktivitelerini saptamak amaciyla yapilan
arastirmalarda degisik  ¢oziiciilerde hazirlanan Oziitlerinin degisik  test
mikroorganizmalarina kars1 farkli tipte antagonistik etki olusturduklart bildirilmektedir.
Makromantarlarin antimikrobiyal etkileri, fungal yapida sentezlenen ve c¢ogunlukla
organizmaya 6zgl bazi fenolik bilesikler, piirinler, pirimidinler, kinonlar, terpenoidler ve
fenil proponoid tiirevi gibi antagonistik maddelerden kaynaklanmaktadir (URL-2, 2009).

Mantar 6ziitlerinin biiyiik boliimii, test edilen Gram (+) ve Gram (-) bakteri ile maya

ve kiif mantarlarima karsi etkin antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigi tespit edildi
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(Tablo 10 ve Tabol 11). Baz1 oziitlerin ise kismi aktivite gosterdigi gorildii. Calisilan
mantarlarin metanol 6ziitleri (5-12 mm inhibisyon ¢ap1) ile M1 mantarinin etilasetat 6ziitii
(7 mm inhibisyon ¢ap1) Staphylococcus aureus susunun; M4 ve M5 mantarlarinin metanol
Oziitleri (5 mm inhibisyon ¢api1) ile M1 mantarinin etilasetat 6ziitii (5 mm inhibisyon ¢api)
Bacillus cereus susunun biiyiimesini inhibe ettigi tespit edildi. Literatiirde, mantarlarla
yapilan caligmalarda benzer sonuglar mevcuttur. Tiirkoglu ve arkadaslar1 (2007)
Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill’in metanol 6ziitiiniin bazi Gram (+) ve Gram (-)
bakterilere karst kismi aktivite (4.5 -9 mm inhibisyon capi) gosterdigini bildirirken;
Isvicre’de Keller ve arkadaslar1 (2002) 57 farkli tiir mantarin diklorometan, metanol ve su
Oziitlerinin %79 kadar 6nemli bir kism1 i¢in test edilen mikroorganizmalara karsi 6nemli
bir aktivite sergilemediklerini bildirdiler. Keller ve arkadaslar1 (2002) bu c¢alismada
kullanilan M1 mantarini1 da c¢alisti ve diklorometan, metanol ve su Oziitlerinin test edilen
mikroorganizmalara kars1 etkisiz oldugunu bildirdi. Ayrica Barros ve arkadaslar1 (2007b)
Sarcodon imbricatus (L.) P. Karst. ve Tricholoma portentosum (Fr.) Qu’el. mantarlarinin
metanol oOziitlerinin Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve Candida albicans
suslarina kars1 etkisiz oldugunu bildirdi.

Oksim tipi ligand kompleksleri onemli arastirma ve elestirilere konu olmustur.
Gegtigimiz on yilda oksimlerin, sentez, karakterizasyon caligmalar1 ile mono-niikleer,
homo- ve hetero-poliniikleer ve polimerik metal komplekslerin hazirlamas1 ¢alismalari
gergeklestirilmistir ve biyolojik 6zellikleri incelenmistir (Kurtoglu vd., 2008).

Calismada kullanilan oksim tipi ligand komplekslerinin DPPH serbest radikali
giderme aktivitesi ¢alismalar1 sonucunda tiim komplekslerin aktivite sergiledigi goriildii.
Komplekslerin 50 uM konsantrasyondaki DPPH serbest radikali giderme aktivitelerinin
karsilastirildiginda siralamanin su sekilde oldugu goriilmektedir: K6 (%61) > K7 (% 41) >
K2 (%34) > K4 (%31) > K1 = K3 (%26) > K5 (%3) > K8 (%2). Standart olarak kullanilan
Trolox® ise 0.051 uM konsantrasyonda %50 aktiviteye sahip oldugu tespit edildi.
Bulgulardan anlasildig: gibi kompleksler Trolox®’a gore ¢ok diisiik aktiviteye sahiptir. Bu
durum, komplekslerin biiylik halkali yapilara sahip olmasina ve sterik engelden dolay1
DPPH radikaline hidrojen sunamamis olmasina atfedilebilir.

Calisilan komplekslerin SOD-benzeri aktivite deneyinde riboflavin ve metiyonin
sistemi tarafindan iiretilen siiperoksit radikallerinin, NBT nin indergenmesini dnlemesi ve
buna bagli olarak da absorbanstaki diisiis 560 nm’deki absorbans dlgiilerek belirlendi

(Beauchamp ve Fridovich, 1971). Calisilan tim komplekslerin artan konsantrasyonlari ile
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riboflavin, metiyonin ve NBT nin belirli konsantrasyonlarinda, NBT indirgenmesinin %50
Onlemesi aktivitesi sirasiyla su sekildedir: K3 (23 uM) > K1 (44 uM) > K2 (57 uM) > K6
(102 uM) > K5 (117 uM) > K7 (235 uM) > K4 (420 uM) > K8 (2037 uM) (Tablo 9).
Calisilan kompleksler igerisinde etkin SOD benzeri aktivitenin K3 kompleksi tarafindan
sergilendigi belirlendi. K1 kompleksi en etkili NBT indirgenmesini 6nleme aktivitesi
gosteren K3’1in, yaklasik 2 kat1, K2’ nin 2.5 kat1 konsantrasyonda bu etkiyi gosterdigi tespit
edildi. K4 kompleksi K3’e gore 17 kat daha diisiik aktivite sergilerken K7 kompleksinde
bu oran ¢ok daha yiiksek ve K3’iin 89 kat1 daha diisiik aktivite sergiledigi tespit edildi.
Komplekslerin SOD benzeri aktivite sergiledigi, ancak ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bu
etkiyi gostermis olduklar tespit edildi. Komplekslerin olduk¢a yiiksek konsantrasyonlarda
bu aktiviteyi gostermelerinin sebebinin komplekslerin biiyiik halka yapilarina sahip
olmalar1 ve sterik engellerin olabilecegi diistiniilmektedir. Makrosiklik bakir (II)
komplekslerinde makrohalkanin sterik engellemesi sonucu diisiik SOD-benzeri aktivitenin
olabilecegi bildirilmistir (Fernandes vd., 2007). Benzer ¢alismalarda, Ferrer ve arkadaglar
(2007) ksantin/ksantin oksidaz sistemi kullanarak bakir kompleksleri i¢in ICsy degerlerini
40.7 uM ve 34.7 uM olarak, Suksrichavalit ve arkadaglar1 (2009) bakir kompleksleri igin
ICs degerlerini 49-130 uM olarak bildirdi.

DNA ile komplekslerin etkilesimini incelemek i¢in spektroskopik ¢alismalar yapildi
(Wang vd., 2009). Hiperkromik etki ve hipokromik etki, DNA’nin ¢ift sarmal-heliks
yapistyla ilgili spektrum Ozellikleridir. Bu spektral degisiklikler DNA’nin yap1 ve
konformasyonundaki degisiklikleri gosterir. Hipokromizmin DNA’nin
konformasyonundaki degisiklikler sonucu heliks aksisindeki kisalmasindan ve
hiperkormizmin DNA ¢ift sarmal-heliks yapisinin zarar gormesinden kaynaklandigi
bildirilmistir (Zhou vd., 2007).

Yapilan bu ¢aligmada, K1 ve K2 komplekslerinde DNA ilavesiyle hipokromizm ve
kirmiziya kayma, K3 kompleksinde ise hipokromizm ve maviye kayma gozlendi. Tian ve
arkadaslar1 (2007) biniikleer kobalt (II) kompleksinin, Selim ve arkadaslar1 (2007)
heterometalik nitrozil kompleksinin, Hirohama ve arkadaslar1 (2005) fenantrolin ligandinin
bakir kompleksinin spektroskopik DNA etkilesimi ¢alismalarinda, DNA ilavesiyle
spektrumdaki hipokromizm seklindeki degisimin ¢alisilan komplekslerin DNA ile
interkalasyonu sonucunda olabilecegini bildirmislerdir. K5 ve K8 komplekslerine DNA
ilavesiyle, komplekslerin maksimum absorbans yaptig1 dalga boylarinda kayma ve bu

dalga boylarindaki absorbanslarinda degisiklik gézlenmedi. K4 ve K7 kompleksleri ile L2
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ligandina DNA ilavesiyle komplekslerin ve ligandin maksimum absorbans yaptig1 dalga
boylarinda kirmiziya kayma gozlenirken, maksimum absorbans yaptig1 dalga boylarindaki
absorbanslarinda degisiklik gozlenmedi. K6 kompleksinde ise dalga boyunda maviye
kayma gozlenirken, absorbansta degisiklik gdzlenmedi.

L1 ligandina DNA ilavesiyle hiperkromizm ve kirmiziya kayma gozlendi. Benzer
seklide, Zhou ve arkadaglar1 (2007) poliamin-bakir (II) kompleksinin, Kumar ve
Arunachalam (2009) fenantrolin ve fenilalanin liganlarinin  polimer-bakir  (II)
komplekslerinin  spektroskopik DNA etkilesimi ¢alismalarinda DNA ilavesiyle
spektrumdaki hiperkromizm seklindeki degisimin, calisilan komplekslerin DNA ile
interkalasyonu sonucunda olabilecegini bildirmistir. Bu bilgilere gore, K1, K2 ve K3
kompleksleri ile L1 ligandinin DNA ilavesi sonucu olusan spektral degisiklikleri gore
DNA ile interkalasyon etkilesimi yapabildigi sdylenebilir.

Antimikrobiyal ¢aligmalar sonucunda komplekslerden yalnizca K4, K6, K7 ve K8
kompleksleri test edilen mayalara kars1 etkili bulundu (Tablo12). Bunlar arasinda Candida
glabrata’nin K4 ve K8 komplekslerine karsi en duyarli mikroorganizma oldugu belirlendi.
K1, K4, K5, K6, K7 ve K8 komplekslerinin test edilen tim Gram (+) bakterilere karsi
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu, en iyi etkinligi ise K6 kompleksinin Staphylococcus
aureus ve Bacillus cereus suslarina kars1 gosterdigi tespit edildi. K6 kompleksi test edilen
tiim bakterilere kars1 62.5-125 pg/100 pl konsantrasyonlarda etkili iken, K8 kompleksinin
ise hem bakteri, hem de mayalara karsi, 15.62-125 pg/100 pl konsantrasyon araliginda
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriildii. Komplekslerin farkli aktivite gostermeleri
hiicre zarinin gegirgenligine ve mikrobiyal hiicredeki ribozomlarin farkliligina baghdir
(Kurtoglu vd., 2008). Calismada kullanilan komplekslerin hemen hepsi, Gram (+) ve
Gram (-) bakterilere ve mayalara kars1 yapilan benzer ¢calismalardaki vic-dioxim ligandinin
mononiikleer nikel (II), kobalt (I) ve bakir (I) kompleksleri (Kurtoglu vd., 2008) ile
fenantrolin ve fenilalanin ligandinin polimer-bakir (II) komplekslerinden (Kumar vd.,

2009) cok daha iyi aktivite sergiledigi belirlendi.



5. ONERILER

Oksidatif stres siiresince olusan reaktif oksijen tiirlerinin yaslanmaya sebep oldugu
bilinmektedir. Ciinkii yaslanmayla beraber reaktif oksijen tilirlerinin biyomolekiiller
tizerindeki oksidatif hasarinda artis s6z konusudur. Fenollerin, hidroksil gruplari nedeni ile
radikal giderme aktivitesi vardir ve arterioskleroz ve kanser gibi hastaliklarin 6nlenmesi
acisindan fenoller besinlerin 6nemli bir bilesenidir. Calismada kullanilan yenilebilir
mantarlarin 6nemli miktarda fenolik bilesik icerdigi tespit edildi. Bu mantarlarin giinliik
besin tiiketiminde paymin artirilmasi oksidatif stres ve s6z konusu hastaliklar1 6nlemede
etkili olabilecektir.

Calismada, mantarlarin DDPH serbest radikalini giderme aktivitesi ile komplekslerin
DDPH serbest radikalini giderme aktivitesi ve SOD benzeri aktivitesi incelendi. Daha
ileriki ¢alismalarda bu calismada kullanilan mantarlarin ve komplekslerin DMPD giderme
aktivitesi, ABTS giderme aktivitesi, demir indirgeme aktivitesi gibi antioksidan 6zellikleri
de arastirilabilir. Boylelikle incelenen mantar ve komplekslerin antioksidan 6zellikleri daha
ayrintili ortaya konabilir.

Son yillarda c¢ogu arastirmacilar kiigiik molekiillerin DNA ile etkilesimine
odaklanmiglardir. DNA genelde anti kanser ilaglarinin hiicre i¢i hedeflerinde birincil olarak
onemlidir. Bu ylizden kii¢iik molekiiller ve DNA arasindaki etkilesim kanser hiicrelerinin
boliinmesinin engellenmesi ve kanserli hiicrelerde DNA hasarina yol agarak hiicre
Oliimiine sebep olabilir. Bu c¢alismada K1, K2 ve K3 komplekslerinin DNA ile
interkalasyon etkilesimi yapabildigi tespit edildi. ileriki ¢alismalarda, bu komplekslerin
antikanser ilag¢ olabilme potansiyeli agisindan DNA ile baglanma modelleri ve antitimor
ozellikleri arastirilabilir.

Mevcut ilaglara mikroorganizmalarin  direng  gelistirmesi  sebebiyle yeni
antimikrobiyal ilaglara ihtiya¢ vardir. Calismada komplekslerin DMF igerisindeki
¢ozeltilerinin patojen Gram (+) ve Gram (-) bakterilere ve mayalara karsi1 antimikrobiyal
aktivitesi oldugu tespit edildi. Komplekslerin suda c¢oziinebilen formlar1 tasarlanarak

antimikrobiyal ajan olarak kullanimlar1 ayrica arastirilabilir.
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