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OZET
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Sentetik antioksidanlarin gidalarda kullaniminin sinirlandirilmasi sebebi ile ilag ve gida endiistrisinde
kullanilmak tizere koruyucu nitelikli dogal kaynakli antioksidanlarin gelistirilmesine biyiik ilgi s6z
konusudur. Ayrica enzim inhibitdrii potansiyeline sahip dogal bilesikler de ilag¢ endiistrisi a¢isindan ilgi
¢ekicidir. Bu niteliklere sahip dogal kaynaklarin basinda mantarlar gelmektedir ¢iinkii fonksiyonel
gidalar olarak nitelendirilen mantarlar zengin nutrasétik kaynagidirlar.

Bu bilgiler 1s18inda bu tez ¢alismasinda Ordu ilinden toplanan yabani ve yenilebilir Cantharellus
cibarius, Lactarius deliciosus ve Lactarius pyrogalus mantar turlerinin antioksidan aktivitelerinin ve
kolinesteraz, tirosinaz ve iireaz inhibisyon potansiyellerinin belirlenmesi amag¢landi. Bu amagla metanol
ile ekstrakte edilen 3 farkli mantar Orneginin toplam antioksidan aktiviteleri ortalama olarak
29.71 mg AA/g ekstrakt olarak hesaplanirken en kii¢iik SCso degeri (1.930 mg/mL) ile en yiiksek DPPH
serbest radikal slipurme aktivitesi L. pyrogalus tiirii i¢in hesaplandi. Her ii¢ mantar numunesi igin
hesaplanan indirgeyici gili¢ potansiyeli birbirine esdeger bulunurken, organizmada istenmeyen
reaksiyonlara yol agabilecek Fe?* iyonu ile selat olusturma potansiyeli agisindan C. cibarius turii daha
etkilidir. Ote yandan ¢alismanin diger kisminda test edilen 6rneklerin enzimatik antioksidan aktiviteleri
incelenmis olup ticari karsiliklarina gore etkin olmamakla birlikte stiperoksit dismutaz, katalaz ve
peroksidaz aktiviteleri agisindan C. cibarius diger iki tiire gore daha istiin niteliklere sahiptir. Biyolojik
antioksidan kapasitenin degerlendirilmesinin bir baska 6nemli yolu olarak uygulanan indiiklenmis lipid
peroksidasyonunun o6nlenmesi testinin sonucuna goére 0.1 mg/mL konsantrasyonundaki mantar
numunesi ekstraktlari arasinda yine C.cibarius yaklasik olarak %13 ile en yiiksek degere sahiptir. Ote
yandan Alzheimer ve Parkinson basta olmak tizere cilt kanserine varan nitelikte deri rahatsizliklar ile
mide kanserine varan 6l¢lide Helicobacter pylori kaynakli pek ¢ok rahatsizligin tedavisinde enzim
inhibitorii potansiyelleri sayesinde ilag degerine sahip olabilmeleri umuduyla test edilen mantar
numuneleri arasinda Lactarius tiirlerinin daha etkin sonuglara sahip oldugu goriilmektedir.

Tim dogal kaynaklar gibi Ordu yoresinden elde edilen mantar numunelerinin yetistigi bdlgenin ekolojik
Ozelliklerine bagli olarak igerdigi baskin metabolitlerin tiirlerinin ve miktarlarinin farklilik gostermesi
sebebiyle antioksidan aktivite ve enzim inhibisyonu potansiyellerinde farkli bulgular elde edilmistir.
Ayrica elde edilen veriler literatiirle kiyaslandiginda pek ¢ok bitkisel kaynaktan iistiin niteliklere sahip
oldugu ortaya konulmus olup, bu tez ¢aligmasi ile elde edilen bulgular gida, kozmetik, ilag ve tip
alanlarinda yararlanilabilecek bir kaynak olarak literatiire dnemli bir katki saglamakla birlikte benzer
caligmalara 151k olabilecek niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer, Antioksidan Aktivite, DPPH, Enzim inhibisyonu, Katalaz, Lipid
Peroksidasyonu Inhibisyonu, Mantar, Peroksidaz, Siiperoksit Dismutaz,
Selatlagsma Aktivitesi.



ABSTRACT
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Due to the limited use of synthetic antioxidants in food, there is great interest in the development of
naturally occurring antioxidants for use in the pharmaceutical and food industries. Furthermore, natural
compounds with enzyme inhibitor potentials are also of interest in terms of the pharmaceutical industry.
Mushrooms are the leading natural resources with these qualities among the other natural sources,
because the mushrooms, which are characterized as functional foods, are a rich source of nutraceuticals.

In the light of this information, it is aimed to determine the antioxidant activities and cholinesterase,
tyrosinase and urease inhibition potentials of wild and edible Cantharellus cibarius, Lactarius
deliciosus and Lactarius pyrogalus mushroom species collected from Ordu province in present thesis
study. For this purpose, the total antioxidant activities of 3 different mushroom samples extracted with
methanol were calculated as 29.71 mg AA / g extract on average, and the highest DPPH free radical
scavenging activity with the smallest SCsp value (1.930 mg/mL) was calculated for L. pyrogalus.
Calculated reducing power values for three mushroom species were found to be equivalent to each other,
whereas C. cibarius is more potent in terms of chelating potential with the Fe?* ion, which may lead to
undesirable reactions in the organism. On the other hand, the enzymatic antioxidant activities of the
tested samples were investigated in the other part of the study and although they were not effective
according to their commercial counterparts, C. cibarius has superior qualities in terms of superoxide
dismutase, catalase and peroxidase activities according to the other two species. According to the result
of the induced lipid peroxidation inhibition test, another important way of assessing the biological
antioxidant capacity, C. cibarius, has also the highest value of approximately 13% among the mushroom
sample extracts at a concentration of 0.1 mg / mL. On the other hand, Lactarius species seem to have
more effective results among the mushroom samples tested in hopes that they could have drug value
due to enzyme inhibition potential on various diseases especially Alzheimer and Parkinson, and skin
disorders to skin cancer and many diseases results from Helicobacter pylori to stomach cancer.

The results obtained lead to different findings in terms of antioxidant activity and enzyme inhibition
potentials because the species and amounts of the predominant metabolites contained in the muhroom
samples obtained from Ordu region are different depending on the ecological characteristics of the
region like all other natural sources. In addition, it has been shown that the obtained data have superior
qualities from many herbal sources when compared to the literature and the findings obtained by this
thesis study can be a light for similar studies with providing an important contribution to the literature
as a resource to be used in food, cosmetics, medicine and medicine fields.

Keywords: Alzheimer, Antioxidant Activity, Catalase, Chelating Activity, DPPH, Enzyme
Inhibition,  Lipid Peroxidation Inhibition, Mushroom, Peroxidase, Superoxide
Dismutase.
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1. GIRIS

Mantar terimi Latince de mukus kelimesinden gelmektedir (Baker, 1989). Chang ve
Miles (1992)’e gore mantarlar kendine 6zgli meyve kisimlari ile makrofunguslardir ve
toprak altinda (hipogeous) veya toprak iistiinde (epigeous) yetisebilir ve ¢iplak gozle
gorulebilecek, elle toplanabilecek blyukliktedir. Bu organizmalar, yenebilir veya
yenilemeyen, basidiomisetlere ve askomisetlere ait ¢ok biiylik ve ¢esitlendirilmis bir
grup makrofunguslardir. Mantarlar ¢ogunlukla toprak iistiinde yetisir ve bazilarinda

sporlarin tUretildigi semsiye seklinde bir meyve govdesi vardir.

Ekolojik bakis agisindan, mantarlar saprofit, parazit ve mikoriza olabilir. Sadece bir
kac¢ tane parazitik mantar mevcuttur. Ekili mantarlarin ¢ogu saprofitlerdir. Mikorizal
mantarlar bazi bitkilerle 6zellikle agaclarla karsilikli ihtiyag durumlarina gore
simbiyotik bir iligski i¢indedir. Saprofitler besinlerini 6lii organik maddelerden ve
gidalarin1 canli hayvanlardan ve bitkilerden temin ederek konakgiya zarar veren

parazitlerden elde etmektedir (Cheung, 2008).

Mantarlar klorofil tasimayan organizmalar olup, liremeleri sporlar ve/veya miseller
yoluyla gercgeklesir. Topraga dokiilen sporlar riizgarla ya da boceklerle ¢evreye
dagilir ve toprakta yillarca yasayabilir. Mantarlar nemli ortamlarda gelisirler. Bu

nedenle, yagmurlardan sonra topraktaki sporlar ¢imlenerek mantarlar1 olustururlar

(Akata, 2013).

Mantarlar ¢ok eski zamanlardan beri bilinen bir besin olmasina ragmen,
yetistiriciliginin ilk kez 16. yilizyilda Fransa’da yapilmaya baslandig1 pek ¢ok kaynak
tarafindan bildirilmektedir (Giinay, 2000). Baglangicta mevsime bagli olarak agikta
yetistirilmeye baslanan mantar 19. yiizyilin baslarinda tas ocaklari, magara ve tiinel
gibi sicaklik ve nemin oldukga diizenli oldugu kapali1 alanlarda ve ilkel yontemlerle
dretilmistir.  20. yiizyilin baslarinda doku  kiiltiirinden misel iiretiminin
gerceklestirilmesi ve yeni tekniklerin gelismesiyle mantarlar, bu amagla kurulmus
ozel isletmelerde yetistirilmeye baslanmistir (Erkel, 1992). Mantarlarla insan iliskisi
son 20 yildir hem gida hem ila¢ olarak kullanildig: i¢in biiyiileyicidir. Mantarlarin
kullanim1 yalmizca gida olarak degil, ayn1 zamanda farmasoétik, nutrasotik ve

kozmetik alanlaria da genislemistir (Rathore ve ark., 2017).



Mantarlar, yillardir enfes lezzetleri, ekonomik ve ekolojik degerleri ve tibbi 6zellikleri
icin gida olarak tiiketilmekte ve takdir edilmektedir. Genel olarak, mantarlar %90
oraninda su ve %10 oraninda kuru madde icermektedir (Sanchez, 2010). Bu sebepten
dolay1 yasam siiresi kisadir ve hemen ciirir (Boztok, 1990). Mantarlar beslenme
acisindan dikkat ¢eken kimyasal bir bilesime sahiptirler (Dundar ve ark., 2008). Besin
degerleri yumurta, siit ve et ile karsilastirilabilir (Oei, 2003) ve besinsel degerine ilave
olarak sagliga yararlar1 sebebiyle fonkiyonel gidalar olarak degerlendirilimektedirler
(Rathee ve ark., 2012). Mantarlar vitaminlerin (tiamin, riboflavin, askorbik asit,
ergosterol ve niasin) yani sira bol miktarda esansiyel amino asitleri de igerir. Ayrica
mantarlar proteinleri, yaglari, kiil ve glikozitleri de igermektedir. Ugucu yaglar,
tokoferoller, fenolik bilesikler, flavonoidler, karotenoidler, folatlar, organik asitler vb.
mantarlarin diger bilesenleridir (Sanchez, 2004; Patel ve Goyal, 2012). Bu 6zellikleri
ile birlikte mantarlar ylizyillardir c¢esitli {ilkelerde toplanmaktadir ve teknolojik
gelismeler diinya genelinde tiretimlerini de miimkiin hale getirmektedir (Sanchez,

2017).

Mevcut tahminlere gore diinya capinda en az oniki bin tiir mantar mevcut olup bu
tiirlerden iki bin tanesinin yenilebilir oldugu bildirilmektedir. Yaklasik 35 yenilebilir
mantar tlirli ticari olarak yetistirilirken, yaklasik 200 yabani tiir tibbi amagh
kullanilmaktadir. Agaricus bisporus, yillik 6 milyon tonluk {iretimi ile diinya ¢apinda
%30’luk bir pay ile ilk siray1 almaktadir (Poppe, 2000; Ilbay, 2002; Aida ve ark.,
2009; Beulah ve ark., 2013; Rathore ve ark., 2017) ve onu Lentinus edodes ve
Pleurotus spp. izlemektedir (Sanchez, 2010).

Mantarlar tizerinde yapilan arastirmalarin sonuglarina gére mantarlarin farkl tiirdeki
bakteri ve viruslere karsi son derece etkili oldugu yani antibakteriyel ve antiviral
etkilerinin oldugu bilinmektedir. Mantarlar ayrica besin maddesi eldesinde ve
dogrudan dogruya gida olarak da kullanilmaktadir. igerdigi proteinler ve mineraller
bakimindan, kolesterole neden olmamasi gibi gerekcelerle mantarlar ¢cok iyi bir besin
kaynagidir. Dogal habitatindan toplanip yendigi gibi, kiiltiire alinip yenilenleri de
vardir. Agaricus, Agrocybe, Flammulina, Hypholoma, Kuehneromyces, Lentinus,
Macrolepiota, Pholiota, Pleurotus ve Tuber cinslerine ait tiirlerin Amerika, Avrupa

iilkeleri ile Cin ve Japonya gibi uzak dogu tlkelerinde kiiltiirii yapilmakta olup, bu



tilkelerde kiltiir mantarciligi bir endiistri kolu haline gelmistir (Chang ve Miles,

1992).

Mantarlarin faydalanilan yonlerinin yaninda zararlar1 da vardir. Parazitler insan,
hayvan ve bitkiler tizerinde yasayarak hastalik meydana getirirler (Anonim, 2018a).
Ozellikle agaglar iizerinde bulunan mantarlar, dokulara zarar vermek suretiyle kereste
kaybina ve agaglarin 6liimiine sebep olmaktadir. Agag {iriinlerinden yapilan esyalara,
optik malzemelere, tekstil, deri Urtnlerine ve besin maddelerine zarar vererek
ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Oner, 1988). Ayrica gida olarak
tilkketilmelerinin yaninda zehirli olanlar1 ve oliimlere neden olanlart da vardir.
Diinya’da simdiye kadar 200 civarinda zehirli mantar tiirii belirlenmis ve bu
belirlenen tiirlerden sadece 10 tanesinin dldiiriicii 6zellikte oldugu tespit edilmistir

(Peksen ve Karaca, 2003).

Tiirkiye’de yaklasik 300 civarinda yenilebilir 6zellikte mantar tiirii bulunmaktadir.
Tiiketim amagcli toplanan bu doga mantarlarinin bir kismi1 halk pazarlarinda satilirken
bir kismui da ihrag edilmektedir. Bunlarin icerisinde lezzet bakimindan en fazla tercih
edilenler kuzu gébegi mantar1 (Morchella tiirleri), ay1 mantar1 (Boletus edulis), sigir
dili mantar1 (Hydnum repandum), domalan mantar1 (Tuber sp.), keme mantari
(Terfezia sp.), kanlica mantar1 (Lactarius deliciosus), yumurta mantar: (Cantharellus
cibarius), Sezar veya imparator mantari (Amanita caesarea)’dir. Diinyada oldugu
gibi llkemizde de gida acigmin kapatilmasi agisindan mantarlar 6nemli besin

kaynaklarindan birini olusturmaktadir (Peksen, 2013).

Mantar sistematiginde tiim diinyada kabul goérmiis bir sistem bulunmamaktadir.
Onceleri ikili sistemde bitkiler alemi iginde incelenirken giiniimiizde ayr1 bir alem
olarak ele alinmasi ve incelenmesi biitlin diinyada kabul goérmiis bir olgudur. Bu alem
de kendi i¢cinde 11 boliime ayrilmis olup mantarlar dlemi aslinda ¢ok karmasiktir.
Béliinen mantarlar, civik mantarlar, algsi mantarlar, keseli mantarlar, ¢omak

mantarlar, ikincil mantarlar gibi siniflara ayrilabilir (Alexopoulos ve ark., 1996).

Bir nutrasotik, bir gida ya da gidanin bir pargast olarak hastaligin 6nlenmesi ve
tedavisi i¢in tibbi veya saglik yararlar1 saglayan madde olarak tanimlanir.
Nutrasotikler izole edilmis besin maddeleri ve besin takviyelerinden genetigi

degistirilmis tasarim gidalar, bitkisiel irtnler ve hububat, ¢corba ve icecek gibi



islenmis iiriinlere kadar uzanir. Besleyici nutrasotiklerin veya fonksiyonel gidalarin
baz1 Ornekleri diyet lifleri, ¢oklu doymamis yag asitleri, proteinler, peptitler,
aminoasitler, ketositler, mineraller, antioksidatif vitaminler ve glutatyon, selenyum

vb. gibi diger antioksidanlardir (Andlauer ve Furst, 2002; Kruger ve Mann, 2003).

Bir maddenin nutrasotik olarak degerlendirilmesi i¢in sayilan bu bilesenlerin pek
cogunun mantar iceriklerinde mevcut oldugu bilindiginden bu ¢aligma kapsaminda
Karadeniz Bolgesi’nin Ordu ilinden temin edilen 3 farkli yenilebilir yabani mantar
tirindn enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan aktivitesinin belirlenmesi ve
klinik olarak 6nemli enzim inhibisyon potansiyellerinin tespit edilmesi

amaclanmstir.

2. GENEL BIiLGILER



2.1 Mantarlar ve Insan Saghg

Mantarlar geleneksel bir ila¢ olarak yan etkilerden uzak olmasi nedeniyle cesitli
hastaliklar1 6nlemek ve iyilestirmek i¢in kullanilmakta ve giin gectikce kullanimi
daha da artmaktadir. Dogal iirlinler arasinda mantar, kolayca ve bol miktarda elde
edilebilmesi ayrica ucuz olmasi nedeniyle klinik ¢alismalarda en potansiyel aday
olarak gorilmektedir. Mantar orijinli antibiyotikler ginimizde bakteriyel
enfeksiyonlar i¢in kullanilmaktadir. Arastirmalar antifungal karbohidratlar yoluyla
mantarin antikanser dogasi, 6zellikle akciger kanserine etkisi lizerine yogunlagmustir.
Mantarlari, ¢esitli kabilelerin ¢ok eskiden beri tedavi edici olarak kullanmalari, tibbi
potansiyellerinin dnemini ortaya koymus ve arastirmacilarin goriislerini modern tibbi
potansiyelleri iizerinde yogunlastirmalarina sebep olmustur. Mantarlar dogal
tedavinin uygulandigi toplumlarda diger mantarlarla veya otlarla karistirilarak
onlarin biyoaktifligini arttirici/azaltict veya yan etkilerini Onleyici olarak da

kullanilmislardir (Sesli, 1994; Blackwell, 2010).

Pek ¢ok aragtirmaci yenilebilir mantarlarin polisakkaritler (B-glukan), diyet lifleri,
terpenler, peptidler, glikoproteinler, alkoller, mineral elementler, doymamis yag
asitleri ve fenolik bilesikler, tokoferoller ve askorbik asit gibi antioksidanlar olmak
tizere gesitli nutrasotik bilesiklerin kaynagi oldugunu ortaya koymuslardir (Pardeshi
ve Pardeshi, 2009). Spesifik biyoaktif bilesiklerin varligi mantarlari kalp hastaliklari,
hipertansiyon, serebral fel¢ ve kanser gibi hayat1 tehdit eden hastaliklarin dnlenmesi
ve tedavisinin yaninda bagisiklik sistemini giiclendirerek de terapdtik olarak degerli
kilar. Mantarlarin antifungal, anti inflamatuar, antitiimor, antiviral, antibakteriyel,
hepataprotektif, antidiyabetik, hipolipidemik, antitrombotik ve hipotensif aktiviteleri
sergiledigi bilinmektedir (Rathore ve ark., 2017).

Bitkisel bir besin maddesi olan mantarlarin protein degeri azdir, fakat proteinin
biyolojik degeri yiiksektir. Mantarlarin insan sagligi lizerine etkileri ile ilgili yapilan
son yillardaki arastirmalar mantarlarin insan sagligina olumlu etkileri oldugunu

desteklemektedir (Demirel ve Oztiirk, 1993).

Mantarlarin besinsel degerlerinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Mantarlarda bulunan
protein miktart tiir ve ¢esidine gore degismekle birlikte ortalama olarak 100 g mantarda

3-8 g’dir. Bu proteinlerin ortalama %70’1 sindirilebilir niteliktedir. Boylece yenilen



100 g mantarin yaklagik 2-5 g’1 protein olarak viicuda alinir. Mantarlardan alinan
proteinler viicutta depolanmaz, giinliikk harcanirlar. Hayvansal gidalarda ise ortalama
%8-15 arasinda protein bulunmaktadir. Bu proteinlerin ortalama %30-40’1 sindirilir;
yani yenilen 100 g hayvansal gidadan alinan protein miktar1 yaklasik 3-8 g kadardir.
Ancak bu proteinlerin fazlas1 viicutta depolanmaya baslayarak aminoasitler bigiminde
damar ¢eperinde birikir. Bu 0zellikle erkeklerde gorulen kalp-damar hastaliklarinin
nedenlerinden biridir. Kalp damar hastaliklarina sahip kisiler i¢in hayvansal gidalarin
alinmas1 sakincalidir. Mantarlardaki protein miktar1 hayvansal yiyeceklerdeki protein
miktarindan biraz az da olsa, viicutta birikme riski olmamasindan dolay1 tercih nedeni
olmaktadir. Bunlarin yaninda, mantarlardaki proteinlerde insanlarin beslenmesi i¢in
gerekli tiim aminoasitlerde bulunmaktadir. Tiim bu sebeplerden dolayr mantarlar

sagligimiz acisindan 6nemli besinlerdir (Erkel, 1992; Giicin ve Dilger, 1997).

Insanlar D vitaminini giines 15181 etkisiyle cilt iizerinde sentezleyebilmelerine
ragmen, D vitamini bilesiklerinin giinliik diyetle alinimi, 6zellikle kuzey bolgelerde
yasayanlar i¢cin dnemlidir. Kemik hastaliklarinda ve kemik yumusamasina kars1 etkili
olmasinin yani sira D vitamini ayni zamanda postmonopozal osteoporosisin
onlenmesinde de etkili olabilir. Ancak ¢ok az besin maddesi dogal olarak 6nemli
oranda D vitamini icerir. Mantarlar, hayvansal kaynaklar disinda D vitamini igeren
tek dogal kaynaktirlar ve vejetaryenler i¢in dogal D vitamini kaynagidirlar. Birgok
yabani mantar tiiriiniin D2 vitamini agisindan zengin oldugu rapor edilmistir (Mattila

ve ark., 1999).

Icerdikleri toksik maddeler nedeniyle insan sagligini tehdit eden mantarlar “zehirli
mantarlar” olarak adlandirilmaktadir. Zehirli mantarlar, yenildikleri zaman hafif veya
ciddi saglik sorunlarina hatta 6liime neden olabilirler. Diinyada ve iilkemizde doga
mantarlarinin  tiiketilmesi sonucu ortaya c¢ikan zehirlenme olaylar1 ile sikca
karsilagilmaktadir. Mantar zehirlenmeleri orani iklim, yasam sekli ve aliskanliklara
bagl olarak degismektedir (Ergin, 2000). Yenilemeyen mantarlar ise zehirli
olmamakla birlikte sert yapilari, kotii kokular1 ve tatlar1 nedeniyle yenme 6zelligi
tasimamaktadir. Bu grup i¢inde yer alan mantarlar gida amach tiiketime uygun
degildir. Ancak yenilmedigi halde igerdikleri polisakkarit ve biyoaktif maddeler

nedeniyle insan sagliginin korunmasinda ve hastaliklarin tedavisinde kullanilan tibbi



mantarlar bu grup i¢inde bulunmaktadir. Ganoderma lucidum, Trametes versicolor

gibi tilirler tibbi amagla kullanilan mantarlara 6rnek olarak verilebilir (Peksen, 2013).

2.2 Reaktif Oksijen Turleri ve Antioksidan Sistemler

Yaklasik 2.45 milyar y1l 6nce molekiiler oksijen cevremizdeki O lreten fotosentetik
organizmalar tarafindan iiretilmis olup bu sayede reaktif oksijen tiirleri (ROT) aerobik
hayatin varligindan beri mevcuttur (Kump, 2008). Oksijen molekiilii reaktif oksijen
tdrlerinin Uretimine yol acan ve hiicrelere zarar veren bir serbest radikaldir (2 tane
eslesmemis elektrona sahiptir) (Sekil 2.1). Bir serbest radikal atomik yada molekiiler
orbitallerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron igceren kimyasal bir bilesiktir

(Alliwell, 1994).

Sekil 2.1 Diradikal Olan Molekiiler
Oksijenin  Serbest Radikal
Olarak Gosterimi  (Anonim,
2018b)

Superoksit anyonu (O2*°), hidroksil radikali (OH*®), hidroksil iyonu (OH"), nitrik oksit
(NO") ve hidrojen peroksit (H202) gibi reaktif molekuller serbest radikaller ve radikal
olmayan molekiiler formlardir ve sirasi ile molekiiler oksijenden tiiremektedirler.
Insanlarda oksidasyon normal enerji iiretimi ve oto-immiin fonksiyonu icin viicudun
kullandig: bir islemdir. Prosesin bu kismi karbohidrat, yag ve protein gibi besinleri
enerjiye doniistirmeyi saglamaktadir. Oksidasyon sirasinda, normal fizyolojik
sartlarda diisiik seviyelerde ROT iiretilir. Bu normal hiicresel fonksiyonlarin
surddrdlebilmesi igin gereklidir ve vicudun endojen antioksidan savunma sistemi
zararl etkileri yok etmeye yeterlidir. Fakat ROT yiiksek konsantrasyonlarda asiri
derecede zararlhidir. ROT seviyesi savunma mekanizmasini asarsa, niikleik asitlere
zarar vererek, proteinleri yukseltgeyerek ve lipid peroksidasyonuna yol agarak pek ¢cok
hiicresel fonksiyonu etkiler (Sanchez, 2017) (Sekil 2.2). ROT ya dis kaynaklar

(6rnegin sigara dumani, ozon, stres gibi) tarafindan ya da aerobik solunumun



mitokondriyal elektron transportu sirasinda yan iriin olarak veya oksidorediiktaz
enzimi tarafindan ve metal katalizli oksidasyon ile iiretilir. Reaktif olduklart i¢in
radikaller kendi elektronlarini esleme arayisina girer ve bu yiizden radikaller genellikle
yakinlarindaki kimyasal bilesiklere saldirirlar. Bu kimyasal bilesikler 6nemli enzim
reaksiyonlarinda rol alabilir, hiicre duvarinin ya da DNA molekiiliiniin bir pargasi
olabilir. Eger kimyasal yapilar1 degisirse hiicredeki fonksiyonlarini kaybedebilirler ve
hiicresel yaslanma veya apoptoz ile sonuglanabilir (Cederbaum ve ark., 2009). Serbest
radikaller tarafindan gerceklesen hiicre hasar1 yaslanma ve kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, katarakt, bagisiklik sistemi diislisli, karaciger hastaliklari, diyabet,
inflamasyon, bobrek yetmezligi, beyin disfonksiyonu ve stres gibi yaslilikla gelisen
dejenaratif hastaliklarin en 6nemli sebebidir (Alliwell, 1994; Kozarski ve ark., 2015)
(Sekil 2.2).

Serbest radikallerin veya peroksit radikallerinin bir antioksidan ajan tarafindan
notralize edilmesi oksidatif strese karsi hiicre korumasi i¢in onemlidir. O halde,
antioksidanlar kendi elektronlarinin bir tanesini serbest radikal molekiiliinti kararli
hale getirmek amaciyla serbest radikal ile degistirerek serbest radikallerin oksidasyon
reaksiyonlarini inhibe eden kimyasal maddelerdir (Sanchez, 2017). Bu bilesikler
endojen olabilecegi gibi polifenoller, vitamin A (karotenoidler), vitamin E (a-

tokoferol), B-glukan vb. gibi diyetle alinan antioksidanlar da olabilir
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Sekil 2.2 i¢ Ve Dis Kaynaklar Tarafindan Uretilen Serbest Radikaller Ile Zarar
Goren Bir Insan Hiicresinin Sematik Gosterimi (Sanchez, 2017)

Proteinler ve askorbik asit (vitamin C), glutatyon gibi diisiik molekiil agirlikli
antioksidanlar endojen antioksidanlardir. Glutatyon ROT nin zararh etkilerine karsi
en 6nemli hiicre i¢i savunma olabilir. Glutatyon (glutamil-sisteinil-glisin) saldir1 i¢in
hedef olan bir siilfidril grubu tastyan bir tripeptiddir. Metal-baglanma proteinleri ve
enzimler antioksidan proteinlerdir. Serbest radikal olusumu ve yayilimi ile miicadele
edebilen enzimler stperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz vb. iken zarar goren
biyomolekdlleri onaran veya elimine eden enzimler ise lipaz, peptidaz ve

transferazlardir (Khatua ve ark., 2013a; Held, 2015) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Antioksidan Sistem Sematik Gosterimi (Sanchez, 2017)
2.3 Mantarlardaki Antioksidan Bilesikler

Cok c¢esitli mantarlarin antioksidan ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir.
Mantarlardan hazirlanan ekstraktlar her biri bir mantar igin spesifik olan bir ¢ok
bilesen igermektedir. Fenolikler, polisakkaritler, tokoferoller, flavonoidler,
karotenoidler, glikozitler, ergotiyonin ve askorbik asit gibi antioksidan bilesikler
meyve govdelerinde, miselyumda ve kiiltiirde bulunmaktadirlar (Sanchez, 2017).
Ornegin C.cibarius ve L. deliciosus mantarlarinin meyve kisimlarindan elde edilen
ekstraktlarin fenolik bilesikler ve flavonoidler igerdigi pek ¢ok ¢alismanin sonucunda
rapor edilmistir (Trznadel ve ark., 1990; Puttaraju ve ark., 2006; Barros ve ark., 2007
Barros ve ark., 2008; Robaszkiewicz ve ark., 2010; Keles ve ark., 2011; Palacios ve
ark., 2011; Kosanic ve ark., 2013).
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2.3.1 Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, bir veya daha fazla aromatik halka ve bir veya daha fazla hidroksil
grubu olan aromatik hidroksillenmis bilesiklerdir. Bunlar fenolik asitleri,
flavonoidleri, hidroksibenzoik asitleri, hidroksisinnamik asitleri, lignanlari, tanenleri,
stilbenleri ve oksitlenmis polifenolleri igerir. Ayrica, bazilar1 hiicrelerde endojen
antioksidan molekiillerin sentezini uyarir (Cote ve ark., 2010; D'Archivio ve ark.,
2010). Fenolik bilesiklerin biyolojik sistemlerde serbest radikal inhibitorii, peroksit
ayristiricisi, metal inaktivatorii veya oksijen sipiiriiciisii olarak rol oynayarak
antioksidan aktivite sergiledigi rapor edilmektedir (Yagi, 1970; Dziezak, 1986).
Fenolik bilesikler tim mantarlarda mevcuttur. Bu bilesikler pirogallol, mirisetin,
kafeik asit, kuersetin ve katesin olabilir. Mantarlar 6.25-3.62 mg/mL konsantrayon
araliginda polifenol icermektedir (Barros ve ark., 2008; Ramesh ve Pattar, 2010).
Uziim ve sarap ise ancak 1.0-1.8 pg/mL konsantrasyon araliginda bu bilesiklerden
icermektedir (Macheix ve ark., 1990).

2.3.2 Polisakkaritler

Bir glukan glikozidik baglarla bagli bir D-glukoz homopolisakkarittir. Glukanlar
glikozidik bagin tipine gore a- yada B-glukan olarak siniflandirilabilir. a-glukanlar
cogunlukla nisasta, glikojen ve dekstran gibi glukoz deposu iken, B-glukan B-bagh
D-glukoz molekiillerinin  1-6 glikozidik dallart ile birlikte olan baska bir
1-3 glikozidik zincire baglanmasi ile olusan nisasta olmayan bir polisakkarittir.
B-glukanlarin fizikokimyasal 6zellikleri baglanma tipi, baglanma derecesi, molekiiler
agirligi ve konformasyonu gibi birincil yapi karakteristiklerine bagl olarak degisiklik
gosterir  (Vetvicka ve Vetvickova, 2007, Tada ve ark., 2008).
B- glukan mantarlarin hiicre duvarinin anahtar bilesenlerinden biridir. Bu yiizden
mantarlarin antioksidan 6zellikleri baslica -glukanlara atfedilir (Kozarski ve ark.,
2015).

Trznadel ve ark., (1990) ticari olarak temin edilen maya B-glukaninin (Zymosan®)
kronik olarak iiremili hastalara uygulandiginda siiperoksit dismutaz artigin1 rapor
etmiglerdir. Siiperoksit dismutaz, serbest radikallerle savasan temel antioksidan

enzimlerden biridir (Sekil 2.3). Cesitli mantarlardan elde edilen B-
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glukanlarin uzunluklar1 ve dallanmalar1 genis bir cesitlilik gostermektedir (Ruiz-

Herrera, 2012).
2.3.3 Askorbik Asit

Suda ¢6zunir olan L-askorbik asit (vitamin C) hiicre iginde ve disinda serbest radikal
hasar1 ile miicadele eder. Vitamin C, Boletus edulis (Tsai ve ark., 2007), Boletus
pseudosulphureus (Keles ve ark., 2011), Lactarius deliciosus (Puttaraju ve ark., 2006),
Pleurotus ostreatus (Kim ve ark., 2008), Suillus luteus (Heleno ve ark., 2010) gibi
cesitli mantarlarda saptanmistir. Mantarlarin vitamin C degerinin Ramesh ve Pattar
(2010)’1n raporuna gore 0.15-0.06 mg/mL konsantrasyon araliginda oldugu bilinirken
portakal suyunun ise yaklasik olarak 0.37 mg/mL Vitamin C igerdigini rapor
etmislerdir (Chem fax dergisi, 2009).

2.3.4 Tokoferoller

Vitamin E, 8 farkli (4 tokoferol ve 4 tokotrienol) bilesik i¢in ortak kullanilan bir
terimdir. Bunlar arasinda a-tokoferol biyolojik olarak en aktif olanidir. Bu yagda
¢oziinen bilesik, koruyucu bir yag tabakasina sahip olan hiicre membrani icine
gomiiliir (Kozarski ve ark., 2015). Bu yolla a-tokoferol serbest radikalleri
engelleyebilir. Agrocybe cylindracea (Lo ve Cheung, 2004; Tsai ve ark., 2007)
Hydnum repandum (Puttaraju ve ark., 2006; Chem fax dergisi, 2009; Keles ve ark.,
2011; Sulkowska-Ziaja ve ark., 2015) ve Macrolepiota mastoidea (Barros ve ark.,
2007) gibi mantarlarin meyve kisimlarinda olmak {izere tokoferoller ¢ogu mantarda

saptanmuistir.
2.3.5 p-karoten ve Likopen

B-karoten ve likopen gidalarda (sebze, meyve ve mantarlar) bulunan dogal pigmentler
olup hayvanlar tarafindan sentezlenemezler. f-karoten vitamin A sentezi i¢in bir oncdl
iken likopen, B-karotenin asiklik bir izomeri olup vitamin A aktivitesi yoktur. Yksek
derecede doymamustir, konjuge ve iki konjuge olmayan ¢ift bag iceren diiz zincirli bir
hidrokarbon olup bu yap1 sayesinde gii¢lii bir antioksidandir (Rao ve Agarwal, 1999;
Mueller ve Boehm, 2011). Hussein ve ark., (2015) Lentinus squarrolosus mantarinda
B-karoten ve likopenin saptanan miktarinin havug, Trabzon hurmasi ve domates gibi

bazi meyvelerle karsilastirildiginda bol miktarda oldugunu rapor etmislerdir.
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2.3.6 Ergosterol

Gomphus clavatus (Makropoulou ve ark., 2012) gibi bazi mantarlar vitamin D’nin
onculi olan ergosterol icermektedirler. Mantarlarda ergosterol UV radyasyonuna
maruz kaldiginda Vitamin D2 (ergokalsiferol)’ye dontstiiriiliir. Vitamin D2,
hayvansal Urtinler tiketmeyenler icin tek D vitamini kaynagidir. Vitamin D kemik

sagligi icin ¢ok onemlidir (Thacher ve Clarke, 2011).
2.4 Enzim Inhibisyonu

Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve canli metabolizmasindaki kimyasal
reaksiyonlart hizlandiran ve higbir yan iiriin olusturmadan %100 {irlin verimi saglayan
biyolojik katalizorlerdir. Enzimlerin hem in vivo hem de in vitro aktivitelerinin bazi
bilesikler tarafindan azaltilmasi hatta yok edilmesi olayina inhibisyon adi verilir. Buna
sebep olan bilesiklere inhibitor denilir. Inhibitorler genellikle kiiciik molekiil kiitlesine
sahip bilesikler veya iyonlardir (Taser, 2010). Enzimler bir¢ok gidanin yapisinda ¢ok
az bulunmalarina ragmen gidalarda 6nemli gorevler istlenirler. Enzimler, gidalarin
dogal yapilarin1 degistirebilir ve bazi 6rneklerde bu degisiklikler kabul edilebilir ama
bircok ornek de bu durum istenmemektedir. Bitkilerin kararmasi, istenmeyen
degisikliklere bir ornektir. Bu nedenle istenmeyen durumlarda enzimler inaktive

edilirler (Tager, 2010).

Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde basl basina bir kontrol
mekanizmasi olusturdugundan, 6nemli bir olaydir. Bir¢ok ilaclar ve zehirli bilesikler
de etkilerini bu yolla gosterirler. Inhibitorler hem enzim etki mekanizmalarmin, hem

de metabolik yollarin aydinlatilmasinda 6nemlidirler.

Modern ilag tedavisi, iki ana sinif biyolojik makromolekiiliin yani enzimlerin ve
G-proteinine bagli reseptorlerin tanimlanmasini hedeflemektedir. Bu iki ana sinif
arasinda enzimler dogal {irlin arastirmacilarmin dikkatini ¢ekmektedir (Birari ve
Bhutani, 2007; Copeland ve ark., 2007; Feldhammer ve ark., 2013). Cunki
yiizyillardir bitkiler veya bitkisel iirlinler farmasotik endiistrilerinin ana kaynagini
olusturmaktadir. Diinya genelinde kullanilmakta olan ilaglarin yaklasik %20’si
bitkilerden elde edilmektedir. Bu durumun baslica nedenleri kolay ve ucuz bir sekilde
elde edilebiliyor olmalar1 ve sentetiklere nazaran daha gii¢lii ve daha giivenilir

etkinlige sahip olmalaridir (Rates, 2001).
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Enzim inhibitorleri belirli enzimlerin inhibisyonu ile farmakolojik etkilere neden olan
molekiillerdir ve klinik kullanimdaki oral ilaglarin yarisin1 olustururlar (Hopkins ve
Groom, 2002). Bu inhibitorler oncelikle etki mekanizmalarina gore yarigmali,
yarismasiz ve yarisamayan olmak {izere siniflandirilabilirler. Yarismali inhibitorler
hedef enzime giigliice baglanan yani ge¢is hali analoglar1 ve siki baglanan inhibitorler
olarak ileri diizeyde 6zel iki tip olarak siniflandirilabilir (Smith ve Simons, 2004). Bir
enzimin aktivitesini engellemek, bir patojeni o6ldiirebildigi veya bir metabolik
dengesizligi diizeltebildigi icin, ¢cogu ila¢ aslinda birer enzim inhibitoriidiir. Enzim
inhibitdrleri doga da bulunur ve metabolizmanin diizenlenmesinde gorev alir (Anonim,
2018c). Enzim inhibitorleri bulagici, metabolik, kardiyovaskiiler, ndrolojik hastaliklar
ve kanser gibi pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan ¢ok c¢esitli ilaglara dahil
edilmistir (Copeland ve ark., 2007).

Dinya genelinde enzim 6nleyici ila¢ pazarinin 2010 yilinda 104.4 milyar ABD dolar
seviyesinde oldugu 2011 yilinda yaklasik 104.6 milyar ABD dolarina ulastigi ve 2016
yilinda ise bu rakamin %4’liik bir artigla 127.4 milyar dolara kadar yiikseldigi tahmin
edilmektedir (Dewan, 2012). Sekil 2.4’de hali hazirda onaylanmis ve insan

hastaliklarinin tedavisinde kullanilan enzim inhibitorleri 6zetlenmektedir.
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Sekil 2.4 Cesitli Hastaliklarla Miicadele Etmek Icin Ilag Pazarinda Mevcut Olan
Iyi Bilinen Enzim Inhibitérleri (Rengasamy ve ark., 2014)

2.5 Tez Kapsaminda Inhibisyonlar1 Incelenecek Olan Enzimler

2.5.1 Kolinesterazlar

Kolinesterazlar asetilkolin ve butirilkolin gibi ¢esitli kolin tiirlerinin ayristirilma

tepkimelerini katalizleyen enzimlerdir (Sekil 2.5). Bu enzimler doku dagilimlari,
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kinetik Ozellikleri, substrat ve inhibitor spesifiklikleri agisindan farkliliklara sahiptir
(Millard ve Broomfield, 1995).

Viicudumuzdaki sinir aglarinda siirekli bir hareketlilik mevcuttur. Bu harekete eslik
eden asetilkolindir ancak hareketin kesintisiz devamu i¢in asetilkolinesteraza ihtiyag
vardir. Asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BuChE), uyarici ileten asetil
kolini hidrolize ederek kolinerjik transmisyonda kritik rol oynayan diizenleyici

enzimlerdir (Massouli’e ve ark., 1993).

Asetilkolinesteraza ihtiya¢ oldugu kadar bir nérotransmitter olan asetil kolinin
hidrolizini katalizleyecek kolinesterazlarin inhibitorlerine de ihtiyag vardir.
Kolinesteraz inhibitorleri asetilkolinin yikimini inhibe ederek santral ve periferal
kolinerjik fonksiyonu gii¢lendirmektedir (Sekil 2.6). Alzheimer, yashilik bunamasi,
ataksi, myastenia gravis ve Parkinson hastaliklarinin tedavisi i¢in kolinesterazin

inhibisyonu en sik kullanilan yaklagimlardan biridir (Mukherjee ve ark., 2007).
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Sekil 2.5  AChE Enziminin Substrati ile Etkilesiminin Sematik Gosterimi
(Rengasamy ve ark., 2014)

Alzheimer hastaligi (AH), bati iilkelerinde acil bir halk sagligi problemi olarak
goriilen yasla iligkili en yaygin ndrodejenaratif bozukluktur. AH’li insan sayisinin
2050 yilina kadar 106.8 milyon olmasi beklenmektedir (Brookmeyer ve ark., 2007).
AH 06n beyindeki kolinerjik ndronlarin selektif kaybi, B-amiloid peptidinin hiicre dis1
birikimi, hiicre i¢i norofibriler yumrularin birikimi ve bozuk bilissel islevler gibi bazi
norolojik degisikliklerle iliskilidir (Coyle ve Price, 1983). Alzheimer hastalarinin

onemli bir bolimiinde motor aktivitesinin yavasladigi ve Parkinson hastalig
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(PH)’nda goriilen ekspiramidal disfonksiyonun gerceklestigi bildirilmistir (Honig ve
Mayeux, 2011).

Kolinerjik sinir iletimindeki bir eksikligin Alzheimer hastalarinin 6grenme ve bellek
bozukluklarinda 6nemli bir rol oynadig1 disiiniiliirse, kolinesterazlar1 inhibe ederek
kolinerjik islevin gii¢clendirilmesinin AH tedavisinde klinik olarak etkili bir yontem
oldugu bildirilmektedir (Millard ve Broomfield, 1995). Ciinkii AChE’nin inhibisyonu
beyinde  kolinerjik  transmisyonun  zenginlestirilmesinde ~ ve  néronlar
norodejenarasyondan korumak i¢in P-amiloid olusumunun azaltilmasinda rol
oynamaktadir (Hodges, 2006). Bununla birlikte, literatiirdeki bilgiler, yiiksek butiril
kolinesteraz seviyesinin AH’nda gelisen ndropatolojik lezyonlarla iliskili olabilecegini
ve beyindeki asetilkolin diizeylerinde bir artisa neden olan bu enzimin inhibisyonunun

da AH tedavisi i¢in 6nemli olabilecegini ortaya koymaktadir (Giacobin, 2001).

Sekil 2.6 Asetilkolinesterazin Inhibitor Yoklugunda ve Varhginda Sinir

inhibitér varhginda AChE

Asetilkolin (ACh) Sinaps sinyali AChE Etkisi ile Sinyal durur inhibe olur

Pre-sinaptik
Noron

Post-sinapti Post-sinapti
Noron veya kas hiicresi N&ron veya kas hiicresi N&ron veya kas hiicresi
W Asetilkolin (ACh) U Asetilkolin (ACh) I Asetilkolin (ACh)
U ACh Reseptori U ACh Reseptoru U ACh Reseptori
_A/\ Sinir impulsu _A,\ Sinir impulsu _)\,\ Sinirimpulsu
Ad. AChE (Asetilkolinesteraz) Ad AChE (Asetilkolinesteraz)

@  inhibitor

Iletimindeki Roliiniin Sekilsel Gésterimi (Anonim, 2018d)
AH i¢in tedavi yaklagimlari takrin, donepezil, rivastagmin, huperzin veya galantamin
ve N-metil-D-Aspartat (NDMA) reseptor karsiti memantin gibi bir kag AChE
inhibitorii ile son derece sinirlidir (Chen ve ark., 2017; Graham ve ark., 2017). Takrin,
donepezil gibi AChE inhibitorleri demans/hafiza bozukluklarinin tedavisi i¢in

gecmiste onaylanmistir (Singh ve ark., 2013). Hafif demans tedavisinde etkinlikleri
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nedeniyle bu ilaglar popiilerlik kazanmis olmasina ragmen, gastrointestinal
anomaliler ve hepatoksisite gibi ciddi yan etkileri nedeniyle bunlarin kullanimi
onemli 6l¢lide azalmaktadir (Colovi ve ark., 2013). Bu nedenle daha giivenli anti
amnezik ilaglarin gelistirilmesi gereklidir. Bu ylizden bitkiler ve mantarlar gibi dogal

kaynakli ilaglar arastirilmaktadir (Kaur ve ark, 2017).
2.5.2 Tirosinaz

Bakir iceren bir enzim olan tirosinaz, mantar, bitki ve hayvanlarda yaygin olarak
bulunan polifenol oksidaz grubunda bir enzimdir. Tirosinazin 2 bakir iyonu enzimin
aktif bolgesindedir ve 3 histidin birimi ile baglidir (Sekil 2.7) (Wang ve Hebert, 2006;
Chen ve ark., 2014). Tirosinaz organizmalarda her yerde bulunur ve tirosinin L-
DOPA (retmek icin hidroksilasyonu (monofenolaz (kresolaz) aktivitesi) (Sekil 2.8)
ve L-DOPA’nin dopakinon fiiretmek icin oksidasyonu (difenolaz (katekolaz)
aktivitesi) (Sekil 2.9) olmak tizere multikatalitik fonksiyona sahiptir (Hu ve ark.,
2014; Anonim, 2018f).

b

TYR
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\
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o His(216)
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Sekil 2.7 Streptomyces castaneoglobisporus Tirosinazinin  Yapisal
Ozellikleri  A: Tastyic1 Proteinle (Mavi ile Temsil Edilen)
Komplekslesmis Bakir-Bagli Tirosinazin (Yesil ile Temsil
Edilen) X-Ray Kristallografisi Ile Aydinlatilan Tersiyer Yapist,
Bakir Atomlar1 Kirmizi Toplarla Temsil Edilmis ve Bakir
Koordinasyonunda Kalan Birimler Cubuklarla  Temsil
Edilmektedir; B: Biniikleer Bakir Merkezinin Ve Tirosinaz
Substratinin Pozisyonunun Koordinasyon Kiiresinin Detayli
Gorinimu (Anonim, 2018e)
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Sekil 2.8 Monofenollerin o-Hidroksilasyonu (Monofenolaz Aktivitesi) (Anonim,
2018f)
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Sekil 2.9  o-difenollerin o-Kinonlara Oksidasyonu (Difenolaz Aktivitesi)
(Anonim, 2018f)

Tirosinaz ekspresyonu veya aktivitesi pigmentasyon kusurlarindan sorumludur
(Slominski ve ark., 2004). Bu yiizden tirosinaz, pigmentasyon bozukluklarini tedavi
etmek icin kritik hedeftir. Aktif bolgelerinde farkli bintikleer bakir yapilari sergileyen
3 tip tirosinaz (oksi-, met-, ve deoksitirosinaz) melanin pigmentlerinin olusumunda
rol alir (Chang, 2009; Nasiri ve ark., 2013). insanlarda cilt renginin birincil sorumlusu
melanindir. Melanin epidermisin bazal tabakasindaki (Sekil 2.10) melanositler
tarafindan Gretilen koyu renkli bir pigmenttir (Tolleson, 2005). Cilt renginden
sorumlu olup, UV-radyasyonunu absorblamada koruyucu bir bariyer olarak cildin
fonksiyon gostermesinde Onemli rol oynar boylece cilt hicrelerini UV
radyasyonundan kaynaklanan hasara kars: korur (Tarangini ve Mishra, 2013). UV-
indiiksiyonu ile olusan hiperpigmentasyon, ¢iller, melazma, yaslanma lekeleri, post
inflamatuar melanoderma ve diger hiperpigmentasyon sendromlar1 anormal melanin

tiretiminden kaynaklanmaktadir (Briganti ve ark., 2003; Panich ve ark., 2011).
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Melanositler tarafindan melanin iiretimi melanojenez olarak bilinir. Melanojenez
yolunda ilk 2 adim sdyledir: Hiz sinirlayici bir enzim olan tirosinaz L-tirosinin L-3,4-
dihidroksifenilalanine hidroksilasyonunda rol alir ve L-DOPA daha sonra
0-kinona okside olur (Sekil 2.11). Melanin sentezi esnasinda hidrojen peroksit ve
hidroksil radikalleri gibi oldukga reaktif olan ara trtinlerin olusumu da s6z konusudur

(Kaewnarin ve ark., 2016).

Bu yiizden tirosinaz inhibitdrleri gida kalitesinin korunmasinda, kanser ilaglarinin
gelistirilmesinde oldugu kadar deri hiperpigmentasyonunun tedavi edilmesinde de

kullanilighdir (Seo ve ark., 2003).

Stratum corneum Melanosit

Stratum - Epidermis
lucidum ke \\ )

\ ; _
Stratum -7 § L}%V [,  Dermis
granulosum 5 o J%‘y—#j A Y

Stratum
spinosum

[\

- Hipodermis

Bazal tabaka

Sekil 2.50 Insan Cildinin Katmanlar1 (Anonim, 2018g)

1+ Melanin liretiminin metabolik yolu

Tirosin melA ' Dopakinon Nonenzimatik |
Tirosinaz zincir reaksiyonu :
( ) 4 Melanin

Asir1 liretim

Sekil 2.11 Melanin Uretiminin Metabolik Yolu (Anonim , 2018h)

Bu nedenle kojik asit (Garcia ve Fulton, 1996), arbutin (Virador ve ark., 1999) ve
azelaik (Sarkar ve ark., 2002) asit gibi tirosinaz inhibitort olarak etki eden cilt igin
kullanilan depigmentasyon saglayici kimyasallarin pek ¢ogu anormal cilt
pigmentasyonunu onleyebilmek veya tedavi edebilmek amaciyla cilt beyazlatma

iriinleri i¢inde uygulanir (Rendon ve Gaviria, 2005). Kojik asit iyi bilinen bir

20



antitirosinaz ajanidir ve serbest radikal siipiiriiciidiir (Kahn ve ark., 1997; Mohamad
ve ark., 2011). Kojik asit monofenolaz aktivitesi lizerinde yarismali inhibitor etkisine
ve mantar tirosinazin difenolaz aktivitesi tizerinde karisik inhibisyon etkisine sahiptir
(Schurink ve ark., 2007). Ancak kimyasal dipigmentasyon ajani olarak bilinen
arbutinin genotoksik etkisi (Cheng ve ark., 2007), kojik asitten kaynaklanan pigmente
kontakt dermatit problem (Garcia-Gavin ve ark., 2010), azelaik asidin neden oldugu
gecici eritem ve tahris gibi yan etkileri (Balifia ve Graupe, 1991) s6z konusudur.
Ayrica kojik asitin sitotoksik oldugu ve depolama esnasinda kimyasal kararsizlik
gostererek cilt tahrigine yol acgtigi bilinmektedir (Nakagawa ve Kawai, 1995). Bu
yiizden kozmetik arastirma ve gelistirme alaninda giivenli ve etkili cilt beyazlatma

ajanlariin arastiritlmasi 6nemli bir amagtir (Huang ve ark., 2012).

Ote yandan melanin pigmentleri insan beyninde de bulunmaktadir. Bu sebeple,
tirosinazin PH ve diger dejenaratif hastaliklarla iligkili oldugu rapor edilmistir.
Bilindigi gibi PH beyinde dopamin eksikliginden kaynaklanan nérodejenaratif bir
hastaliktir (Sekil 2.12). Yani tirosinaz ayni zamanda néromelanin ve Parkinson
hastalig1 ile ilgili hasarlt néronlarin {iretiminde de rol oynayan bir enzimdir. Bu
yiizden tirosinazin inhibisyonu Parkinson i¢in ila¢ arastirmalarinda da bir hedef

haline gelmistir (Tan ve ark., 2016).

Dopakinon —¥ Melanin Sentezi

Tirosinaz Tirosinaz
Tirosinaz
Tirosin » L-DOPA ——» Dopamin
Tirosin
hidroksilaz

Sekil 2.126 Tirosinaz Enzim Metabolizmasi (Anonim, 20181)

2.5.3 Ureaz
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Ureaz asagidaki reaksiyonda gosterildigi gibi iirenin amonyak ve CO2’e hidrolizini
katalizleyen ve bir organizmanin azot kaynag olarak iireyi kullanmasindan sorumlu
olan nikel iceren hiperaktif bir metalo enzimdir (Olech ve ark., 2014). Ureaz reten
pek ¢ok bakteri 6rnegin; Proteus spp., Klebsiella spp. ve Staphylococcus spp. idrar
yolu enfeksiyonlarindan  sorumludur (Mobley ve ark, 1995). Bu

mikroorganizmalarin basinda ise Helicobacter pylori gelmektedir.

CO(NH, ), + H,0———2NH, + CO,
Sekil 2.13 Ureaz Enzimi Tarafindan Katalizlenen Reaksiyon
Insan popiilasyonunun %50’sinden fazlasinin mide mukozasi gastrit, peptik iilser,
gastrik mukoza iligkili lenfoid doku lenfomasi ve en sik karsilasilan 6liimciil timor
turlerden biri olan mide kanserinin erken bir risk faktérd olan, Ureolitik,
mikroaerofolik bir bakteri H. pylori ile kronik olarak enfekte haldedir (Kusters ve
ark., 1997; Torres ve ark.,, 2000; Suzuki ve ark., 2006). H. pylori anabolik
aktivitesinin 6nemli bir kismin {ireaz {iretimine harcamaktadir ve onun iireaz1 aktif
bolgede iki Lewis asidi, nikel iyonu ve reaktif sistein birimi igeren olduk¢a korunmus
ure hidrolizleyen enzim ailesine dahildir (Jin Long, 2006). Bu nikel metalloenzim,
mudahale tedavisi icin hedeflenebilen gbze carpan bir biyokimyasal belirtectir. Bu
tireazin, bollugu ve substrata yiiksek afinitesi gibi ayirt edici 6zellikleri, onu bazi
insan ve hayvan hastaliklarinda biiyiik bir viriilans faktorii haline getirmistir (Ha ve

ark., 2001; Khan ve ark., 2014).

H. pylori gastrik, peptik ve bagirsak iilserlerine oldugu kadar mide kanserinin
gelisimine de yol agmaktadir. Ne yazik ki H. pylori pek ¢ok antibiyotige direnglidir
(Aguemon ve ark., 2005) ve bu sebeple bakteriyel enfeksiyonun antimikrobiyallerle
tedavisinin siklikla basarisiz oldugu kanitlanmistir. Bu yiizden H.pylori’ye karsi
yuksek koruyucu etkiye sahip olan ve sindirim sistemi ic¢in glvenli maddelerin

arastirilmasina odaklanilmaktadir (Olech ve ark., 2014).

CO2 ve amonyak olusturmak i¢in iireyi hidroliz eden lireaz, pH nin yiikselmesine yol
acar. Bunun sonucunda H. pylori’ye mide mukozasinin asidik ortaminda etkili bir
sekilde kolonize olma imkani saglar. Bu yolla H. pylori’den kaynaklanan patolojinin

sonucu olan mide kanseri dordiincli en yaygin kanser tiirii olmakla birlikte diinya
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capinda kanser iliskili 6limlerin ikinci en yaygin sebebidir (Khan ve ark., 2014). H.
pylori’nin virulansi iireaz aktivitesinin inhibisyonu ile kontrol edilebilir (Stingl ve De
Reuse, 2005). Ureazin cesitli fonksiyonlar1 yiiziinden onun potansiyel ve spesifik
bilesiklerle inhibisyonu enfeksiyonlarin tedavi edilmesi i¢in paha bigilemez bir katki
saglar (Ramsay ve ark., 2012). Fosforodiamidatlar, hidroksamit asit tiirevleri ve
imidazoller H. pylori iireazlarina karsi inhibitor etkisine sahiptir (Eaton ve ark., 1991;
Amtul ve ark., 2003). Bu bilesiklerin iyi inhibitor aktivitelerine karsin terapotik ajan
olarak in vivo uygulamalarda kullanimini smirlandiran farmakodinamik ve
farmakokinetik 6zelliklerinin yan1 sira yan etkileri ve toksistesi vardir (Xiao ve ark.,

2007).

Ote yandan iireaz bitkilerin azot metabolizmasinda &nemli rol oynamaktadir
(Sumner, 1926; Karplus ve ark., 1997; Cruchaga ve ark., 2013). Toprakta asir1
miktarda bulunan {ireaz giibre olarak kullanilan {renin hizli bir sekilde
pargalanmasina neden olarak fitopatik etkilere ve amonyak kaybina yol acar (Soares
ve ark., 2012). Bu yiizden iireye yada iire igeren giibrelere eklenen bazi bilesikler ilk
hidroliz adiminin hizin1 azaltarak amonyak {iretiminin hizim1 yavaglatan iireaz
inhibitorleri tarim alaninda ciftgilere agronomik ve gevresel yararlar gosteren kok
bolgelerinde azotu tutmak igin ilave bir arag saglarlar. Boylelikle atmosfere amonyak

salinimi azaltmaya yardimet olurlar (Sekil 2.14, 2.15).
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Inhibitdr yoklugunda Inhibitér varliginda

Sekil 2.14 Ureaz Inhibitoriinin  Giibreye Ilavesi Durumunda
Amonyak Salinimindaki Degisiklik (Anonim, 2018i)

Amonyak &@ el Ure molekiilii
gazi » :

havaya
salinir

Sekil 2.15 Ureaz inhibitorlerinin Tarim Alaminda Kullammmin Toprakta
Meydana Getirdigi Degisiklikler (Anonim, 2018j)

Son zamanlarda dogal kaynaklarin diisiik yada hi¢ toksik olmamasi, iyi derecede

aktivite ve biyouyumluluk gibi avantajlar1 sebebiyle yeni iireaz inhibitorlerinin
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arastirilmasinda sentetikten dogal {iriinlere bir kayma s6z konusudur (Kreybig ve

ark., 1968).

2.6 Tez Cahsmasi Kapsaminda Incelenecek Mantar Tiirleri Hakkinda Genel

Bilgiler

Tiirkiye’de yetisen yaklasik 70° e yakin farkli tiir yenilebilir mantar tiirii vardir

(Anonim, 2018k). Bu mantarlarin bazilari farkli yorelerde farkli isimlerle bilinir.
2.6.1 Cantharellus cibarius

Yabani yenilebilir mantarlarin arasinda en ¢ok tercih edilenlerden biridir. Yumurta
mantar1 veya sarikiz mantari olarak bilinen Cantharellence ailesinden lezzetli bir
mantar tiiriidiir. Sapkasi sar1 veya turuncu renkli ve huni seklindedir. Gergek anlamda
lamelleri yoktur. Sapinin alt béliimiinde sapkanin ucuna kadar uzanan burusuk yapi
Cantharellus cibarius 'un ayirt edici bir 6zelligidir. Spor baskis1 pembemsi beyazdir.
Genelde larva barindirmaz. Sonbahardan ilkbahara kadar genelde yaprak doken
agaclarin yogun oldugu ormanlarda bolca bulunur. Aromasi kayisty1 andirir ve pistigi

zaman ¢ok guzel kokar. O yiizden tatlilarda bile kullanilmistir.

Orta ve Bati Karadeniz basta olmak {lizere Karadeniz ve Marmara bdlgesinin
Karadeniz’e yakin ormanlarinda yetisir. Horoz mantari, tavuk mantar1 veya tavuk
bacagi mantar1 olarak adlandirilir. Bolu’da ciicekiz, Unye’de tavuk tirmiti olarak

adlandirilmaktadir.

Yiiksek oranda C vitamini ve potasyum igerir. Ayrica iyi bir D vitamini kaynagidir.
Bagisikligi ve viicut direncini artirdigr bilinmektedir. Bu 06zelligi nedeniyle
Avrupa’da 16. yy da ilag olarak kullanilmistir. Bugiin de bagisiklik ve direng artirici

ilag tiretiminde hammadde olarak kullanilir.
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Sekil 2.16 Cantharellus cibarius Mantarina Ait
Bir Goruntl (Anonim, 2018Kk)

2.6.2 Lactarius deliciosus
Kanlica mantar1 Russulaceae familyasindan, yenilebilen bir mantar tiirtidiir.

Sote, 1zgara, kizartma, kdzleme hatta ekmek olarak yenilebilir. Halk arasinda ¢intar,
cam meltisi, melki mantari, kizilici mantar veya tillice mantar1 diye de bilinir.

Tiirkiye’de en ¢ok bilinen yabani mantar tiirtiidiir.

Tiirkiye’de birgok bolgede bulunabilen kanlica mantari, sapkasi turuncu renkli bir
mantardir. Sapka boliimii 1slakken yapiskan bir hal alir. Ancak genelde kuru bir

mantardir. Yagmur suyu ile 1slanir. Ellendiginde yesil leke birakir.

Dunyada ilk defa 1753 yilinda yenilebilir mantar tiirii olarak tespit edilmistir. Avrupa
basta olmak lizere Kuzey Amerika kitasinda ¢ok tiiketilen bir mantardir. Avrupa’da
ozellikle Ispanya, italya, Bulgaristan, Romanya ve Tiirkiye’de bol bulunur ve

sevilerek tiketilir.

Ekonomik olarak kiiltiir ortaminda iiretilmesi miimkiin degildir ancak ormandan

toplanan mantarlarin semt pazarlarinda satilmasi ekonomik deger olusturmustur.

Cam ormanlarinda yetisen bir mantardir. Sonbaharda, kig aylarina dogru yogun
yagislarin ardindan ¢ikmaya baslar. Ulkemizin ¢ogu bolgelerinde kdyliiler tarafindan
toplanip tiiketilir. Ozellikle basta Kastamonu olmak iizere Bat1 Karadeniz ve Bat1 Ege
yoresinde goriiliir. Cam agaglarinin dibinde yetisen koyu kirmizi renkte, mese

agaclarinin dibinde yetigen agik turuncu renktedir. Diger tlim mantarlar gibi kanlica
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mantart da bol su igerir ve toplandiktan sonra kurumaya baslar. Bu nedenle taze

olarak tiiketmekte fayda vardir.

Sekil 2.17 Lactarius deliciosus Mantarina Ait Bir
Goruntd (Anonim, 2018Kk)

2.6.3 Lactarius pyrogalus

Mikoriza, bitkiler ile mantarlar arasinda karsilikli yararlanmaya dayanan bir yasam
bicimi olarak tanimlanmaktadir. Diinya tiizerindeki bitkilerin yaklagik %92’si
potansiyel olarak bir mikorizal mantarla simbiyotik bir iliskiye sahiptir (Kibar ve

Peksen, 2016).

L. pyragalus tiirii 6zellikle Giresun, Ordu ve Samsun pazarlarinda satilan ve halk
tarafindan ¢ok tiiketilen bir mantardir. Solgun basli mantardir, yaprak doken ormanli
alanlarda, basta findik agaci altinda bulunur. Russulaceae familyasindan yenilebilen

bir mantar turadur (Anonim, 2018k).

Sekil 2.18 Lactarious pyrogallus Mantarina Ait Bir
Goruntd (Anonim, 2018k)
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L. pyrogalus ’un degisik inokulum uygulamalarinin findikta (Corylus avellana) bitki

gelisimi iizerine etkileri bulunmaktadir (Kibar ve Peksen, 2016).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Mantarlarin Temin Edilmesi

Calismada kullanilan mantar numuneleri Ordu ili Saraycik mahallesinden ve Cambasi
yaylasindan 2014 yili Eyliil-Ekim aylarinda toplanmistir. Toplanilan bu yabani ve
yenilebilir mantar numunelerinin tiirii Selcuk Universitesi Mantarcilik Uygulama ve
Aragtirma Merkezi Miidiir Yardimcisi Dr. Ogr. Uyesi Sinan AKTAS tarafindan
sirasiyla Cantharellus cibarius (CC) ve Lactarius deliciosus (LD) olarak tespit
edilmistir. Ayrica calismada karsilagtirma materyali olarak halk dilinde findik tirmiti
olarak bilinen ve gida olarak siklikla tiiketilen Lactarius pyrogalus (LP) mantar
numunesi 2016 yili Kasim ayinda Ordu ili yerel pazarindan ticari olarak satin
alimmugtir. Laboratuvara getirilen mantar numuneleri iyi bir sekilde temizlendikten

sonra ¢aligma siiresine kadar -20°C’de saklanmustir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Mantar Numunelerinin Liyofilizatér Isleminden Once ve Sonraki
Goriintigleri A) C. cibarius B) L. deliciosus C) L. pyrogalus
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3.1.2 Kullamlan Cihazlar
Tez caligmasi boyunca kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan Cihazlar

Cihaz Adx Model Firma
Manyetik Karistiric MS-H-PRO Dragonlab
Spektrofometre UV-1800 Shimadzu-Corporation
Saf Su Cihazi ARIUM 61316 Sartorius
Isiticili Sallayici Kuru Blok MS-100 Allsheng
Su Banyolu Calkalayict WNB7-45 Memmert
pH Metre STARTER 2000 Ohaus
Vorteks SA8 Stuart
Buzdolab1 B9459NMN Beko
Terazi AS 220/C/2 Roadwag
Santrifuj 5810R Ependorf centrifuge
Liyofilizator FREEZONE 2.5 Labconco
Evaporator ROTARY Heidolph
Mikro Pipet

3.1.3 Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Materyaller
Tez kapsaminda gergeklestirilen analizlerde kullanilan kimyasal madde ve ¢oziiciiler

Sigma-Aldrich, Merck ve Supelco’dan temin edildi.
3.1.4 Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.1.4.1 Mantar Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Derin dondurucudan 2016 yili Aralik ayinda ¢ikarilan mantar numuneleri Ordu
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi
imkanlarindan yararlanilarak 72 saat siireyle belirli araliklarla tartim alinarak
liyofilizatorde kurutuldu (Sekil 3.2). Liyofilizatorde kurutulan 6rnekler havanda toz
haline getirildi (Sekil 3.3). Toz haline getirilen her bir mantar numunesinden 1’er gram
tartilip lizerlerine 50 mL metanol ilave edildikten sonra ¢alkalamali su banyosunda 24
saat sureyle 25°C’de ekstraksiyon iglemine tabii tutuldu. Bu stirenin sonunda 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij islemi gergeklestirildi ve supernatan alindiktan sonra kalan
katt kistma 25 mL metanol ilave edilerek aymi islem 3 kez daha yinelendi. Bu
islemlerin sonucunda elde edilen supernatanlar birlestirildi ve ¢Ozucu evaporatorde
25°C’de uzaklastirildi. Kuru maddelerin tartimlart alindiktan sonra uygun miktarda

metanol ilave edilerek ¢oziildii (Tiirkoglu ve ark., 2006; Palacios ve ark., 2011) ve tek
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kullanimlik filtre (Sartorius Stedim, Minisart) kullanilarak stizildl (Sekil 3.4) ve

suzuntd stok ¢alisma numunesi olarak +4°C’de muhafaza edildi.

Sekil 3.2 Mantar Numunelerinin
Liyofilizatérde Kurutulmasi

Sekil 3.3 Havanda Toz Hale Getirilmesi Sekil 3.4 Mantar Numunelerinin
Stzilmesi

3.1.4.2 Toplam Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler
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Sodyum Fosfat Cozeltisi: 250 mM 1 L sodyum fosfat ¢Ozeltisi 40.985 g sodyum
fosfat (NasPO4) tartilarak son hacmi 1 L olacak sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle

hazirlandi.

Amonyum Molibdat Cozeltisi: 25 mM 1 L amonyum molibdat ¢ézeltisi 30.896 ¢
amonyum molibdat ((NH4)2M004 )’1n tartilarak son hacmi 1 L olacak sekilde saf su

ile ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Sulfirik Asit Cozeltisi: 5 M 1 L sulfirik asit ¢ozeltisi 18 M’lik derisik HoSO4 ¢Ozeltisi
(d=1.84 g/mL %97’lik)’nden 276.243 mL alinarak son hacminin 1 L ye saf su ile

tamamlanmasiyla hazirlandi.

Reaktif Cozeltisi: 0.6 M sulfurik asit, 28 mM sodyum fosfat ve 4 mM amonyum
molibdat icerecek sekilde hazirlanan siilfiirik asit ¢ozeltisinden 12 mL, sodyum fosfat
¢ozeltisinden 11.2 mL ve amonyum molibdat ¢ozeltisinden 16 mL alinarak saf su ile

son hacmin 100 mL ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

3.1.4.3 DPPH Aktivitenin Belirlenmesinde Kullamilan Cozeltiler
1,1'-difenil-2-pikrilhidrazil (CisH12NsOs, DPPH) c¢tzeltisi 517 nm deki absorbansi
1.200’nin altinda olacak sekilde yeterli miktardaki DPPH katisinin kullanimdan

hemen Once metanol i¢cinde ¢oziilmesi ile taze olarak hazirlandi.

3.1.4.4 Fe?* ile Selat Olusturma Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilan
Cozeltiler

Ferrozin Cozeltisi: 5 mM 1 L ferrozin (3-(2-Piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazine-p,p'-
distilfonik asit monosodium hidrat tuzu) ¢ozeltisi 2.460 g ferrozinin tartilarak son

hacim 1 L olacak sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Demir (II) Klorur Cozeltisi: 2 mM 1 L demir (I1) klorir ¢ozeltisi 397.62 mg
FeCl2.4H20’1n tartilarak son hacim 1 L olacak sekilde saf su ile ¢ozilmesiyle

hazirlandi.

EDTA Cozeltisi: 250 pg/mL konsantrasyonda EDTA (etilen diamintetra asetik asit)
¢ozeltisi 1.25 mg EDTA’nin son hacim 5 mL olacak sekilde saf su ile ¢ozulmesiyle

hazirlandi.
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3.1.45 Indirgeyici Gii¢ Kapasitesinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler
Potasyum Ferrisiyanid Cozeltisi:  %]1°lik KsFe(CN)s ¢ozeltisi 10 g potasyum

ferrisiyanid tartilarak son hacim 1 L olacak sekilde saf su ile ¢ozlilmesiyle hazirlandi.

Trikloroasetik Asit (TCA) Cozeltisi: %10’luk TCA ¢ozeltisi 100 g Cl3CCOOH

tartilarak son hacim 1 L olacak sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Demir (111) Klortr Cozeltisi: %0.1 FeCls ¢ozeltisi 1 g demir (III) kloriiriin tartilarak

son hacim 1 L olacak sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Fosfat Tampon Cozeltisi: 0.2 M pH 6.6 fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlamak igin
6.940 g Na;HPO4 .2H,0 ve 25.120 g NaH2PO4 .2H0 tartilarak bir miktar saf suyla
¢ozildii. pH ayarlamas: ise seyreltik sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak

yapildiktan sonra son hacim 1 L’ye saf su ile tamamlandi.

3.1.4.6 Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler
Riboflavin Cozeltisi: 60 uM riboflavin ¢ozeltisi 22.582 mg riboflavinin ( C17H20N40s)

tartilarak son hacim 1 L olacak sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle hazirlandu.

Nitro Mavisi Tetrazolyum Klorid Cdzeltisi: 21 mM nitro mavisi tetrazolyum cozeltisi
17.170 g NBT (Ca0H30N1006-2Cl) nin tartilarak son hacim 1 L olacak sekilde saf su

ile ¢coziilmesiyle hazirlandi.

EDTA Disodyum Tuzu Cozeltisi: 2.8 mM EDTA ¢0zeltisi 1.042 g etilendiamin tetra
asetik asit disodyum (C1oH14N2Na20g .2H20)’un tartilarak son hacim 1 L olacak

sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Metiyonin Cozeltisi: 364 mM metiyonin ¢0Ozeltisi 54.312 g metiyoninin
(CH3SCH2CH2CH (NH2) CO2H) tartilarak son hacim 1 L olacak sekilde saf su ile

¢oziilmesiyle hazirlandi.

Fosfat Tampon Cozeltisi: 50 mM pH 7.8 fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlamak igin
7.080 g Na2HPO4 .2H>0 ve 1.595 g NaH2PO4.2H>0 tartilarak bir miktar saf suyla
¢oziildi. pH ayarlamasi ise seyreltik sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak

yapildiktan sonra son hacim 1 L’ye saf su ile tamamlandi.

Stiperoksit Dismutaz Enzim Cozeltisi: Ticari olarak satin alinan sig1r eritrositlerinden

elde edilmis olan liyofilize halindeki toz enzimden bir miktar alind1 ve 50 mM fosfat
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tamponu (pH 7.8) igerisinde ¢oziildiikten sonra 258 nm de absorbansi 6l¢iildii. Molar

ekstinksiyon katsayisi olarak 10.3 mM™.cm™ kullanilarak konsantrasyonu hesaplandi.

3.1.4.7 Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullamlan Cozeltiler
Hidrojen Peroksit Cozeltisi: 21 mM H20. ¢Ozeltisi yogunlugu 1.13 kg/L olan
%35°1ik hidrojen peroksit ¢ozeltisinden 1.805 mL alinarak son hacmin 50 mM fosfat

tamponu (pH 7) ile 1 L’ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

Fosfat Tampon Cozeltisi: 50 mM pH 7 fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlamak igin
3.382 g Na2HPO4 .2H20 ve 4.836 g NaH2PO4 .2H20 tartilarak bir miktar saf su ile
¢cozildl. pH ayarlamasi ise seyreltik sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak

yapildiktan sonra son hacim 1 L’ye saf su ile tamamlandi.

Katalaz Enzim Cozeltisi: Ticari olarak satin aliman sigir karacigeri katalazinin
5.6 mg’lik kisminin 1 mL 50 mM fosfat tampon (pH 7) ¢Ozeltisinde ¢ozulmesi ile

hazirlandi.

3.1.4.8 Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilan C6zeltiler
ABTS Cozeltisi: 46 mM ABTS c¢ozeltisi, 25.24 g ABTS (2,2'-Azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-stlfonik asit) diamonyum tuzu (Ci8H2aNeOsSs) tartilarak son

hacim 1 L olacak sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle hazirlandu.

Peroksidaz Enzim Cozeltisi: Ticari olarak satin alinan at serumu peroksidazinin

7.1 mg’lik kism1 1 mL 50 mM fosfat tamponu (pH 6) iginde ¢ozuldu.

Fosfat Tampon Cozeltisi: 50 mM pH 6 fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlamak igin
5.16 g Na2HPO4 .2H>0 ve 4.83 g NaH2PO4.2H>0 tartilarak bir miktar saf su ile
¢oziildi. pH ayarlamasi ise seyreltik sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak

yapildiktan sonra son hacim 1 L’ye saf su ile tamamlandi.

Hidrojen Peroksit Cozeltisi: 0.005 mM H202 ¢ozeltisi yogunlugu 1.13 kg/L olan
%35°1ik hidrojen peroksit ¢ozeltisinden 0.430 pL alinarak son hacmin 1 L olacak

sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Fosfat — Sitrat Tampon Cozeltisi: Fosfat-sitrat tampon ¢ozeltisi saf su kullanilarak
hazirlanan 48.50 mL 0.1 M sitrik asit ¢ozeltisi ile 51.50 mL 0.2 M NaHPO4 .2H20

¢ozeltisinin karigtirilarak pH’nin 5’e ayarlanmasi ile hazirlandi.

3.1.49 Lipid Peroksidasyonu Inhibisyon Potansiyelinin Belirlenmesinde
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Kullamilan COzeltiler
ABAP Cozeltisi: 98.8 mM ABAP cozeltisi 26.800 g ABAP (2,2-Azobis(2-
metilpropionamidin) dihidroklorit) ([=NC(CHzs).C(=NH)NH:]2:2HCI) tartilarak son

hacim 1 L olacak sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Linoleik Asit Cozeltisi: 3.184 M linoleik ¢ozeltisi 892.953 g linoleik asit
(CH3(CH2)4CH=CHCH2CH=CH(CH2)7CO2H) tartilarak son hacim 1 L olacak sekilde

metanol ile ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Askorbik Asit (AA) Cozeltisi: 0.500 mg/mL AA cozeltisi 0.500 mg AA (CsHgOs)

nin tartilarak son hacim 1 mL olacak sekilde saf su ile ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

3.1.4.10 Kolinesteraz Inhibitor Potansiyellerinin Belirlenmesinde Kullanilan
Cozeltiler

Asetilkolin lyodur Cozeltisi: 0.2 M asetilkolin iyodlr ¢ozeltisi 54.622 g asetilkolin
iyodir (C7H16INO3) tartilarak son hacim 1 L olacak sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle

hazirlandi.

Batiril Tiyokolin Klorit Cozeltisi: 0.2 M bditiril tiyokolin klorit ¢ozeltisi 45.156 g
butiril tiyokolin klorit (CH3z)sN(Cl) CH2CH2SCOCH2CH>CH3) tartilarak son hacim

1 L olacak sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle hazirlandi.

DTNB (5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) ¢ozeltisi: 79.27 g DTNB (Ellman reaktifi)

tartilarak son hacim 1 L olacak sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Galantamin Cozeltisi: 5 mg/mL galantamin hidrobromid ¢6zeltisi 5 mg galantamin

tartilarak son hacim 1 mL olacak sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Fosfat Tampon Cozeltisi: 0.1 mM pH 8 fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlamak i¢in
15.315 g Na;HPOQO4 .2H20 ve 2.177 g NaH2P04.2H20 tartilarak bir miktar saf su ile
¢cozildi. pH ayarlamasi ise seyreltik sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak

yapildiktan sonra son hacim 1L’ye saf su ile tamamlandi.

Fosfat Tampon Cozeltisi: 0.02 M pH 7 fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlamak igin
2.192 g NazHPO4 .2H20 ve 1.918 g NaH2P04.2H20 tartilarak bir miktar saf su ile
coziildi. pH ayarlamasi ise seyreltik sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak

yapildiktan sonra son hacim 1 L’ye saf su ile tamamlandi.
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Asetil Kolinesteraz Enzim Cozeltisi: Ticari olarak satin alinan elektrik yilan baligindan
elde edilmis olan asetil kolinesteraz enzimi 0.02 M pH 7 fosfat tamponu ilave edilerek

¢Oziildii. Tiim denemelerde 1/10 oraninda seyreltilerek kullanildi.

Biitiril Kolinesteraz Enzim Cozeltisi: Ticari olarak satin aliman at serumundan elde
edilmis biitiril kolinesteraz enzimi 3.4 mg biitiril kolinesteraz alinarak 500 pL saf su

ile ¢oziilmesiyle hazirlandu.

3.1.4.11 Tirosinaz Inhibitér Potansiyelinin Belirlenmesinde Kullanilan
Cozeltiler

Fosfat Tampon Cdzeltisi: 50 mM pH 6.8 fosfat tampon ¢dzeltisi icin 2.527 g NazHPO4
2H20 ve 5.585 g NaH2PO4 .2H,0 tartilarak bir miktar saf su ile ¢oziildi. pH
ayarlamasi ise seyreltik sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak yapildiktan sonra son

hacim 1L’ye saf su ile tamamlandi.

L-DOPA ¢ozeltisi: 100 mM L-DOPA c¢ozeltisi 19.719 mg L-DOPA (3,4-Dihidroksi-
L-fenilalanin) tartilarak son hacim 1 mL olacak sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle

hazirlandi.

Tirosinaz Enzim Cozeltisi: 2 mg/mL tirosinaz enzim ¢ozeltisi, satin alinan mantar
tirosinazindan 1 mg tartilarak 0.5 mL su ilavesiyle ¢oziilerek hazirlandi.
Kojik Asit Cozeltisi: 30 mg/mL kojik asit ¢ozeltisi, 15 mg kojik asit (CeHsOa)

tartilarak 0.5 mL saf su ile ¢ozilmesiyle hazirlandi.

3.1.4.12 Ekstraktlarm Ureaz Inhibitér Potansiyelinin  Belirlenmesinde
Kullamilan Cozeltiler

Tiyoure Cozeltisi: 25.4 mg/mL tiyolre ¢Ozeltisi 25.4 mg tiyoire (CHsN»S) tartilarak

son hacim 1 mL olacak sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Hidrojen Peroksit Cozeltisi: 0.005 mM H20: ¢ozeltisi yogunlugu 1.13 kg/L olan
%35’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisinden 0.430 pL alinarak son hacmin 1 L olacak

sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Alkali Reaktif Cozeltisi : Alkali reaktif ¢ozeltisi %0.5 (w/v) sodyum hidroksit ve
%0.1 (v/v) NaOCl igerecek sekilde yogunlugu 1.22 kg/L olan %6-14 oraninda aktif
Klorin iceren sodyum hipoklorit (NaOCI) ¢ozeltisinden 8.19 uL alinarak ve 50 mg

sodyum hidroksit ilave edilerek son hacim 10 mL olacak sekilde saf su ile hazirlandu.
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Ure Cozeltisi: 1 M iire ¢ozeltisi 60 g iire (CH4N20) tartilarak son hacim 1 L olacak

sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Fenolik Reaktif Cozeltisi: %1 (w/v) fenol ve %0.005 (w/v) sodyum nitroprussit

icerecek sekilde hazirlandi.

Fosfat Tampon Cozeltisi: 50 mM pH 6.8 fosfat tampon ¢ozeltisi i¢in 2.527 g NazHPOg4
2H20 ve 5.585 g NaH:POs .2H20 tartilarak bir miktar saf su ile ¢oziildi. pH
ayarlamasi ise seyreltik sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak yapildiktan sonra son

hacim 1 L’ye saf su ile tamamlandi.

3.2 Metot
3.2.1 Mantar Numunelerinin  Toplam  Antioksidan Kapasitelerinin
Belirlenmesi

Ekstraktlarin toplam antioksidan aktivitesi (TAA) Prieto ve ark., (1999) kullandigi,
incelenen ekstrakt tarafindan Mo (VI)’nin Mo (V)’e indirgenmesine dayanan ve yesil
renkli fosfat/Mo (V) bilesiginin olusumu ile sonuglanan fosfomolibdenyum metodu
kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu amacla ekstrakt, reaktif ¢cozeltisi
(Bolim 3.1.4.2) ile kapakl1 bir tiip igerisinde karistirildi ve kapak sikica kapatildiktan
sonra kaynayan su banyosunda 90 dakika inkube edildi. Bu slre sonunda tlp icerikleri
oda sicakliina sogutulup, 695 nm’de absorbans suya karsi 6lgiildii. Kor i¢in ekstrakt
cozicusu metanol ile reaktif ¢ozeltisinin karisimi kullanildi. Ayrica ayni deneme
sartlarinda farkli konsantrasyonlarda olacak sekilde 0.25 mg/mL stok askorbik asit (AA)
cozeltisi kullanilarak hazirlanan standart ¢aligma grafiginden yararlanarak numunelerin

TAA degerleri AA esdegeri (mg AAE/g kuru numune) seklinde ifade edildi.

Cizelge 3.2 TAA Tayini Igin Yapilan Pipetlemeler (Tiim hacimler mikrolitre

birimindedir)
Kor Numune Standart Numune kor
Reaktif Cozeltisi 510 510 510 -
Mantar Ekstrakti - 2.5 - 2.5
Su/Metanol 790 787.5 790-540 12975

AA (0.25 mg/mL) 0-250

3.2.2 Mantar Numunelerinin DPPH Serbest Radikali Temizleme
Aktivitelerinin Belirlenmesi

DPPH testi, serbest radikallerin siipliriilmesi agisindan antioksidan aktiviteyi
degerlendirmek amaciyla kullanilan hizli bir spektroskopik metoddur. Mor rengi ile

kararl1 bir serbest radikal olan DPPH, radikal siipiiriicii bilesenler varliginda sar1 renkli
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difenilpikrilhidrazine indirgenir (Eren, 2011). Ekstraktlarin serbest radikal siipiirme
etkinlikleri Sanchez-Moreno ve ark., (1998) tarafindan kullanilan metoda gore tespit
edildi. Ekstraktlarin metanolde hazirlanmis DPPH c¢ozeltisi ile birlestirilmesiyle
olusan karisim 30 dakika karanlikta bekletildi ve 517 nm de metanole karsi absorbans
kaydedildi. Asagidaki esitlik kullanilarak her bir ekstrakt konsantrasyonu i¢in silipiirme
aktivitesi hesaplandi. Hesaplanan siiplirme aktiviteleri konsantrasyona karsi grafige
gecirildikten sonra SCso degeri (ortamdaki serbest radikallerin %50 sini siipiiren
ekstrakt konsantrasyonu) belirlendi. Kor olarak DPPH ¢6zeltisi ile metanol karisiminin
absorbansi kaydedildi. Ayni islem uygulanarak askorbik asit i¢cin de SCso degeri

hesaplandi ve karsilagtirma amaciyla kullanildu.
Supirme Aktivitesi (%) = [A ksr) - A (umune)]/ A o) X100

Cizelge 3.3 DPPH Serbest Radikal Temizleme Aktivitesinin Tayini i¢in Yapilan
Pipetlemeler (Tum hacimler mikrolitre birimindedir)

Kor Numune Numune kori
DPPH Cozeltisi 1200 1200 -
Metanol 100 97.5 1297.5-1200
Mantar Eksrakti - 2.5-100 2.5-100
3.2.3 Mantar Numunelerinin Fe?* ile Selat Olusturma Aktivitelerinin

Belirlenmesi
Mantar numunelerinin metanol ekstraktlarinin Fe?" ile selat olusturma kabiliyetlerini
ortaya koyabilmek amaciyla ekstraktlarin Ferrozin-Fe?" kompleks olusumunu inhibe
edebilme gucleri Dinis ve ark., (1994) tarafindan kullanilan metoda gore arastirildi. Bu
amacla ekstraktlar 2 mM FeCl2.4H20 c¢ozeltisi ile birlestirildikten sonra karistirilip oda
sicakliginda 30 dakika inkiibasyona maruz birakildi. Bu siirenin sonunda bu karisima
5 mM ferrozin ¢ozeltisi ilave edilerek karistirildi ve 10 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra karisimlarin absorbanslar1 FeClz ve su kullanilarak hazirlanmis
olan kore karst 562 nm’de kaydedildi. Ayni islemler ekstrakt yerine EDTA
kullanilarak da uygulandi ve elde edilen deger karsilastirma amaciyla kullanildi.
Ferrozin-Fe?* kompleks olusumunun inhibisyon yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak

hesaplandi.
Selat olusturma aktivitesi (%) = [A o) - A (umune)]/ A ksr) X100

Cizelge 3.4 Fe?" Selat Olusturma Aktivitesinin Tayini icin Yapilan Pipetlemeler
(TUm hacimler mikrolitre birimindedir)
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Kor Numune EDTA Numune Koru

FeCl. Cozeltisi 32 32 32

Mantar Ekstrakti - 2,5-100 - -
Su/Metanol 1300 1297.5-1200 1297.5-1200 1297.5-1200
Ferrozin Cozeltisi 64 64 64 -
EDTA - - 2.5-100 -
Metanol - 2.5-100

3.2.4 Mantar Numunelerinin Indirgeyici Gii¢ Kapasitesilerinin Belirlenmesi
Mantar ekstraktlarinin indirgeyici giicti Oyaizu (1986) tarafindan gelistirilen yonteme

3+

gore belirlendi. Bu yontemde ekstraktlardaki antioksidanlarin Fe®"’ii Fe?"’ye
indirgeyebilme gilicii arastirildi. Bu amacla 0.5 mg/mL konsantrasyonunda ekstrakt
igerecek sekilde 0.2 M fosfat tamponu (pH=6.6) igerisinde hazirlanan reaksiyon
karisimma %1 (w/v)’lik potasyum ferrisiyanid ¢Ozeltisinden 375 pL eklendi ve
karistirildiktan sonra 50°C’de 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben
%10 (w/v)’luk trikloroasetik asitten 375 pL ilave edildi ve 1750 g de 10 dakika
santrifiije maruz birakildi. Siipernatanin 600 pL lik kism1 600 pL destile su ve 75 pL
%0.1 (w/v)’lik FeCls ¢ozeltisi ile birlestirildi. FeCls ilavesiyle olusan mavi rengin
siddeti 700 nm’de kaydedildi. Yiiksek absorbans degeri yiiksek indirgeme
kapasitesinin gostergesidir. Ayn1 islem standart antioksidan askorbik asit i¢inde
uygulanarak elde edilen sonug karsilastirma yapmak amaciyla kullanildi (Ozeng,
2011).

3.25 Mantar Numunelerinin ~ Stperoksit Dismutaz  Aktivitelerinin

Belirlenmesi

Ekstraktlarin siiperoksit dismutaz aktiviteleri nitromavisitetrazozolyum (NBT)’un
indirgenmesine dayanan Beauchamp ve Fridovich, (1971) tarafindan gelistirilen
metoda gore belirlendi. Reaksiyon karigimi 0.1 mM EDTA 50 pL, 13 mM 50 pL
metiyonin, 75 puM 50 pL NBT, 2 uM 50 pL riboflavin ve ekstrakti igerecek sekilde 50
mM fosfat tamponu (pH 7.8) i¢inde hazirlandi. Reaksiyon 10 dakika siireyle floresan
kaynak (24 W) altinda gergeklestirildi ve 151k kaynaginin uzaklastiriimasiyla
sonlandirildi. NBT’nin 1s1kla indirgenmesi spektrofotometrik olarak 560 nm’de takip
edildi ve ekstrakt yerine tampon igeren kor ile karsilastirildi. Her bir ekstrakt
konsantrasyonu i¢in ortamdaki siiperoksit radikallerinin yarisin1  siipiliren
konsantrasyon (SCso) DPPH testinde izlenen yol takip edilerek hesaplandi.

Cizelge 3.2 SOD Aktivitesinin Tayini I¢in Yapilan Pipetlemeler (Tiim hacimler
mikrolitre birimindedir)
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3.2.6 Mantar Numunelerinin Katalaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Mantar numunelerinin metanol ekstraktlarinin katalaz aktiviteleri 50 mM fosfat
tamponu (pH=7) igerisinde uygun miktarda mantar ekstrakti ve/veya ticari olarak satin
alinan sigir karacigeri katalazi ilavesiyle hidrojen peroksit (H202)’nin (yaklasik 25

mM) dismutasyonunun spektrofotometrik olarak 240 nm de takip edilmesiyle ve H20-

Kor Numune SOD Numune Koru
Mantar Ekstrakti - 10-60 2.5-75 10-60
Riboflavin 50 50 50 -
EDTA 50 50 50
NBT 50 50 50
Metiyonin 50 50 50 -
Tampon 1200 1190-1140 1297.5-1292.5 1390-1340

i¢in ekstinksiyon katsayis1 olarak 42 Mtcm™’in kullanilmasiyla hesaplandi (Keyhani
ve Keyhani, 2012). 1 U enzim aktivitesi dakikada 1 pmol H2O;’yi pargalayan enzim

miktar olarak tanimlanmaktadir.

Cizelge 3.3 Katalaz Aktivitesinin Tayini Icin Yapilan Pipetlemeler (TUm hacimler
mikrolitre birimindedir)

Kor Numune Numune kori Katalaz
Fosfat Tamponu - - 1295 -
H20. Cozeltisi 1300 1295 - 1297.5
Mantar Ekstrakt - 5 5 -
Katalaz - - - 2.5

3.2.7 Mantar Numunelerinin Peroksidaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Reaksiyon karigimlart (son hacim 1.3 mL) 0.35 mM ABTS, 450 uM H20: icerecek
sekilde 50 mM fosfat-sitrat tamponu (pH=5) icerisinde 1.0 mg/mL konsantrasyonda
mantar ekstrakti ve/veya 2.7 ug/mL at serumu peroksidazi ilavesiyle 30 dakika stireyle
gerceklestirildi (Czégény ve ark., 2016). Bu surenin sonunda karisimlarin 735 nm’deki
absorbanslar1 tampon ¢ozeltiye karst okundu. Mantar ekstrakti ya da ticari enzimi
icermeyen karisim kor olarak kullamldi. 1 Unite peroksidaz 25°C’da  pH 5’de
dakikada 1 pmol ABTS’yi oksitleyen enzim miktar1 olarak ifade edilmektedir (Putter
ve Becker, 1983; Keesey, 1987).

Peroksidaz

H>O2 + ABTS 2H>0 + yiikseltgenmis ABTS

3.2.8 Mantar Numunelerinin ABAP ile Indiiklenen Lipid Peroksidasyonu
Uzerindeki Inhibitor Aktivitelerinin Belirlenmesi
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Mantar numunelerinin lipid peroksidasyonunu inhibe edebilme potansiyelinin
incelenebilmesi i¢in reaksiyon karigimlari. 0.26 mM linoleik asit, 2 mM 2,2-azobis-
(2-amidinopropan)-dihidroklorid (ABAP) ve 0.1 mg/mL mantar ekstrakti igerecek
sekilde metanol igerisinde (son hacim 1.2 mL) hazirland1. Iyi bir sekilde karistirilan
karigimlarin 10 dakika siireyle oda sicakliginda beklenmesi saglandi ve bu siirenin
sonunda absorbanstaki degisiklikler 234 nm’de metanole karsi 6l¢iildii. Ekstrakt

icermeyen karisim kor olarak kullanildi (Pryor ve ark., 1993).

3.2.9 Mantar Numunelerinin Asetilkolinesteraz ve Butirilkolinesteraz
Inhibitor Potansiyellerinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibitor potansiyelleri Ellman
ve ark., (1961) tarafindan modifiye edilen spektrofotometrik metoda gore belirlendi.
Reaksiyon karigiminda enzim kaynagi olarak yilan baligi asetilkolinesterazi (EC
3.1.1.7) ve at serum butirilkolinesteraz (EC 3.1.1.8), substrat olarak ise asetil tiyokolin
iyodiir ve butiriltiyokolinklorid kullanildi. Reaksiyon karisimi ilk olarak 0.1 mM
sodyum fosfat tamponu (pH 8.0), 02 M (DTNB), 02 M
asetilkolinesteraz/butirilkolinesteraz cozeltisi igerecek sekilde hazirlanip 15 dakika
25°C’da inkiibe edildi. Reaksiyon 0.2 M asetiltiyokolin iyodiir/butiril tiyokolin klorid
ilavesiyle baglatildi ve asetiltiyokolin iyodiir/butiril tiyokolin kloridin hidrolizi
DTNB’in tiyokolinlerle enzimlerle katalizlenen reaksiyonu sonucunda sar1 renkli 5-
tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun olusumuyla 412 nm’de O6l¢iildii. Alkaloid tipi
antikolinesteraz ilac1 galantamin referans olarak kullanildi (Senol ve ark., 2010).

Cizelge 3.4 Asetilkolinesteraz ve Butirilkolinesteraz Aktivitelerinin Tayini Igin
Yapilan Pipetlemeler (TUm hacimler mikrolitre birimindedir)

Kor Numune Galantamin Numune Kori
Enzim 2.5 2.5 2.5 -
Mantar Ekstrakt - 5.33-4.93-6.7 15 5.33-4.93-6.7
DTNB 5 5 5 -
1287.17-1287.57- 1294.67-1295.07-
Tampon 1292.5 12858 1291 12933

3.210 Mantar Numunelerinin  Tirosinaz Inhibitor Potansiyellerinin
Belirlenmesi

Ekstraktlarin tirosinaz inhibisyonunu incelemek amaciyla ilk olarak 30 U mantar
tirosinaz1 (0.5 mg/mL) 50 mM pH 6.8 fosfat tamponu icerisinde 10 dakika siireyle
25 °C’da ekstraktlarla inkiibe edildi. Ardindan, bu karisima 0.5 mM L-DOPA eklendi
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ve enzimatik reaksiyon 1 dakika i¢inde DOPA kromun olusumunun 475 nm’deki
absorbansta meydana getirdigi degisikligin takip edilmesiyle belirlendi. Antitirosinaz
aktivitesi i¢in 0.5 mg/mL konsantrasyondaki ekstraktin tirosinaz aktivitesinin ne
kadarini inhibe ettigi tespit edildi. Kojik asit standart inhibitoér olarak karsilastirma
yapabilmek amaciyla kullanildi (Liu ve ark., 2008).

Cizelge 3.5 Tirosinaz Aktivitesinin Tayini I¢in Yapilan Pipetlemeler (TUm
hacimler mikrolitre birimindedir)

Kor Numune "".(Oj'k Numune Kori
Asit
L-DOPA 83 83 83 -
Mantar Ekstrakti - 5.74-5.31-7.22 2.3 5.74-5.31-7.22
Tirosinaz 2 2 2 -
Tampon 1315 1394'123%21_37984'69' 13127 1309.26-1309.69-1302.78

3.2.11 Mantar Numunelerinin Ureaz inhibitor Potansiyellerinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin lireaz inhibisyonunda etkili olup olmadigini ortaya koyabilmek amaciyla
1 U (0.02 mg) enzim igeren 10 pL Ureaz enzim (soya fasulyesinden) ¢ozeltisi 100 mM
tire iceren 250 pL fosfat tamponu (pH 6.8) ve sirasiyla 2.5-5-7.5 pL ekstrakt
ile karistirilip ve 15 dakika boyunca 30°C’da inkiibe edildi. Ureaz aktivitesi indofenol
metodu kullanilarak amonyak olusumu o6lgiilerek belirlendi (Ramsay ve ark., 2012).
Bu amacla her bir tlipe 50 pyL fenolik reaktif (%1 (wi/v) fenol ve %0.005 (w/v)
sodyum nitroprussit) ve 50 pL alkali reaktif (%0.5 (w/v) NaOH ve %0.1 aktif
klorid (NaOCI) eklendi (Weatherburn, 1967). 50 dakika sonra 630 nm’de absorbans

okundu. Tiyodre standart treaz inhibitoru olarak kullanildi.

Cizelge 3.9 Ureaz Aktivitesinin Tayini I¢in Yapilan Pipetlemeler (Tim hacimler
mikrolitre birimindedir)

Kor Numune kor Numune Tiyoure
Mantar Ekstrakti - 2.5-5-7.5 2.5-5-7.5 -
Ure 250 _ 250 250
Ureaz 10 3 10 10
Tampon 940 1397.5-1395-1392.5 937.5-935-932.5 937.5-950
Tiyolre - - - 2.5-50

4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Enzimatik Olmayan Antioksidatif Aktivitelerin Belirlenmesi
Literatiirden edinilen bilgiye gore bir bitki ekstraktinin antioksidan kapasitesi
belirlenirken en dogru sonucu elde etmek igin birden fazla metodun tercih edilmesi

kullanighdir (Kanatt ve ark., 2014). Antioksidanlar yararli etkilerini hidrojen atomu
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transferi, tek elektron transferi ve metal selatlama gibi 3 temel yolla sergiledikleri i¢in

farklt metodlar farkli reaksiyon mekanizmalarina dayanir (Sun ve ark., 2011).

Bu bilgiler dahilinde 06ncelikle numunelerin toplam antioksidan aktiviteleri
belirlendikten sonra, sirasiyla proton ve elektron transferine dayanan DPPH serbest
radikalini stpurme etkinlikleri ve indirgeyici guc¢ kapasiteleri ile selat olusturma

kabiliyetine dayanan Fe?* ile selat olusturma potansiyelleri incelendi.

4.1.1 Mantar Ekstraktlarinin Toplam Antioksidan Aktiviteleri

Mantar numunelerinden hazirlanan metanol ekstraktlarinin toplam antioksidan
aktivitelerinin belirlenebilmesi amaciyla Prieto ve ark., (1999) kullandig1, incelenen
ekstrakt tarafindan Mo (VI)’nin asidik ortamda Mo (V)’e indirgenmesine dayanan ve
yesil renkli fosfat/Mo(V) bilesiginin olusumu ile sonuclanan fosfomolibdenyum
metodu tercih edildi. Oncelikle standart olarak kullanilan askorbik asidin farkli
konsantrayonlar1 ile gergeklestirilen deneme sonrasinda standart calisma grafigi
olusturuldu (Sekil 4.1). Bu grafigin dogru denkleminden yararlanarak tiim
numunelerin TAA degerleri askorbik asit esdegeri olarak (mg AAE/g kuru ekstrakt)
hesaplandi. Her 3 mantar numunesi igin hesaplanan toplam antioksidan aktivite

degerleri Sekil 4.2°de gosterilmektedir.

1 .
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Sekil 4.2 Toplam Antioksidan Aktivite Tayini icin AA Kullanilarak Hazirlanilan
Standart Calisma Grafigi
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30 27.58
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C. cibarius L. deliciosus L. pyrogalus

Sekil 4.2 Mantar Ekstraktlarinin Toplam Antioksidan Aktiviteleri (MgQAAE/g
kuru ekstrakt)

Sekilde goriilebilecegi gibi her iic mantar numunesinin TAA degerleri birbirine
oldukg¢a yakin olup ortalama deger bir gram kuru ekstrakt basina 29.71 mg AA olarak
hesaplanabilir. C. cibarius molibdeni indirgeme kabiliyeti agisindan diger iki tiirden
kismen daha {istiindiir. Orneklerin toplam antioksidan aktiviteleri kimyasal

bilesimlerine ve fenolik asit igeriklerine atfedilebilir (Dasgupta ve ark., 2015).

Meyve ve sebzelerden hazirlanan bu tip fitokimyasal ekstraktlar gii¢lii antioksidan ve
antiproliferatif aktivitelere sahip olup antioksidan aktivitenin blylk oranda
fitokimyasallarin kombinasyonundan kaynaklandig1 ve ilave ve/veya sinerjistik
etkilere yol acabilece§i bilinen bir gercektir. Bu bilgiler, tek bir antioksidanin,
gidalardaki dogal fitokimyasallarin kombinasyonunun yerini alamiyacagim ve
hepsinin birlikte sagladig: yararl etkileri temin edemeyeceginin kanitidir. Bu nedenle
antioksidanlarin, pahali besin takviyelerinden degil, giday1 tamamuyla tiiketme yoluyla

en iyi sekilde alinabilecegini sdyleyebiliriz (Liu, 2004).

Meyve, sebze ve islenmis iiriinlerdeki toplam antioksidan kapasite sinerjistik etki,
negative sinerjizm ve ilave etki olmak tizere 3 farkli etkilesim tiirline atfedilmektedir
(Liu, 2004). Bu bilgiler dahilinde toplam antioksidan kapasite, bitki ekstraktlarindaki
fenoliklerin, flavonoidlerin ve diger indirgeyici bilesiklerin birlesik etkisini
betimlemenin iyi bir yoludur (Kumar ve ark., 2014). Bu sayede ham ekstraktin toplam

antioksidan aktivitesinin tespiti onemli bir veri olarak degerlendirilebilir.
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Literatiirde mantarlar ile ilgili yapilan ¢aligmalar incelendiginde, mevcut ¢alismalarin
pek cogunda mantar numunelerinin antioksidan aktivitelerine iliskin bilgilerin farkl
mekanizmalara dayanan yontemlerle ortaya konuldugunu ancak toplam antioksidan
aktiviteye iliskin verilere yer verilmedigi goriilmektedir. G6ze ¢arpan bir ¢alisma
Akata ve ark., (2018) tarafindan Agaricaceae ailesinden 6 farkli mantar tiirii tizerinde
yapilmistir. Ancak hem mantar numunelerinin tiirlerinin farkli olusu hem de toplam
antioksidan aktiviteye iliskin bulgular troloks esdegeri olarak sunmalar1 sebebiyle

karsilastirma yapmaya elverisli degildir.

Literattirdeki diger bir ¢alismada ise bir istiridye mantar1 (Pleurotus florifa [mont.
singer) ve bir siit mantar1 (Calocybe indica P ve C.) olmak tizere 2 farkli tiir mantarin
toplam antioksidan aktiviteleri tayin edilmis olup hesaplanan degerlerin calisma
materyalimiz olan 3 mantar tiirline nazaran hayli yiliksek oldugu géze ¢arpmaktadir

(Prabu ve Kumuthakalavalli, 2016).

Bir bagka yenilebilir yabani mantar tiirii olan E. lividoalbum {izerinde yapilan
caligmanin sonucu olarak ise 1 mg Efra Eliv ekstraktinin 53.9 pg AA’ya esdeger
toplam antioksidan aktivite degerine sahip oldugu rapor edilmistir (Dasgupta ve ark.,

2015).

4.1.2 Mantar Numunelerinin DPPH Serbest Radikali Temizleme Aktiviteleri

Mantar ekstraktlarinin DPPH serbest radikali temizleme aktivitesi Sanchez-Moreno ve
ark., (1998) tarafindan kullanilan metod ile tespit edilmeye ¢alisildi. DPPH kararli bir
serbest radikaldir ve 517 nm’de karakteristik bir absorbansa sahiptir. DPPH radikali
hidrojen atomu ve elektron temin edebilen radikal supurucilere maruz kaldiginda
kararl1 bir diyamagnetik molekiile doniisiir ve bu degisim 517 nm de ki absorbansin
diismesi ile sonuclanir. Kararli DPPH radikalinin kullanilmasi enzim inhibiyonu ve
metal selatlagmasi gibi yan reaksiyonlar tarafindan etkilenmedigi i¢in avantajhidir
(Khatua ve ark., 2013b). Boylelikle serbest radikal siipiiriicli olarak bir bilesik ya da
ekstraktin kabiliyetini test etmek i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. DPPH
radikalinin baglangigtaki konsantrasyonunun %350’sinin azalmasi icin gerekli olan

antioksidan miktar1 SCsp degeri olarak tanimlanmaktadir. Bu durum numunelerin SCso
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degeri ne kadar az ise antioksidan aktivitesinin o kadar yiiksek oldugu anlamina
gelmektedir (Molyneux, 2004). Bu amagcla oncelikle hem standart antioksidan olan
askorbik asidin hem de her bir numunenin farkli konsantrasyonlari igin siipiirme
aktivitesi degerleri Boliim 3.2.2°de verilen formiille hesaplandi ve bu degerlerin
konsantrasyona kars1 grafige ge¢irilmesi ile yapilan interpolasyon sonucunda standart
antioksidan askorbik asit ve her bir mantar ekstrakti igin SCso degerleri tespit edildi

(Sekil 4.3-4.6). Cizilen grafikler yardimiyla hesaplanan SCso degerleri ise Sekil 4.7°de
dizenlendi.
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Sekil 4.4 C. cibarius Mantar Ekstraktinin Farkli Konsantrasyonlarinin DPPH
Radikalini Stpurme Aktivitesini (%) Gosteren Grafik
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Sekil 4.5 L. deliciosus Mantar Ekstraktinin Farkli Konsantrasyonlarinin DPPH
Radikalini Stpirme Aktivitesini (%) Gosteren Grafik
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Sekil 4.6 L. Pyrogalus Mantar Ekstraktinin Farkli Konsantrasyonlarinin DPPH
Radikalini % Sipurme Aktivitesini Gosteren Grafik
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Sekil 4.7 Mantar Numuneleri ve AA I¢in Hesaplanan Degerleri (SCso mg/mL)
Grafikteki veriler incelendiginde L. pyrogalus mantarimin ortamdaki DPPH
radikallerini slipiirme agisindan diger iki tiire gére yaklasik 2 kat daha etkin oldugu
goze carpmaktadir. Oysa toplam antioksidan aktivite agisindan digerlerine nazaran
en fakir tur de L. pyrogalus olarak tespit edilmistir. Bu iki sonucu bir arada
degerlendirdigimizde bitki esktraktlarindaki antioksidan etkiye sahip bilesenlerin
antioksidan etkilerini hidrojen atomu transferi, tek elektron transferi ve metal
selatlasma gibi farkli yollarla gosterdiginin (Sun ve ark., 2011) bilinmesi
dogrultusunda L. pyrogalus mantari bilesenlerinin DPPH radikallerini siipiirecek
nitelikte olan hidrojen atomu ve/veya elektron sunabilen tiirden bilesenleri bolca
icerdigi diisiiniilebilir.

Literatiirde benzer calismalar mevcut olup Orhan ve Ustiin aralarinda C. cibarius ve
L. deliciosus’unda bulundugu Tirkiye’den toplanmis 12 farkli mantar tiiriniin
antioksidan aktivitelerini DPPH serbest radikal stupurme aktivitesini inceleyerek
ortaya koymaya ¢alismislardir ve 0.5 mg/mL C. cibarius’un ortamdaki radikallerin
ancak %6.28’ini temizledigini ancak L. deliciosus tiiriiniin bu miktarinin %34.57
oraninda siiplirme aktivitesine sahip oldugunu gozlemlemislerdir. Ayn1 ¢aligmada
mantar ekstraktlarinin 5 mg/mL’lik konsantrasyonlar1 ile de deneme gerceklestirilmis
olup bu durumda C. cibarius igin %59.87, L. deliciosus igin %62.41 degerleri
hesaplanmistir (Orhan ve Ustiin, 2011). Literatirdeki bu wveriler mevcut tez

calismasinda Ordu yoresinden toplanillan mantar numuneleri i¢in elde edilen
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degerlerle karsilagtirildiginda her iki ¢alismadan elde edilen sonuglarin uyumlu

oldugu soylenilebilir.

Avrupa’da tiiketilen yenilebilir mantarlarin antioksidan aktivitelerinin incelendigi bir
baska calisma da yine L. deliciosus ve C. cibarius mantarlart DPPH radikallerini
siiptirme aktiviteleri yoniinden incelenmis ve 1.6 mg/mL konsantrasyondaki
L. deliciosus’un yaklasik %28 oraninda, ayni miktardaki C. cibarius’un ise %50
oraninda siipiirme aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir (Ramirez-Anguiano ve ark.,
2010). Calismada test edilen diger mantar tiirlerinin (Lentinus edodes, Boletus edulis,
Pleurotus sp., Agaricus bisporus, Amanita cesarea ve Morchella esculenta)

antioksidan aktivitelerinin ¢ok daha yiiksek oldugu sonucu da ilgingtir.

Ote yandan Cin’in Inner Mongolia bdlgesinden toplanmis olan Inonotus sanghuang
mantarinin DPPH serbest radikal siipiirme etkinliginin neredeyse standart antioksidan
olarak kullanilan askorbik asitle yarigacak kadar yiiksek bir degere (ICso= 3.79
pg/mL) sahip oldugu da literatiirde rapor edilmistir (Liu ve ark., 2017).

Boonsong ve ark., (2016) tarafindan gergeklestirilen ¢aligmada ise Tayland yerel
pazarlarindan temin edilen 5 farkli yenilebilir mantar tirii (Lentinus edodes,
Volvariella volvacea, Pleurotus eous, Pleurotus sajor-caju ve Auricularia auricular)
su, etanol ve dietil eter olmak tlizere 3 farkli ¢oziicii ile ekstraksiyon islemine tabii
tutulmus ve her bir ekstraktin 0.5 mg/mL’lik konsantrasyonlariin DPPH serbest
radikal stiplrme aktiviteleri incelendiginde %10-60 araliginda aktivitenin degiskenlik

gosterdigi goriilmektedir.

Literatiirdeki bu ¢alismalarin sonuglarini degerlendirdigimizde antioksidan aktivitenin
mantar tiirtine ve ekstraksiyon ¢oziiclisiine bagli oldugu kadar mantarin toplandigi

bolgenin iklimsel ve cografik 6zelliklerine de bagl olabilecegi sonucunu ¢ikarabiliriz.

4.1.3 Mantar Numunelerinin Indirgeyici Gii¢ Kapasiteleri

Indirgeyici gii¢ testi ekstraktlardaki bilesenlerin ortamdaki demir bilesigine bir
elektron sunarak demirin sar1 renkli Fe®* halinden mavi renkli Fe?* haline indirgenmesi
esasina dayanmaktadir. Olusan mavi rengin absorbansi ne kadar yiiksekse indirgeyici

giiciin o denli yliksek oldugu sonucu ¢ikarilmaktadir (Gordon, 1990).

Incelenen mantar ekstraktlarinin indirgeyici giic kapasitelerinin tespiti icin 3.2.4

basliginda anlatilan metodun takip edilmesi sonrasinda ekstraktlarin 0.5 mg/mL’lik
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kisimlarinin indirgeyici giiglerine karsilik gelecek olan 700 nm’deki absorbans degerleri
asagidaki Sekil 4.8’de gOsterildi. Grafige gore mantar numunelerimizin indirgeyici
gliclerinin hemen hemen ayni derecede ve askorbik asitin yarisi kadar bir etkinlikte

oldugunu soyleyebiliriz.
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Sekil 4.8 Askorbik Asit ve Mantar Numunesi Ekstraktlariin indirgeyici Giig
Potansiyelleri (ABS700 nm)

Ozetle her 3 mantar numunesinin de orta derecede indirgeyici giice sahip oldugu
sOylenebilir. Her hangi bir dogal ekstraktin indirgeyici giice sahip olabilmesi onun
hidrojen verebilme yetenegine sahip bilesenler igerdigine atfedilebilir (Shimada ve
ark., 1992). Bdylelikle mantar numunelerimizin radikal zincir tepkimelerini
sonlandirabilecek ve kararli hale getirebilecek olgiide serbest radikalleri siipiirebilme

kabiliyetine sahip indirgen bilesenleri igerdiklerini sdyleyebiliriz (Sariklrkct, 2009).

Akdeniz Bolgesi Yenilebilir Bazi Mantarlarinin - Antioksidan  Aktivitelerinin
Belirlenmesi baglikli tez ¢alismasinda Isparta ilinden toplanan Agaricus campestris,
Agrocybe cylindracea, Collybia dryophila, Helvella leucopus, Russula delica, ve
Tricholoma equestre; Mugla ilinden toplanan Amanita ovoidea, Melanoleuca excissa,
Rhizopogon roseolus, Russula chloroides, ve Volvoriella gloiocephala; Osmaniye
ilinden toplanan Lyophyllum decastes, Morchella angusticeps, Morchella esculenta,
Amans ve Morchella eximia f. schizocostata mantarlarmin 0.2, 1.0, 2.0 ve 3.0 mg/mL
konsantrasyonluk kisimlarinin indirgeme giicii kapasiteleri arastirilmis ve 0.2 mg/mL
lik kisimlarmin indirgeme giicli aktivitesi tespit edilememistir. 1.0 mg/mL lik

ksumlarimin indirgeme giicti aktiviteleri 700 nm deki absorbans degerleri ile ifade
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edilmis olup 0.075-0.404 araligindadir. Rapor edilen bu degerler mevcut tez
caligmasinda incelenen mantar numunelerinin 0.5 mg/mL’lik konsantrasyonlari i¢in

elde edilenlerden oldukga diistiktiir (Sarikiirk¢ii, 2009).

Bir baska ¢alismada Cantharellus cibarius mantarinin antioksidan, antimikrobiyal
etkilerinin ve yag asidi kompozisyonunun belirlenmesi amaglanmis ve bu baglamda
yapilan ¢calismada 0.4 mg/mL’lik mantar ekstraktinin indirgeme giicii tayini denemesi
sonrasinda 700 nm’de 0.5’den daha yiiksek bir absorbansa sebep olarak miikemmel

olarak nitelendirilen antioksidan aktiviteye sahip oldugu yorumu yapilmistir (Ufuk,

2007).

Bazi Dogal Yenilebilir Mantarlarin Antioksidant Aktivitelerinin Arastirilmasi baglikli
bagka bir tez calismasinda ise iglerinde L. deliciosus’un da bulundugu c¢esitli
familyalardan farkli tiir 10 mantar numunesinin indirgeme giicii potansiyelleri test
edilmis ve 0.5 mg/mL konsantrasyon i¢in elde edilen degerler 0.18-0.53 arasinda
saptanmistir. Sinop ili Ayancik ilgesinin gesitli koylerinden toplandigi bildirilen
L. deliciosus mantar numunesinin 0.5 mg/mL’lik konsantrasyonun 700 nm’de verdigi
absorbans degeri sadece 0.17 olup mevcut calismada rapor edilen degerle (0.378)

kiyaslandiginda olduke¢a diistiktiir (Kizil, 2014).

2015 yilinda gergeklestirilen bir caligmada ise Trakya Bolgesinde yetisen ve yenebilen
Boletus edulis (ay1 mantar1), Cantharellus cibarius (sarikiz mantar1), Craterellus
cornucopioides (borazan mantart), Hydnum repandum (sigirdili mantar1) ve kiltiir
mantari olarak bilinen Agaricus bisporus mantarlari iizerinde yapilan bir dizi ¢aligma
icerisinde indirgeme giicleri de arastirilmis olup 0.5 mg/mL lik konsantrasyon
degerleri icin 0.79-1.11 absorbans degerleri kayit altna almmustir (Ozcan, 2015).
Ozellikle C. cibarius i¢in rapor edilen deger (0.84) olup mevcut calismada elde edilen
deger (0.364) ile kiyaslandiginda yaklasik olarak iki kat1 kadar biiyiikliiktedir.

Literatiirden vermis oldugumuz tiim bu ¢alisma sonuglarinda standart antioksidanlar
i¢cin hesaplanan degerlerin mantar numuneleri yaninda belirgin dercede biiyiik oldugu
goze ¢arpmaktadir. Sonug olarak indirgeyici guiclin mantar tiirlerine bagl olabilecegi
gibi, mantarin toplandigini bolgenin ekolojik kosullar1 ve ekstraksiyon sartlar1 gibi pek

cok kosulla degisebilecegini soyleyebiliriz.

4.1.4 Mantar Numunelerinin Fe?* ile Selat Olusturma Aktiviteleri
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Demir oksijen tasimada, solunumda ve bir¢ok enzimin aktivitesinde olmak tzere
vicutta hayati 6Gneme sahip bir metaldir. Fakat ayn1 zamanda asir1 derecede reaktif bir
metal olup Fenton tipi reaksiyonlar yoluyla hidroksil radikallerinin olusumunda rol
oynar. Hiicre zarlarimin yakin ¢evresinde lretilen hidroksil radikalleri, membran
fosfolipitlerinin doymamis yag asitlerine saldirarak lipid peroksidasyonunu tesvik
eder. Mitokondri ya da ¢ekirdege yakin olusturuldugunda ise hidroksil radikalleri gen
mutasyonlarina yol agan DNA oksidasyonuna neden olur (Klaunig ve ark., 2011). Bu
yuzden demir iyonlarmin selatlasmasi oksidatif stresi azaltma agisindan oldukca

onemli bir parametredir (Swaran, 2009; Aprotosoaie ve ark., 2017;).

EDTA'min ve/veya mantar numunesi ekstraktlarinin  her birinin  farkl
konsantrasyonlarinin ilavesi ile gergeklestirilen test sonrasi ortamdaki demir
iyonlarinin selatlagan miktarlarinin hesaplanmasinin ardindan ¢izilen grafikler (Sekil
4.9-4.13). Cizilen grafikler ekstrakt Dbilesenlerinin selatlama aktivitesinin
konsantrasyon ile artigini yansitmaktadir. Grafiklerden yararlanarak interpolasyon
yolu ile ICso degerleri yani ortamdaki Fe?" iyonunun yarisi ile selat olusturmaya
yetecek olan EDTA ve/veya ekstrakt konsantrasyonu hesaplanmis olup bu degerler
Sekil 4.13’de dizenlendi. Sekil 4.13’den C. cibarius icin elde edilen ICso degerinin
en diisiik yani bu mantar tiiriiniin test edilen mantar tiirleri igerisinde Fe*? iyonlari ile

selatlasma kapasitesine sahip daha fazla bilesen icerdigini s0yleyebiliriz.
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Sekil 4.9 Standart Olarak Kullanilan EDTA'nin Konsantrasyona Bagimli Olarak
Fe?* Ile Selatlasma Oranini Gosteren Grafik
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Sekil 4.10 C. cibarius Mantar Ekstraktinin Konsantrasyona Bagimli Olarak Fe?*
Ile Selatlasma Oranini1 Gosteren Grafik
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Sekil 4.11 L. deliciosus Mantar Ekstraktinin Konsantrasyona Bagimli Olarak Fe?*
Ile Selatlasma Oranin1 Gosteren Grafik
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Sekil 4.12 L. pyrogalus Mantar Ekstraktinin Konsantrasyona Bagimli Olarak
Fe?* le Selatlasma Oranini1 Gosteren Grafik
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Sekil 4.13 EDTA ve Mantar Numunelerinin Selat Olusturma Potansiyelleri
(ICs0; mg/mL)

Literatiirde benzer nitelikli ¢alismalar mevcut olup 6rnegin Burdur ilinin Bucak

yoresinden toplanilan Melanogaster broomeanus mantarinin metanol, su, kloroform,
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aseton ve hekzan ekstraktlarmm  0.1-0.8 mg/mL araliginda degisen
konsantrasyonlarinin metal baglama aktiviteleri test edilmis olup en yiiksek aktivitenin
su ekstrakti durumunda ve 0.8 mg/mL’lik konsantrasyonda yaklasik olarak %40
civarinda oldugu bildirilmistir. Bu deger EDTA i¢in hesaplanan degerin yaklasik
olarak yarisidir (Savkinci, 2016). Ayni zamanda mevcut ¢alismada sirasiyla L.
deliciosus ve C. cibarius i¢in elde edilen 0.504 ve 0.373 mg/mL degerleri ortamdaki
metalin %50 sini baglayan konsantrayon degerleri olup M. broomeanus mantar1 igin

rapor edilen degerin yaninda oldukca yiiksektir.

2006 yilinda Bolu yoresinden toplanilmis olan L. deliciosus numunesinin etanol
ekstraktinin 0.5 mg/mL’lik kisminin demir iyonunu selatlama potansiyelinin %33.30
olarak hesaplandig1 ayni sartlar altinda C. cibarius mantar 6rneginden hazirlanan
ekstraktin bu tiir bir aktiviteye sahip olmadigi rapor edilmistir (Orhan ve Ustiin, 2011).
Otlar ve Vaccinium myrtillus L. ve Hypericum perforatum gibi sifali bitkilerin arasinda
yetisen C. cibarius 2013 yilinin yaz aylarinda toplanmis ve yapilan degerlendirmeler
sonrasinda demir iyonlar1 i¢in selatlasma kabiliyeti i¢in ICsg degeri 0.64 mg/mL olarak

hesaplanmistir (Kozarski ve ark., 2015).

Romanya’nin kuzeydogusundan toplanilan yabani ve yenilebilir bir mantar olan
Ramaria largentii Marr ve D. E. Stuntz’un selat olusturma potansiyeli i¢in hesaplana

ICs0 degeri de 2.497 mg/mL olarak rapor edilmistir (Aprotosoaie ve ark., 2017).

Indirgeyici gii¢ potansiyellerinin tartigildig1 baslik altinda literatiirden verdigimiz
orneklerden biri olan Isparta, Mugla ve Osmaniye illerinden toplanilan cesitli
mantarlara ait 6ziitlerin ayn1 zamanda metal selatlama potansiyelleri de incelenmis
olup rapor edilen tiim degerlerin bizim verilerimize gore ¢ok daha ytliksek oldugunu

soyleyebiliriz (Sarikiirketi, 2009).

Yine benzer sekilde ayn1 durum s6z konusudur. Bahsettigimiz bir bagka ¢alismada
Sinop’un Ayancik ilgesinden toplanilan mantar numuneleri iizerinde yapilan
caligmanin sonuglarina gore, 0.5 mg/mL’lik mantar ekstrakti i¢in metal selatlama
aktivitesinin en yiksek degeri %61.48 olarak yoresel adiyla ¢alik mantar1 olarak
bilinen Grifola frondosa mantar1 i¢in bulunmus olup ayni ¢alismada kanlica mantar1

olarak bilinen L. deliciosus i¢in ise %60.2 degerinde aktivite hesaplanmis olup mevcut
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calismada Ordu yoresinden toplanilan ayni mantar tiiriine gore yiiksek oldugu
sOylenilebilir (Kizil, 2014).

4.15 Mantar Numunelerinin ABAP ile Indiiklenen Lipid Peroksidasyonu

Uzerindeki Inhibitor Potansiyeli

Lipitler, hiicre membraninin ana bilesenleridir. Hiicre zarindaki lipitlerin oto-
oksidasyonu lipit peroksidasyonu olarak adlandirilir. Lipid peroksidasyonu, ROT
tarafindan ¢oklu doymamis yag asitlerinden bir hidrojen atomunun, yakalanmasiyla
baslatilir. Lipit peroksidasyonunun nihai iiriini doymus yag asididir. Hiicre
mebraninda doymus yag asitlerinin olusumu membran gegirgenliginin azalmasina ve
hiicrelerin yasam siiresinin kisalmasina yol agar. Kalp krizleri sirasinda hiicre hasarina
yol acan baglica faktorlerden birinin lipid peroksidasyonu olduguna inanilmaktadir

(Richter, 1987; Davies, 1995).

Lipid peroksitler toksik etkilerini iki genel mekanizma ile gosterirler. Lipidler hiicresel
membranlarin bitiinliigii siirdirme sorumlulugunda olduklarindan lipidlerin asir1
derecede peroksidasyonu lipid membranlarinin birlesimini, bilesimini, yapisini ve
dinamiklerini degistirir. Lipid peroksitler agir1 derecede reaktif bilesikler olarak reaktif
oksijen tiirlerinin daha ileri diizeyde iiretimini saglayabilirler veya DNA ve
proteinlerle ¢apraz baglanabilen bilesiklere parcalanirlar (Gaschler ve Stockwell,
2017). ikincil habercilerin iiretilmesindeki reaktiviteleri ve yetenekleri nedeniyle,
inflamasyonun ilerlemesi ve regulasyonu icin lipid peroksitler kritik olarak
degerlendirilmektedir (Radmark ve ark., 2015; Ackermann ve ark., 2017).

Lipid peroksitlerin toksik ikincil haberciler Uretme kabiliyeti, coklu patolojilerde ve
hicre 6limlerinde de 6nemli oldugunu gdstermektedir. Lipit peroksidasyonunun
ozellikle 6nemli oldugu bir klinik alan, beynin ve merkezi sinir sisteminin dejeneratif
hastaligidir. Beyinde biiyiik miktarda oksijen tiiketilir ve ATP sentezinin bir yan {irtinii
olarak yuksek miktarda reaktif oksijen tiru Gretimi s6z konusudur. Merkezi sinir
sistemindeki membran lipidleri ¢oklu doymamis yag asitleri agisindan zengindir ve
bunlar serbest yag asitleri ile birlestirir (Chen ve ark., 2008). Neticede olusan sonug,
lipitlerin peroksidasyonu i¢in gerekli tiim materyalleri iceren bir ortamdir. Lipid
peroksidasyonu ayrica diizenlenmis hiicre 6liimlerinde de rol oynar (Gaschler ve

Stockwell, 2017).
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Bircok hastalik ve oliimdeki rolleri nedeniyle, lipid peroksitlerin toksik etkilerini
iyilestiren bilesiklerin belirlenmesi ve gelistirilmesi i¢in yogun ¢aba sarf edilmektedir.
Son zamanlarda, arastirmacilar tarafindan lipid peroksidasyonunu inhibe etmek i¢in
folik asit, kirmizi1 palmiye yagi, kurkumin ve diyetle oksitlenmis balik yagi gibi cesitli
koruyucu bilesimler 6nerilmistir (Jain ve ark., 2006; Gao ve ark., 2012; Catanzaro ve
ark., 2016; Abdallah ve Badary, 2017). Bu inhibitorler peroksitlerin olusumunu
onleyen molekiiller ve sentezlenmis olan peroksitleri yok eden molekiiller olarak iki

sinifa ayrilabilir (Gaschler ve Stockwell, 2017).

Serbest radikal temizleme kapasitesinin Ol¢iilmesi gibi analizler, bir ekstraktin
antioksidan kapasitesinin bir gostergesidir, ancak bir bilesigin lipit peroksidasyonu
onleme etkinligi, tim biyolojik bilesenler ile spesifik bir mikro ortamdaki
antioksidanin hareketliligi hakkinda bilgi saglar. Ayrica lipid peroksidasyon
inhibisyonu ile ilgili veriler, diger analizlere gore daha fazla biyolojik 6neme sahiptir
(Niki, 2011; Azofeifa ve ark., 2015). Ote yandan, indiiklenmis lipid oksidasyonunun
inhibisyonunun ~ kontrol  edilmesi,  biyolojik  antioksidan  kapasitenin
degerlendirilmesinin bir bagka 6nemli yoludur (Watanabe ve ark., 2008). Ancak bu
yontem, mantar drneklerinin antioksidatif aktivitesinin arastirilmasi igin sikga tercih
edilmemektedir.

Mantar numunelerinin ABAP ile indiiklenen lipid peroksidasyonunu inhibe edebilme
potansiyelinin incelenebilmesi icin reaksiyon karigimlari BOlum 3.2.8’de belirtildigi
gibi hazirlandi ve islem gerceklestirildi. Mantar numunelerinden hazirlanan
ekstraktlarin 0.1 mg/mL’lik kisimlarmin lipid peroksidasyonunu inhibe edebilme
potansiyelleri ylizde olarak ifade edildi ve hesaplanan degerler asagidaki grafikte
yansiltilmistir. Bildigimiz kadariyla Palacios ve ark, (2011), C. cibarius ve L.
deliciosus'un da aralarinda bulundugu sekiz tip yenilebilir mantarin ABAP ile
indiiklenmis lipid peroksidasyon inhibisyon potansiyellerini arastirmis olup bildirilen

degerler bulgularimizla kiyaslanabilecek diizeydedir.
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Inceledigimiz mantar &rneklerinin lipid peroksidasyonu iizerinde inhibitdr etkisi
olmasi, bu ¢aligmay bir¢ok ¢aligmadan farkli kilmaktadir. Lipid peroksitlerin toksik
etkileri Alzheimer ve Ferroptoz gibi bircok ciddi hastaliga ve hatta 6liime neden olur.
Bu nedenle, lipid peroksidasyonunun toksik etkilerini iyilestirmek i¢in, bu gibi
inhibisyon etkisi olan yeni dogal materyalleri tanimlamak ve gelistirmek i¢in bir aray1s

vardir. Bu arayisa dahil olmak ¢alismanin 6nemini artirmaktadir.

4.2 Mantar Numunelerinin Enzimatik Antioksidatif Aktiviteleri
4.2.1 Mantar Numunelerinin Stuperoksit Dismutaz Aktiviteleri

Mantar numunelerinden hazirlanmis olan metanolik ekstraktlarin siiperoksit dismutaz
aktiviteleri NBT’nin indirgenmesine dayanan Beauchamp ve Fridovich, (1971)
tarafindan gelistirilen metoda gore belirlendi. Her bir ekstrakt i¢in ortamdaki
stiperoksit radikallerinin yarisini siipiiren konsantrasyon (SCso) DPPH testinde izlenen
yol takip edilerek hesaplandi. Bu amacla her bir ekstrakt ve/veya ticari olarak satin
alinan siiperoksit dismutaz enziminin farkli konsantrasyonlari i¢in hesaplanan aktivite
degerleri konsantrasyon degerlerine karsi grafige geg¢irildi. Burada temsili olarak
sadece ticari olarak satin alinan SOD enzimi ile yapilan deneme sonucunda elde edilen
degerler ile gizilen grafik verilmistir. (Sekil 4.15). Grafikler yardimiyla hem ticari
enzim hem de her bir mantar numunesi i¢cin SOD aktivitesini ifade eden SCso degerleri

mg/mL cinsinden hesaplandi. Hesaplanan SCso degerleri Sekil 4.15°de verildi.
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Literatiir mantar ekstraktlarinin siiperoksit dismutaz aktiviteleri agisindan tarandiginda
rastlanilan ¢alismalardan biri Daedalea quercina mantarinin ekstraktlarinin
antioksidan enzimler {izerindeki etkilerinin arastirildig1 bir tez ¢alismasidir. Istanbul
Belgrad ormanindan toplanilan mantar numunesinin metanol ekstraktinin 0.001255-
0.305mg/mL konsantrasyon araligindaki miktarlar1 SOD aktivitesi agisindan
incelendiginde ortamdaki radikallerin ancak %50 den daha azin siipiirebildigi bilgisi
rapor edilmistir (Rashuan, 2016).
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Bir bagka calismada ise Pleurotus cinsi ti¢ tane yenilebilir istiridye mantarinin SOD
aktiviteleri incelenmis olup her ii¢ii i¢in de bulunan degerler birbirine yakin olup

1 gram kuru agirlik i¢in ortalama olarak 270.53 Unite’dir (Khatun ve ark., 2015).

4.2.2 Mantar Numunelerinin Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

1U katalaz aktivitesi dakikada 1 pmol H202:yi parcalayan enzim miktari olarak
tamimlanmaktadir. Mantar numunelerinin ve/veya ticari olarak satin alinan Katalaz
enziminin katalaz aktiviteleri, katalaz ilavesiyle hidrojen peroksit (H202)’nin (yaklasik
25 mM) ayrisma reaksiyonunun spektrofotometrik olarak 240 nm’de takip edilmesiyle
ve H,0 igin ekstinksiyon katsayisi olarak 42 M*cm™’in kullanilmasiyla hesaplandi
ve Unite olarak ifade edildi (Keyhani ve Keyhani, 2012). Mantar numunesi
ekstraktlarinin ve ticari enzimin 0.5 mg/mL'lik konsantrasyonlar1 i¢in elde edilen

hesaplama sonuglar1 Sekil 4.17°de ifade edilmektedir.
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Sekil 4.17 Ticari Olarak Satin Alman Katalaz Enzimi ve Mantar
Ekstraktlarinin 0.5 mg/mL’lik Kisimlarinin Katalaz Aktiviteleri

(V)
Literatiirde mantar ekstraktlarinin katalaz aktivitelerini igerecek sekilde yapilan
calismalar sinirh sayidadir. Ug farkli istiridye mantarmin katalaz aktivitelerinin
incelendigi ¢alismanin sonucunda 1 gram kuru agirlik icin katalaz aktivitesi ortalama
olarak 1502.667 Unite olarak belgelenmistir. Rapor edilen bu degerin mevcut
calismada elde edilen ve Sekil 4.16°da kayit altina alinan degerlere gore hayli biiyiik
oldugu goriilmektedir. 0.0124-3.0220 pg/mL konsantrasyon araligindaki Daedalea
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quercina mantari ekstraktinin katalaz aktivitesine ait veriler farkli bir sekilde verilmis

olup ICso degerinin 0.1458 g/L oldugu rapor edilmistir.

Literatiirde bu konuda az veri bulunmasi nedeniyle mevcut caligmada test edilen
numunelerden C.cibarius i¢in hesaplanan 0.314 U degerin (ticari enzime gore yaklasik

280 kat diisiik) dnemli oldugunu soyleyebiliriz.

4.2.3 Mantar Numunelerinin Peroksidaz Aktivitesi

Ekstraktlarin peroksidaz aktivitelerinin belirlenmesi icin reaksiyon substrat olarak
2,2'-azino-bis  (3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonik  asit  (ABTS)  kullanilarak
gerceklestirildi (Childs ve Bardsley, 1975). 1 Unite peroksidaz 25°C’da pH 5 de
dakikada 1 pmol ABTS yi oksitleyen enzim miktar olarak ifade edilmektedir (Putter
ve Becker, 1983; Keesey, 1987).

1 mg/mL lik mantar numunelerinin ve ticari olarak satin alinan 2.7 pg/mL peroksidaz

enziminin peroksidaz aktiviteleri (U) Sekil 4.17°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.18 Ticari Peroksidaz Enzimi ve Mantar Numunesi Ekstraktlarinin
Peroksidaz Aktiviteleri (U)

4.2.4 Enzim Inhibisyon Potansiyelleri

Mantarlarin 6zellikle fenolik ve flavonoidler olmak {izere biyoaktif bilesikleri, serbest
radikal temizleme aktivitesi, selatlama aktivitesi (Cheung ve ark., 2003) veya lipid
peroksidasyon inhibisyon aktivitesinin (Kaewnarin ve ark., 2016) yaninda enzim

inhibe edici aktiviteleri (Yoon ve ark., 2011) agisindan da incelemeye degerdir.
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Son yillarda, yasami tehdit eden birgok hastaligin tedavisinde enzim inhibitér
stratejileri etkili bir sekilde kullanilmaktadir (Zengin, 2016) ve klinik kullanimda oral
ilaglarin yaris1 enzim inhibitorleridir (Hopkins ve Groom, 2002). Bu nedenlerden
dolayr mantar numunelerinden hazirlanan ekstraktlarin antikolinesteraz, antitirosinaz
ve antilireaz aktiviteleri test edildi.

43.1 Ekstraktlarin  Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz Inhibitér

Potansiyelleri

Yasa bagli olarak gelisen en yaygin ndrodejeneratif bozukluk olan Alzheimer
hastaliginin (AH) gelisimi i¢in Onbeyindeki kolinerjik ndronlarin segici kaybu,
B-amiloid peptidinin hiicre disinda depolanmasi, hiicre i¢inde nérofibril yumaklarinin
birikimi ve bozulmus biligsel islevler gibi cesitli sebepler oldugundan cesitli tedavi
metodlarindan bahsedilmektedir (Ucar ve ark., 2005). Fakat en kabul goéren
asetilkolinesteraz (AChE) tarafindan parcalanan asetilkolin olarak adlandirilan bir
sinir ileticinin miktarindaki yetersizlige dayanan kolinerjik hipotezdir (Orhan ve
Ustiin, 2011). Bu yiizden AH icin en bilinen tedavi metodu enzim inhibisyonuna
dayanmaktadir.

AH’nin gelisimini engelleyen sentetik olarak iiretilmis ilaglar kullanilmaktadir. Ancak
yan etkileri sebebiyle daha giivenilir ilaglar gelistirme gereksinimi s6z konusudur.
Ucuz ve kolay Uretimleri ve glicli ve guvenilir etkileri sayesinde bitkiler yiizyillardir
ilag endustrisinde kanser ve AH dahil pek ¢ok kronik ve dejeneratif hastaligin
tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Rates, 2001; Zengin, 2016). Bu
yiizden bitki ya da mantarlar gibi dogal kaynaklar inceleme altindadir (Kaur ve ark.,

2017).

Mantar oOrnekleri kullanilarak hazirlanan metanolik ekstraktlarin 0.5 mg/mL’lik
kisimlarinin klinik olarak olduk¢a 6nemli olan kolinesteraz enzimleri zerindeki
inhibisyon ylizdeleri Boliim 3.2.9 da detaylica anlatildig: sekilde gerceklestirilen bir
islem sonrasinda belirlendi. Mantar numuneleri i¢in hesaplanan inhibisyon ytiizdelerti,
alkaloid tipi bir antikolinesteraz olan galantaminin 0.6 pg/mL’lik miktarinin

inhibisyon degeri ile karsilastirilacak sekilde asagidaki Sekil 4.19°da diizenlenmistir.
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Grafiklerden goriilebilecegi gibi mantar ekstrkatlarinin 0.5 mg/mL’lik kisimlari igin
hesaplanan inhibiyon yiizdeleri standart inhibitdr olarak kullanilan galantamin igin
hesaplanan degerin yaninda oldukga kiigiiktiir. Antikolinesteraz aktivitesi i¢in en
yiiksek inhibisyon orani L. deliciosus mevcudiyetinde gerceklesirken 3 mantar
numunesi arasinda C. cibarius antibutirilkolin esteraz aktivitesi en yliksek olan tirdur.
Elde edilen bu degerler literatiirdeki pek cok calismanin sonuglari ile uyum
igerisindedir. Mugla’dan yerel pazardan temin edilen L. deliciosus mantarinin metanol
ekstraktinin asetilkolinesteraz ve butirilkolin esteraz inhibisyon aktivitelerini
yansitacak sekilde hesaplanan ICso degerleri sirasi ile >4.00 mg/mL ve 0.57 mg/mL
olarak rapor edilmistir (Oztiirk ve ark., 2014). Baska bir ¢calismada ise Bolu ydresinden
elde edilen L. deliciosus ve C. cibarius mantar ekstraktlarinin 0.5 mg/mL’lik
kisimlarinin AChE inhibisyon oranlar1 sirast ile %24.04 ve %6.81 olarak

hesaplanmstir (Orhan ve Ustiin, 2011).

Literatuirde L. deliciosus ve C. cibarius mantar tirlerinin antikolinesteraz aktiviteleri
tizerinde yapilan ¢aligmalar sinirli olmakla birlikte L. pyrogalus tizerinde bu konuda
yapilan her hangi bir calismaya rastlanilmamigtir. Bu sebeple 6zellikle L. pyrogalus
icin elde edilen sonucun literatiire dnemli bir katki saglayacag: diisliniilmektedir ve
0.5 mg/mL’lik ekstrakt konsantrayonunun %5.334 oraninda AChE inhibisyonuna yol

acmasi diger tiirlere gore oldukca kayda degerdir.
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C. cibarius ve L. deliciosus disinda farkli mantarlar {izerinde yapilan ¢alismalarin
sonuclar1 incelendiginde de ancak yiiksek konsantrasyon degerlerinin %50 oraninda
inhibisyonu saglayabildigini gdrebilmekteyiz. Ornek verecek olursak Ganoderma tiirii
iki mantar olan Ganoderma mediosinense ve Ganoderma ramosissimum turlerinden
hazirlanan ekstraktlarin antikolinesteraz aktivitesi i¢in hesaplanan ICsp degerleri sirast

ile 43.86 ve 58.24 mg/mL’dir (Kaur ve ark., 2017).

Literatiirdeki benzer nitelikli ¢alismalar incelendiginde Melanogaster broomeanus
mantarinin farkl ¢oziictilerde hazirlanan ekstraktlarinin hem asetil hem de butiril kolin
esteraz aktivteleri incelenmis olup tiim ekstraktlar durumunda galantaminden diisiik
sonuclar elde edilmistir. Metanol ekstraktinin = 0.4 mg/mL’lik kisminin
asetilkolinesteraz inhibisyon orani %20°nin altinda iken butirilkolinesteraz inhibisyon
orani ise %10’un altindadir. Literatiirdeki bu caligmanin en 6nemli 6zelligi farklh
polaritedeki coziiciilerle hazirlanan ekstraktlarin antikolinesteraz aktivitesinin test
edilmis olmasidir (Savkinci, 2016). Sonug olarak inhibisyon derecesinin kullanilan

ekstraksiyon ¢oziiciisii ile belirgin bir sekilde degistigini sdyleyebiliriz.

Test edilen her 3 mantar numunesinin de bellek bozukluklarini tedavi etmek igin

gelistirilebilecek bir ilag¢ potansiyeline sahip oldugunu soyleyebiliriz.

4.3.2 Ekstraktlarin Tirosinaz Inhibitér Potansiyellerinin Belirlenmesi

Meyve ve sebzelerin hasat sonrasinda kahverengilesmesinde anahtar bir enzim olan
tirosinazin etkinligi kontrol etmek ve engellemek, esmerlesmeyi geciktirmek ve raf
Oomrint uzatmak igin en etkili yontemdir (Hu ve ark., 2016). Tirosinaz inhibitorlerinin
uygulama alani sadece bununla siirli kalmayip ayni1 zamanda 6zellikle son yillarda
kozmetik endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle
hiperpigmentasyonun sebep oldugu asir1 melanin sentezi sonucu olusan cilt
lekelenmelerinin 6nlenmesinde tirosinaz inhibitorleri oldukca yaygin olarak
kullanilmaktadir (Akin, 2012). Ayrica triosinazin Parkinson hastaligi ve diger
ndrodejeneratif hastaliklarla da iligkili oldugu bilinmektedir (Xu ve ark., 1998;

Asanuma ve ark., 2003).

Bu amacla elimizdeki ekstraktlarin 0.5 mg/mL’lik tirosinaz enzimi {izerindeki
inhibisyon potansiyelleri mantar tirosinazi kullanilarak test edildi ve elde edilen veriler

0.05 mg/mL kojik asit i¢in elde edilen degerle karsilastirildi. Literatiir dikkatlice

65



tarandiginda, antitirosinaz aktivitesine sahip kaynaklar {izerinde yapilan incelemeler
mantar orneklerinden ziyade diger dogal kaynaklar yada sentetik olarak sentezlenen
maddeler iizerinde yogunlasmistir. Bu agidan degerlendirilecek oldugunda mevcut

caligsma literatiir agisindan oldukc¢a kiymetlidir.
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Literatiirde benzer konuda yapilan caligmalar incelendiginde ilk géze carpan anti-
inflamatuar, antitirosinaz, antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip mantar
temelli kozmetik formiilasyonlar gelistirilmesi konusunda yapilan bir ¢alisma olup
sOzili gegen ¢alismada 3 farkli mantar tiirtiniin (Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus,
ve Lentinula edodes) etanol ekstraktlarmin antitirosinaz potansiyelleri igin ICso
degerleri hesaplanmistir. Rapor edilen degerler A. bisporus icin 0.16; Pleurotus
ostreatus icin 0.86 ve L. edodes i¢in ise 0.82 mg/mL’dir (Taofiq ve ark., 2016). Bu
degerler 0.5 mg/mL’lik metanolik mantar ekstraktlarimiz durumunda bizim elde etmis
oldugumuz yaklasik %25 oranindaki aktivitenin literatiirdeki  verilerle
kiyaslanabilecek Olgiide oldugunu gostermektedir. Ayrica Tayland’dan toplanilan
yabani ve yenilebilir 3 mantar tlrinunde (Rugiboletus extremiorientalis, Russula
emetica, Russula sp. ve Phlebopus portentosus) tirosinaz enzimi tizerindeki inhibisyon
etkileri incelenmis ve kojik asit esdegeri seklinde sonuglar rapor edilmistir (Kaewnarin
ve ark., 2016).

4.3.3 Ekstraktlarin Ureaz Inhibitor Potansiyellerinin belirlenmesi
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Mantar ekstraktlarinin ve tiyotlirenin farkli konsantrasyonlarinin iireaz enzimini
inhibisyon dereceleri Bolim 3.5.10°da anlatildigi sekilde indofenol yontemi
kullanilarak tespit edildi. Ureaz aktivitesini in vitro ¢alisabilmek icin literatiirde kabul

gormiis cesitli metodlar vardir.

Amonyak iiretimine bagli olarak pH artisina dayanan yaklasim a-hidroksiketonlarin
inhibitdr etkisini incelemek amaciyla tercih edilen bir yontemdir (Tanaka ve ark.,
2004). Ureaz araciligryla saridan pembeye renk degisimiyle uygun miktarda amonyak
tiretimini gosteren fenol kirmizisi da bir belirteg¢ olarak kullanilmaktadir. Sahin (2016)
bal drneklerinin su ekstraktlarinin iireaz inhibisyon aktivitelerini indofenol metodu ile
teshis etmistir. Mevcut calismada da indofenol yontemi takip edilerek elde edilen
absorbans degerlerinin kullanilmasiyla esitlik (3.2.2) yardimiyla her bir konsantrasyon
icin hesaplanan inhibisyon ylzdelerinin konsantrasyona kars1 grafige gecirilmesi ile
interpolasyon metodundan yararlanarak her bir mantar numunesi ekstrakti ve Ureaz
inhibitori olarak bilinen pozitif kontrol olarak kullanilan tiyolre igin 1Cso degerleri
mg/mL cinsinden hesaplandi. Yapilan hesaplama sonrasinda bulunan ICso degerleri
Sekil 4.21°de gosterilmektedir.
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L. delicious C. cibarius L. pyrogallus Tiyolre

Sekil 4.21 Mantar Numunesi Ekstraktlarinin ve Tiyoiirenin Ureaz inhibisyon
Verileri (ICso; mg/mL)

Literatiirde de antiiireaz potansiyeline sahip dogal kaynaklar vardir. Ornek verecek
olursak bu ¢aligmalar Yeni Zelanda ve Tiirkiye’den bal 6rnekleri tizerinde yapilmistir

(Ruckriemen ve ark., 2015; Sahin, 2016). S6zii edilen ¢aligmanin sonuglarina gore test
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edilen mantar numunelerinin Ureaz inhibisyon potansiyellerinin ¢ok daha yiksek

oldugunu soyleyebiliriz.

5. SONUC ve ONERILER

Yiizyillar boyunca, mantarlar tibbi 6zellikleri i¢in degerlendirilmis ve yaygin olarak
kullanilmistir. Bu gdriisten yola ¢ikilarak planlanan ‘‘Ordu ilinden Toplanan Yabani
ve Yenilebilir Mantar Tdrlerinin Antioksidan Aktivitelerinin ve Kolinesteraz,
Tirosinaz ve Ureaz inhibisyon Potansiyellerinin Belirlenmesi’’ baslikli yiiksek lisans
tez calismasi kapsaminda Ordu ilinden toplanilan C. cibarius, L. deliciosus ve L.
pyrogalus mantarlarinin bir nutrasotik olarak degerlendirilip
degerlendirilemeyecegini ortaya koyabilek amaci ile literatiirde yaygin olarak
uygulanmakta olan yontemler kullanilarak sozii gegen mantar numunelerinin
antioksidan aktiviteleri ve klinik olarak onemli olmasi ile se¢ilen enzim aktiviteleri
uzerindeki inhibisyon potansiyelleri incelendi. Bulgular ve Tartisma kisminda detayli
olarak rapor edilen tiim sonuglarin literatiire 6nemli katkilar saglayacak derecede
literatiirde daha evvel incelenerek rapor edilmis olan hem ayni tiir hem de farkl tiir
mantar numuneleri arasinda yer alabilecegi goriilmektedir. Elde edilen bulgularin bu
calisma ile es zamanl vyiiriitilmiis olan ‘“‘Ordu ilinden Toplanan Yabani ve
Yenilebilir Mantar Tdrlerinin Biyolojik Olarak Aktif Madde Profilinin Belirlenmesi’’
baslikli diger bir tez ¢alismasinda elde edilen bulgularla birlikte degerlendirilmesi
sonucunda ortaya koydugumuz antioksidan aktivite ve enzim inhibisyon
potansiyellerinin numunelerin fenolik ve flavonoid igeriginin yani sira tannin, -
karoten ve likopen iceriklerinin bir sonucu oldugunu sdyleyebiliriz. Ozellikle
pirogallol, benzoik asit ve resveratrol gibi fenoliklerin bol miktarda bulunmas1 mantar
numunelerinin bu bilesenleri iizerinde ileri derecede arastirma yapilmasi cesaretini

vermektedir.

Boylece incelenen mantar numunelerinin halk arasinda takdir goren lezzetlerine ilave
olarak sagliga olan yararlar1 sayesinde artan sekilde bilinglice tiiketilmesi umut
edilmektedir. Ayrica bahsedildigi gibi daha ileri derecede yapilabilecek ¢alismalarla

mantar numunelerinin 6zel bilesenlerinin (polisakkaritler, fenolik bilesikler vb. gibi)
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ayr1 ayr1 izole edilebilmesi ile bu galismalarin in vitro ortamdan in vivo ortama
uyarlanmas1 ile elde edilecek daha degerli bulgularin bu numunelerin gida
endiistrisinde koruyucu bilesen olarak, tip ve eczacilik alanlarinda ise Alzheimer,
Parkinson ve ¢esitli kanser tiirleri basta olmak iizere pek ¢ok metabolik rahatsizliga
ilag arayisinda care olabilecek nitelikte olacagmma inanmilmaktadir. Ote yandan
Ozellikle tirosinaz inhibitdrii potansiyelleri ile cilt sorunlarinin tedavi edilebilmesi
amaciyla kozmetik endiistrisi alaninda da yer bulabilecektir. Ayrica iireaz inhibisyon
potansiyeline sahip oldugu tespit edilen mantar numunelerimiz tarim alaninda

kullanilmak tizere zirai islemler i¢cinde kolaylik saglayacaktir.

Boylelikle diinya genelinde yaygin bir sekilde uygulandigi bilinen bitkisel kdkenli
kaynaklarin farkli alanlarda degerlendirilmesi islemi ile sadece sozii gegen mantar
numuneleri olmamakla birlikte Tiirkiye’de ve Karadeniz Bolgesin’de yetisen yabani
ve yenilebilir mantar kaynaklarinin degerlendirilmesi umut vericidir. Boylelikle

bolge halkina ekonomik bir katki da saglanmis olacaktir.
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