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Mantarlar besinsel degerleri, diisiikk oranda seker ve yag icermeleri nedeniyle 6zellikle
iyi birer diyet triinii olarak nitelendirilmektedir. Bununla beraber mantarlarin dogal
olarak ftrettigi biyolojik olarak aktif bilesenlerin ¢ok cesitli etkileri gosterilmistir.
Antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser aktivite, kolesterol diisiiriicii ve bagisiklik
sistemini uyarici1 etkilere sahip olduklar1 yapilan birgok ¢alisma sonucunda
bilinmektedir. Sepultaria sumneriana’nin etanolik ekstrelerinin antioksidan kapasitesi,
DPPH radikalini temizleme yetenegi kullanilarak belirlenmistir. Antioksidan
aktivitesini belirlemek amaciyla ayrica fenolik ve flavonoid igerigi de arastirilmigtir.
Antioksidan enzimler, oksidatif stresin kontrol edilmesi ve hiicresel dengenin
diizenlenmesi icin oldukca Onemlidir. Hiicreleri reaktif oksijen tiirlerinin zararh
etkilerinden korumasi bir¢ok dejeneratif hastaliklarin gelisimini engelleyebilmektedir.
Bu nedenle Sepultaria sumneriana’nin SOD, GPx, GST ve KAT enzimleri tizerindeki
etkileri de arastirilmistir. DPPH iizerine yapilan ¢alismalarda Radikal Siipiiriicii Aktivite
orani 10 mg/ml en yiiksek mantar 6ziitii konsantrasyonunda %28.28 +0.0088 olarak
belirlenmistir. ICsg degerleri ise Gallik Asit i¢in 0.00148 mg/ml, Sepultaria sumneriana
icin ise 1.148 mg/ml olarak tespit edilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 11.139
mgGAE/g, toplam flavonoid madde miktar1 ise 1.872 mgQUE/g olarak hesaplanmustir.
GST ve Katalaz enzimleri lizerinde yapilan ¢alismalarda mantar 6ziitlinlin aktivasyona
neden oldugu, SOD enzimi iizerinde ise inhibisyona neden oldugu gézlenmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

ANTIOXIDANT ACTIVITY OF AN ETHANOLIC EXTRACT OF Sepultaria
sumneriana

Serkan KALKIN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology

Supervisor: Dog. Dr. llgaz AKATA

Mushrooms are considered particularly good dietary products due to their nutritional
value, low sugar and fat content. However, many studies have shown that a wide variety
of components naturally produced by mushrooms have important activities such as
activation of antioxidant enzymes, anticancer and antidiabetic. The antioxidant capacity
of the ethanolic extracts of Sepultaria sumneriana was determined using the ability to
scavenge the DPPH radicals. Phenolic and flavonoid content was also investigated in
order to determine its antioxidant activity. Antioxidant enzymes are very important for
controlling oxidative stress and regulating cellular balance. Protecting cells from the
harmful effects of reactive oxygen species can prevent the development of many
degenerative diseases. Therefore, the effects of Sepultaria sumneriana on SOD, GPX,
GST and CAT enzymes were also investigated. In studies on DPPH, the Radical
Scavenging Activity ratio was determined as 28.28% <+ 0.0088 at the highest
concentration of mushroom extract of 10 mg / ml. 1Csy values were determined as
0.00148 mg / ml for Gallic Acid and 1.148 mg / ml for the Sepultaria sumneriana. The
total amount of phenolic content was determined as 11.139 mgGAE / g, and the total
amount of flavonoid content was determined as 1.872 mgQUE / g. In studies on GST
and Catalase enzymes, it has been observed that the mushroom extract causes
activation. Inhibition was observed on the SOD enzyme.
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1. GIRIS

Makrofunguslar, yiiksek miktarlarda nitelikli protein, ham lif yapilari, ¢esitli mineraller
ve vitaminler igermektedir (Sivrikaya vd. 2002). Mantarlar son yillarda terpenoidler,
steroidler, polifenoller, alkaloidler ve polisakkaritler gibi ¢esitli biyoaktif bilesiklerinin
terapOtik potansiyellerinden dolayr biiyiik ilgi goérmektedir. Bazi mantar tiirlerinin
antioksidan, antimikrobiyal, antikanser, kolesterol diisliriicii ve bagisiklik sistemini
uyarici etkilere sahip oldugu yapilan bircok calismayla gosterilmistir (Miuzino 1999,
Barros vd. 2007, Kitzberger vd. 2007). Serbest radikaller, bir veya daha fazla
eslenmemis elektron igeren molekiillerdir ve ayni zamanda viicutta bir¢ok metabolik
yolun dogal iirlinleridir. Bazilar1 temel islevleri yerine getirirken kontrolli bir formda
bulunurken bazilar1 ise serbest formda bulunur ve cesitli doku, hiicre bilesenleriyle
etkilesime girerler. Bu tiir etkilesimler, oksidatif stres olarak da adlandirilan 6nemli

fonksiyonel bozukluklara neden olabilir.

Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girerek bunlarin hiicrelere ve biyolojik
molekiillere zarar vermelerini 6nler. Bu 6zellikleriyle hiicrelerin anormallesme ve sonug
olarak tiimor olusturma risklerini azalttiklar1 gibi, hiicre yikimini da yavagslatir.
Giliniimiizde antioksidan 0zelligi kesfedilen bircok madde vardir. Bu maddelerin bir
kism1 giinliik diyetimizde yer alirken, bir kismini da viicut kendisi, serbest radikallere
karst bir savunma sistemi olarak tretir. Viicudun serbest radikallere karsi savunma
amaciyla sentezledigi enzimler; katalaz, glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve
glutatyon s-transferaz gibi enzimlerdir. Bunlarin bazilar1 antioksidan enzimler olarak da
adlandirilmaktadir. Doku ve hiicrelerde reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikaller
sebebiyle meydana gelen oksidatif stres DNA, protein, karbonhidrat ve lipidler gibi

biyolojik agidan 6nemli biyomolekiillere zarar verebilmektedir.

Yapilan ¢alismalarda Sepultaria sumneriana’'m etanolik ekstresinin toplam fenolik-
flavonoid madde igerigi ve Onemli antioksidan enzimlerinin iizerine olan etkileri

arastirilmastir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Sepultaria sumneriana (Cooke) M. Torre

Sepultaria sumneriana (Cooke) M. Torre Sedir kupasi olarak da bilinen, sedir
agaclariyla iliskili ektomikorizal bir makrofungal tiirdiir. Tirler genellikle kisin
sonundan ilkbahara kadar biiyiir ve Ascomycota boliimii i¢indeki Pezizales takimina ait
Pyronemataceae ailesinin bir iiyesidir (Kirk vd 2008). Tirkiye’deki yayilisi ise Konya,
Mersin, Kayseri, Kahramanmaras, Gaziantep, Denizli, Balikesir, Tokat, Ankara’dir
(Sesli ve Denchev 2008). Ilk olarak Mordecai Cooke tarafindan tanimlanan ve Peziza
sumneriana olarak adlandirilan bu mantar, uzun yillar Sepultaria sumneriana olarak
biliniyordu. Sepultaria sumneriana ismi 1895'te ingiliz Mikoloji Dernegi'nin kurucu
ortagr ve ilk baskani George Edward Massee (1850 - 1917) tarafindan verilen bir

isimdir.

Kingdom: Fungi
Division: Ascomycota
Class: Pezizomycetes
Order: Pezizales
Family: Pyronemataceae
Genus: Sepultaria

Species: Sepultaria sumneriana



Sekil 2.2 Sepultaria sumneriana (Akata 2019)



2.1.2 Makroskobik ve mikroskobik ozellikler

Piiriizsliz i¢ ylizeyi vardir ve soluk krem ila agik grimsi bej rengindedir. Topragin
yiizeyinden ¢ikmadan once yer altinda birka¢ ay boyunca gelisir ve tipik olarak 5 ila 8
diizensiz 1s1n seklinde boliinerek agilir. Boyu 5 cm'ye uzayabilir ve tamamen agildiginda

ise 5 - 7 cm arasindadir.

Askuslart silindirik olup 330-370um x 16-22um boyutundadir. Her askus ise 8 adet spor
icerir. Spor yapisi Elipsoid-fusiform veya diiz olup 27-37um x 13-16um boyutundadir.
Her biri genellikle 2 biiyiik yag damlas1 igermektedir.

2.2 Aktif Mantar Bilesenleri

Mantarlar, 6nemli besin ve tibbi degerleri nedeniyle fonksiyonel gidalar olarak kabul
edilebilir. Mantarlarin biyolojik aktivitesi, glinlimiizde yapilmis ve halen yapilmakta
olan genis ¢alismalarla dogrulanmistir. Yakin gegmiste mantarlardan izole edilen gesitli
bilesiklerin, farmasotik uygulamalar fazlaca goriilmektedir. Polisakkaritler, lektinler,
polisakkarit-protein kompleksleri ve ¢esitli bir ¢ok sekonder metabolitleri kapsayan bu
mantar bilesenlerinin; immiinomodiilator, antikanser ve antioksidan etkiler gibi 6nemli

fonksiyonlara sahip olduklar1 kanitlanmistir (Ren vd. 2012).

Mantarlarin biyolojik olarak aktif bilesenleri cogunlukla fruktifikasyon organi olarak
adlandirilan meyve organlarindan elde edilmektedir. Antioksidan ve anti-tiimor
maddelerde dahil olmak iizere biyolojik olarak aktif bir ¢cok molekiil mantar tiirlerinde

yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir (Mizuno 1996, Borchers vd. 1999).

Ayrica mantarlar fenolik bilesenler, poliketidler, terpenler ve steroidler de dahil olmak
tizere bir ¢ok ikincil metabolitleri de igermektedir (Buswell ve Chang 1993, Kim vd.
2006, Lee vd. 2006). Mantarlardan izole edilen bu sekonder bilesikler, basta antioksidan
aktivite olmak {izere; anti-kanser, anti-enflamatuar ve immiinomodiilator aktivite gibi

cok cesitli farmakolojik etkilerle iliskilendirilmistir (Chang vd. 2001).



Antioksidanlar viicudumuzda serbest radikallerin zararli etkilerini azaltan veya ortadan
kaldiran bilesiklerdir. Hiicrelerimizdeki serbest radikal olarak adlandirilan hasar yapici

molekiilleri “temizleyerek™ hiicre hasarin1 6nlemeye yardimci olmaktadirlar.

2.2.1 Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler bir yada daha fazla aromatik halka bulunduran ve bir veya daha fazla
hidroksil grubu bulunduran biyolojik olarak aktif bilesiklerdir. Giiniimiizde bir ¢ok
fenolik bilesik ve tiirevleri tamimlanmustir. Fenolik bilesikler; fenolik asitler,
flavonoidler, tanenler, stilbenler ve kurkuminoidler olarak siiflandirilmaktadir (Fresco

vd. 2006).

Cizelge 2.1 Mantarlarda bulunan fenolik asit gruplar1 (Ferreira vd. 2009)

Benzoik Asit X R’ R: R’ r? r? R!
Tiirevleri

Gallik asit COOH |H OH OH OH R} X
Protokatesik asit | COOH | H H OH OH

Vanilik Asit COOH |H OCH; | OH H R

Sinnamik Asit X R’ R: R’ RrR?

Tiirevleri ® oo

Kaffeik asit i H OH |OH [H ol pacnd
p-Kumarik asit | H H OH |H d e
o-Kumarnk asit | H OH H H H

2.2.2 Flavonoidler

Flavonoidler antioksidan etkinlikleriyle, fenolik bilesiklerin genis bir grubunu temsil
etmektedir. Flavonoidlerin temel yapisi iki tane aromatik fenil benzo piren halkasindan
olusmaktadir. Bu aromatik halkalar birbirlerine 3 karbon igeren bir zincir ile

baglanmaktadir (Cai vd. 2004).



Sekil 2.3 Flavonoidlerin genel yapisi (Ferreira vd. 2009)

Flavonoidler, serbest radikallerin temizlenmesi ve bununla beraber, énemli kronik

hastaliklarin risklerini azaltmakla da iliskilendirilmistir (Liu 2004).

H(

OH ] ! OH

Ravonols

R
R,
fﬁ/
””\":\\\\‘ 0. NN
=

OH (8]

Isoflavones

Flavanones

Sekil 2.4 Mantarlarda bulunan flavonoid gruplari (Ferreira vd. 2009)

2.3 Serbest Radikaller

Serbest radikal, kararli olmayan ve atomik ya da molekiiler yoriingesinde ¢iftlesmemis

bir veya birden fazla elektron bulunduran bir kimyasal iirlin olarak taninmaktadir

(Halliwell ve Gutteridge 1999). Bu ¢iftlesmemis elektron(lar) serbest radikale oldukga

biiyiik bir reaktiflik verir. Bu kararsiz bilesikler, genellikle oksijenli serbest radikaller
olarak bilinen reaktif oksijen tiirleri (ROT) adiyla bilinmektedir (Droge 2002). Reaktif
oksijen tiirleri; hidroksil radikalleri (OH), siiperoksit anyonu (O2), hidrojen peroksit



(H202) ve nitrik oksidi (NO) igermektedir. Oksijenden tiiretilen radikaller, canli

sistemlerde uretilen radikal tirlerinin en onemli sinifin1 temsil etmektedir.

Reaktif Oksijen Tiirleri (a) UV radyasyon, X- 1sinlar1 ve gama isinlarindan, (b) metal
katalizlenen tepkimeler sirasinda, (c) kirleticiler olarak atmosferden, (d) enflamasyon
sirasinda notrofiller ve makrofajlar tarafindan ve (¢) mitokondriyel elektron transfer
reaksiyonlarinin ve diger ¢esitli mekanizmalarin yan iiriinleri olarak olugmaktadir. ROT,
hem endojen hem ekzojen olarak iiretilip, liretim miktar1 birgok faktor araciligiyla
belirlenmektedir. ROT un endojen kaynaklari arasinda, mitokondriyel sistem, sitokrom
P450 metabolizmasi, peroksizomlar ve iltihapli hiicre aktivasyonu yer almaktadir (Inoue

vd. 2003).

Serbest radikal {retimi ve antioksidan savunma arasindaki dengenin Onemi
organizmanin normal isleyisi i¢in vazgegilmez bir kosuldur (Valko vd. 2007). Bu denge
serbest radikal tiretimine dogru egilim gosterirse, organizma oksidatif strese girer. Bu
durumda, serbest radikallerin fazlalig1; hiicresel lipidler, proteinler ve DNA’nin normal
fonksiyonlarmi etkileyebilir ve gesitli hastaliklara yol agarak zararlar verebilir (Fu vd.

1998, Ridnour vd. 2005, Valko vd. 2007).

NEDENLER HEDEFLER SONUCLAR

Cevresel Membran kpidleri Kamser
Tachr i

Proteimber Diahet
Metal iyonlan Serbest Niikleik asitler Artrit
i Radikaller '

adyasyon Karbonhidratlar Yashinma
Asin egrersiz
Kalp hastalklan

Inflamasyon

Sekil 2.5 Oksidatif stresin temel sebepleri ve sonuglari (Ferreira vd. 2009)



2.4 Antioksidan Savunma Sistemi

Cesitli kaynaklardan gelen serbest radikallere maruz kalinmasi, organizmalarin bir dizi
savunma mekanizmalar1  gelistirmelerine yol a¢mustir (Cadenas 1997). Bu
mekanizmalar, aerobik yasam kosullarinda oksijen radikallerinin varliginin kagiilmaz
olmasi sonucunda evrimlesmistir ve temel olarak enzimatik ve enzimatik olmayanlar
olarak siniflandirilmaktadir. Antioksidan savunma sistemi veya kisaca antioksidanlar,
oksidan molekiillerin olusturdugu hasar etkisiz hale getirmektedir. Organizmalarda, bir
cok farkli endojen enzimatik antioksidan, hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 ortamda
bulunmaktadir. Glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (KAT), glutatyon rediiktaz (GR),
siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon-S-transferaz (GST) bunlara 6rnek olarak

verilebilir.

Enzimatik olmayan antioksidanlar ise; glutatyon (GSH), alfa-tokoferol (vitamin E),
askorbik asit (vitamin C), lipoik asit, melatonin, karatenoid, flavonoid bilesikleri ve
diger antioksidanlardan olusmaktadir (Fang vd.2002, Lee vd. 2004, Valko vd. 2007).
Ayrica basta bakir, ¢inko ve selenyum olmak iizere bir ¢ok element enzimatik
antioksidanlarin fonksiyonlar1 ve biyosentezi i¢in gereklidir. Serbest radikal kaynakli
oksidatif strese kars1 savunma mekanizmalari; (i) onleyici mekanizmalar, (i1) onarim
mekanizmalari, (iii) fiziksel savunma ve (iv) antioksidan savunma seklinde
Ozetlenebilir. Normal kosullar altinda, bu mekanizmalar hiicre i¢inde dengeyi
saglamaktadir. Bu denge organizmalarin hayatta kalma ve kendi saglig1 i¢in énemlidir
(Valko vd. 2007). Antioksidanlar, dogrudan ya da dolayli olarak serbest radikal

kaynakl1 oksidatif stresin olusturdugu olumsuz etkilere kars1 hiicreleri korurlar.
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Sekil 2.6 Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve savunma mekanizmalar1 (Mates vd. 1999)

2.5 Antioksidan Enzimler

2.5.1 Siiperoksit dismiitaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz, siiperoksit radikalinin siradan molekiiler oksijen ve hidrojen
perokside  doniigiimiinii  katalize eden bir enzimdir. Siiperoksit, oksijen
metabolizmasinin bir yan {irlinii olarak iretilir ve diizenlenmezse birgok hiicre hasarina
neden olur. Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin {iretimi siiperoksidin (O3")
dismutasyonu ile gerceklesir. Bu reaksiyonda iki tane siiperoksit molekiilii iki proton
alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olusturur. Siiperoksit dizmutaz enzimi bu

reaksiyonu katalizler.

SOD

0" + 0, + JH —— 0O, + H,0,



Memeli hiicrelerinde; sitozolik Cu/Zn-SOD, mitokondriyal Mn-SOD ve ckstraseliiler
SOD olmak iizere siiperoksit dismutaz enziminin ti¢ formu bulunmaktadir. Cu/Zn-SOD,
32 kDa’luk homodimer bir yapiya sahiptir. Cu/Zn-SOD veya bir diger adiyla SOD-1,
memeli hiicrelerinin sitozol ve c¢ekirdeginde yer almaktadir (Perry vd. 2010). Bu

izozimin alt iiniteleri aktif bolgelerinde bakir ve ¢inko atomlarint bulundurmaktadar.

Bir diger intraselliiler izozim olan Mn-SOD, 96 kDa’luk homotetramer bir yapiya
sahiptir. SOD-2 olarak da adlandirilan bu izozim; her alt iinitesinde bir manganez atomu
icermektedir. Mitokondriyal solunum zinciri, memeli hiicrelerinde oksijen radikallerinin
onemli bir kaynagidir. Bunun sonucu olarak da Mn-SOD, genellikle hiicrelerin

mitokondri matriksinde yer almaktadir (Perry vd. 2010).

Ekstraselliiler SOD (EC-SOD) ise tetramerik yapida, bakir ve ¢inko igeren sekretor bir
glikoproteindir, heparin ve heperan siilfat gibi baz1 glikozaminoglikanlar ile yiiksek
afinite gosterir (Mates vd. 1999). EC-SOD ise diger iki izozimden farkli olarak, dokular

arasinda ve hiicre dis1 sivilarda bulunmaktadir.

2.5.2 Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz (GPx) (EC 1.11.1.19) 80 kDa agirliginda, selenyum igeren
tetramerik yapida bir peroksidaz enzimidir. GPx genel olarak sitozolde yer almaktadir
(Mates vd. 1999). GPx enzimi, rediiklenmis glutatyon tripeptidi (GSH) ile ¢esitli hidro
peroksit (ROOH ve Hy0;) molekiillerinin reaksiyonunu katalize ederek, peroksit
molekiillerinin suya donistiirilmesini saglamaktadir. Boylece glutatyon peroksidaz
enzimi, oksidatif hasara kars1 memeli hiicre membranini ve hiicre organellerini korur

(Drevet 2006).

GPx
ROOH+2GSH —» ROH + GSSG + H,0
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Glutatyon peroksidaz enzimi iki adet substrata sahiptir; bunlardan biri peroksitler, digeri
ise rediiklenmis glutatyondur. Peroksit molekiilleri alkollii bilesikleri indirgenirken,
GSH bilesigi yiikseltgenir. Glutatyonun (GSH) yiikseltgenmis formu glutatyon
distilfiddir (GSSG). Glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi bir baska reaksiyon ile
tekrar indirgenmis glutatyona doniismektedir (Drevet 2006). Glutatyon (GSH);
glutamat, sistein ve glisinden olusan diisiik molekiil agirlikli bir tripeptittir. Sitozol,
¢ekirdek ve mitokondride bol bulunan, son derece 6nemli bir antioksidandir. Glutatyon
etkili bir bicimde dogrudan veya detoksifikasyonda rol alan enzimlerin kofaktorii olarak

dolayli yoldan oksidatif strese karsi rol alir.

GPx seloenzim grubunda bir enzimdir, biyosentezinde selenyuma ihtiya¢c duyar.
Enzimin her alt {initesi bir selenosistein bilesigini igermektedir. Bu nedenle,
selenyumun beslenme ile alinmasi antioksidan enzim savunmasi i¢in Onemlidir.
Yenilebilen mantarlarin iyi miktarda selenyum igerdigi yapilan c¢aligmalarla

gosterilmistir (Falandysz 2008).

Memeli hiicrelerinde, glutatyon peroksidaz enziminin 5 izozimi tanimlanmistir. Bunlar;
GPx-1 (cGPx), GPx-2 (GPx-G1), GPx-3 (GPx-P), GPx-4 (PHGPx) ve GPx-5 olarak
adlandirilmaktadir (Mates vd. 1999).

2.5.3 Katalaz (KAT)

Katalaz (CAT) (EC 1.11.1.6) tetramerik yapida, 240 kDa agirliga sahip olan bir
enzimdir. Enzimin her bir alt iinitesi 60kDa agirliginda olup, bir ferriprotoporfirin grubu
icermektedir (Mates vd. 1999). Katalaz, hidrojen peroksitin (H,O;) su ve oksijen
molekiiliine doniistliriilmesi islemini katalizler. Ayrica hidrojen kaynagi olarak metanol,

etanol, formik asit ya da fenolleri de kullanarak peroksidaz aktivitesi gosterir.
KAT

2H,0, ——» 2H,0+02
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KAT]

ROOH+AH; —————» HO+ROH+A

Memeli hiicrelerinde katalaz, hiicreleri olusturulan hidrojen peroksitin etkilerinden
korur. Hiicrelerin oksidatif strese kars1 adaptasyonunda énemli rol oynar. Bugiline kadar
katalaz enziminin 3 izozimi tanimlanmistir. Katalaz enziminin izozimleri, aktif
bolgelerindeki degisikliklere gore; monofonksiyonel hem igeren katalaz, bifonksiyonel
hem iceren katalaz ve manganez iceren katalazlar olarak siniflandirilabilir (Chelikani

vd. 2004).

Monofonksiyonel katalaz ve bifonksiyonel katalaz enzimleri, aktif bolgelerinde hem
grubu bulundururken, manganez katalaz ise hem grubu icermeyip bunun yerine aktif
bolgesinde manganez atomu bulundurmaktadir. Bu izozime dogada sadece bakterilerde

rastlanmaktadir (Klotz ve Loewen 2003).

Monofonksiyonel hem igceren form, katalazin dogada ki en yaygin izozimidir. Buna
karsilik, bifonksiyonel katalaz en az rastlanan izozimdir. Her {i¢ izozimde, hidrojen

peroksit molekiiliinii su ve oksijene doniistiirmektedir.

2.5.4 Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-transferazlar, elektrofilik ve hidrofilik bilesiklerin glutatyon ile
etkilesimlerini saglayarak, hiicresel makromolekiilleri reaktif elektrofillere karsi
koruyan Faz-II detoksifikasyon enzim ailesi tiyesidir. Molekiil agirliklar1 20.000-25.000
daltondur ve her bir alt birim 200-240 aminoasitten olusur. Ilk kez sican karacigerinde

Boyland ve ark tarafindan tanimlanmistir (Hayes vd. 2005).

GST enzimleri kataliz reaksiyonlarinda, elektrofilik substratlar tizerine glutatyon (GSH)
tripeptidin niikleofilik atagini kataliz ederler. Bunun yaninda oksidasyonla olusan
iirtinlerin ya da digsaridan alinan yabanci toksik maddelerin, viicutta bulunan diger

makromolekiiller ile birlesmesini Onleyip, hiicre komponentlerine zarar vermeden
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atilmasini saglarlar. Bu yiizden GST enzimleri, ¢ok énemli koruyuculuk gorevi goren

enzim gruplarindan biridir (Armstrong 1997).

Glutatyon S-transferazlarin katalizledigi

temel reaksiyonlar oksiran halkasinin

niikleofilik acilimi, niikleofilik yer degistirme, polarize ¢ift baglara Michael katimi

reaksiyonlar1 yer almaktadir (Hermier vd. 1999).

Cizelge 2.2 GST enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlar (Hermier vd. 1999)

Reaksiyon tipi

Substrat

1.Michael katimi

N- asetil benzokinonamin, 4-
hidroksinon-enol

2.0ksiran halkasina atak

1- nitropiren — 4,5 oksit

3.Niikleofilik yerdegistirme

Brom, izovaleriliire iyodometan, 1-kloro-
2,4-dinitrobenzen

4.0rganik hidroperoksitin indirgenmesi

Linoleik asit, hidroperoksit, 5-
hidroperoksimetil-urasil

5.0rganik nitratin indirgenmesi

Nitrogliserin ve tlirevleri
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismada kullanilan; nikotinamidadenin diniikleotit fosfat (NADPH), katalaz (KAT),
sodyum 3,5 dikloro-2- hidroksi benzen siilfonat (DHBS), 2,2-difenil-1- pikrilhidrazil
(DPPH), ksantin, ksantin oksidaz (XOD), kuersetin dihidrat, sigir serum albumin
(BSA), etilenediaminetetraasetik asit (EDTA), Folin-Ciocalteu reaktifi, ve glutatyon
(GSH) Sigma firmasindan, 4-aminoantipirin (4-AP), hidrojen peroksit (H,0,), tert-butil
hidroperoksit (t-BOOH) ve sodyum azit (NaN3) Acros firmasindan, sodyum potasyum
tartarat (Na-K tartarat), sodyum nitrat (NaNO,) Carlo Erba firmasindan, etil alkol
(EtOH), sodyum karbonat (Na,COs3) , potasiyum mono fosfat (K,HPO,) ve potasyum di
fosfat (KH,PO,), tris hidroklorid, tris baz, sodyum asetat ve glutatyon rediiktaz (GR)
Fisher Scientific firmasindan, nitro blue tetrazolyum (NBT) ve horseraddish peroksidaz
(HRP) Thermo Scientific firmasindan, sodyum hidroksit (NaOH) aliiminyum kloriir
(AICl3), gallik asit (GA) ve sodyum kloriir (NaCl) Merck firmasindan analitik kalitede

temin edilmistir.

Tez calismasinda kullanilan cihazlar; mantar ekstrelerinin hazirlanmasi igin rotari
evoparator (Biichi, R-3), ekstrelerin toplam fenolik-flavonoid miktar tayininde,
antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde ve enzim aktivitelerinin hesaplanmasi
amaciyla yapilan spektrofotometrik dlglimler igin spektrofotometre (Biochrom Libra)
kullanilmistir. Bunlarin disinda c¢alismamizda kullanilan cihazlar; otomatik pipetler
(Eppendorf), buz dolab1 (Profilo), Vorteks (Labnet), yiiksek devirli sogutmali santrifiij
(Sigma), hassas terazi (Mettler Toledo), pH metre (Hanna), saf su cihazi (Human RO

180) ve 1siticili manyetik karistirict (Termal) dir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Mantar orneklerinin ekstraksiyona hazirlanmasi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda Sepultaria sumneriana, 10.05.2018 tarihinde Ankara
tiniversitesi Onuncu yil kampiisiinde (Tandogan kampiisii) Dog. Dr. Ilgaz AKATA
tarafindan toplanmistir ve ANK Akata & Altuntas 92 kodu ile Ankara Universitesi
fungaryumunda (ANK) saklanmaktadir. Sepultaria sumneriana (Cooke) Massee
kurutulmus mantar 6rnegi, ekstraksiyon asamasi igin ezilerek toz haline getirilmistir.
Ekstraksiyon islemi toz mantar 6rnegine sivi ¢ozgen (agirlik-¢ézgen hacim orani 1:10
olacak sekilde) eklenmesiyle baslamigtir. Deneyler sirasinda sivi ¢ézgen olarak etanol
kullanilmistir. %99’luk etanol ile hazirlanan karigim 2.5 saat manyetik karistiricida
karistirildiktan sonra 24 saat 4°C’de bekletilmistir. Bu siire sonunda karisim Whatman
filtre kagidi ile filtre edildikten sonra, 54°C, 337 mBar basing altinda rotary evaporator
yardimiyla evapore edilmistir. Evaporasyon sonrasinda elde edilen 6ziit, liyofilizator
yardimiyla kurutulup, deneylerde kullanilana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir (Onar
2016).

3.2.2 Mantar éziitiiniin fenolik miktar tayini

Mantar 6ziitlerinin toplam fenolik madde miktar tayini spektofotometrik yontem ile
gerceklestirilmistir. Bu metotta % 50 Folin-Ciocalteu reaktifine ek olarak %?2’lik
sodyum karbonat ¢ozeltisi ve fenolik madde standardi olarak gallik asit (GA)
kullanilmistir. Olusan reaksiyona bagli renk degisimleri ise 750 nm’de absorbans
Olctimii ile belirlenmistir. Gallik asit (1 mg/mL) ¢dzeltisinden 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 ve 0.3
mg/mL araliginda hazirlanan ¢6zeltiler fenolik madde standartlar1 olarak kullanilmistir.
Fenolik madde miktari tayini i¢in, 100 pL. mantar 6ziitii, 100 uL % 50 Folin-Ciocalteu
reaktifi ile karigtirllip 3 dakika inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda, test tiiplerine 2
mL % 2 NayCOs ¢ozeltisi ilave edilip 30 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bu
siirenin sonunda, drneklerin kore kars1 absorbans 6l¢iimii 750 nm'de gergeklestirilmistir.
Gallik asidin farkli konsantrasyonlarina kars1 dlgiilen OD759 degerleriyle olusturulan

standart kalibrasyon grafiginden yararlanilarak oziitlerdeki toplam fenolik madde
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miktarlar1 hesaplanmistir ve sonuglar 1 mg gallik asit esdegeri (GAE) olarak ifade
edilmistir (Singleton ve Rossi 1965).

3.2.3 Mantar oziitlerinin flavonoid miktar tayini

Mantar oziitlerinin toplam flavonoid madde miktarinin belirlenmesinde, aliiminyum
kloriir kolorimetrik yontemi kullanilmistir (Zhishen vd. 1999). Calismada % 95°lik etil
alkol, % 10’luk aliiminyum kloriir ve 1 M sodyum asetat ¢ozeltileri kullanilmistir. Bu
yontemde kuersetin, kalibrasyon egrisini hazirlamak i¢in flavonoid madde standarti
olarak kullanilmistir. 10 mg kuersetin 10 ml % 80’lik etil alkol igerisinde ¢oziilerek,
100, 200, 300, 400 ve 500 ug/mL’ye seyreltilmistir. Flavonoid madde miktar1 tayini igin
tipler igine 0.5 ml kor (%95°lik etil alkol), standart kuersetin ¢dzeltileri ve mantar
oOziitleri konularak, lizerine 1.5 ml % 95’lik etil alkol, 0.1 ml % 10’luk aliiminyum
kloriir, 0.1 ml sodyum asetat (LM) ve 2.8 ml DMSO ilave edildikten sonra 30 dakika
karanlik ortamda oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan, 6rneklerin
415 nm’de kore karsi absorbans Olc¢iimleri (ODais) yapilmistir. Kuersetin’in farkli
konsantrasyonlarina kars1 dlclilen ODai5 degerleriyle olusturulan standart kalibrasyon
grafiginden  yararlanilarak  o6ziitlerdeki toplam flavonoid madde miktarlar

hesaplanmistir ve mgQUE/g olarak ifade edilmistir.

3.2.4 Mantar oziitlerinin antioksidan aktivite analizi

Mantar Oziitlerinin total antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde, 2,2-difenil-1-
pikirilhidrazil (DPPH) yontemi kullanilmistir (Burits vd. 2001). DPPH yontemi,
kararsiz serbest radikallerin, antioksidan molekiiller varliginda giderilmesi ile
karakteristik mor renginin degismesinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasina
dayanmaktadir. Bu yontemde, farkli 6ziit konsantrasyonlariyla muamele edilen 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)’in absorbansindaki degisim 6l¢iilmiistiir. Absorbanslara
karsilik gelen konsantrasyonlar ile grafik ¢izilerek y=ax+b denkleminde DPPH
konsantrasyonunu yariya diisiiren numune miktart mg/mL cinsinden belirlenip ve ICsg

degeri olarak ifade edilmistir.
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Cesitli konsantrasyonlarda (0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 mg/mL) hazirlanmig mantar
Oziitiniin 100 pL’lik cozeltileri, 100 pL etanol ve 1400 pL’lik DPPH ¢ozeltisi ile
karistirtlmistir. Sonrasinda 20 dakika boyunca oda sicakliginda karanlik ortamda
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 517 nm’de (ODs7) 6ziitlerin

absorbanslar: spektrofotometre araciligiyla okunmustur.

Mantar oziitiiniin farkli konsantrasyonlardaki DPPH radikallerini giderme kapasitesi,

asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmaistir.

RSA (%) = [(AkontroI‘Aémek)/Akontrol]Xloo

Sitozol izolasyonu: Glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit
dismutaz enzim aktivitelerinin tayininde, sigir karacigerinden izole edilmis sitozol
enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Calismada kullanilan taze sigir karacigeri, Ankara

ilinin Kahramankazan (eski adi ile Kazan) il¢esinde bir mezbahadan temin edilmistir .

Karaciger dokusunun agirliginin iki kati kadar, 0.15 M potasyum kloriir, 1 mM
EDTA ve 1 mM ditiyotreitol igeren 10 mM’lik potasyum fosfat tamponu (pH=7.0)
eklenmistir. Sonrasinda, doku homojenizatdr yardimiyla homojenize edilmistir ve
elde edilen homojenat +4°C, 10,000 x g’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Tiiplerde
olusan siipernatant alinip temiz tiiplere aktarilarak elde edilen siipernatant ikinci kez
+4 °C, 30,000 x g’de 60 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda elde edilen
siipernatant, enzim aktivite tayinlerinde kullanilmak amaciyla ependorflar igerisinde

-80 °C’de muhafaza edilmistir (Shomali Moghaddam vd. 2015).

3.2.5 Mantar éziitiiniin siiperoksit dismiitaz (SOD) enzim aktivitesine etkilerinin
analizi

Oziitlerin  siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi iizerindeki etkilerini
belirlemek amaciyla Geller ve Winge tarafindan gelistirilmis metod kullanilmistir
(Geller and Winge 1984). SOD enzim aktivitesinin tayini amactyla 0.3 mM ksantin,

12.5 mM nitro blue tetrazolyum (NBT) ve ksantin oksidaz igeren ksantin-ksantin
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oksidaz sistemiyle olusmus siiperoksit radikalleri, SOD enzim sisteminde
kullanilmadiginda ortamda bulunan NBT bilesiginin rediiksiyonuna ve ortamda renk

degisimine neden olmaktadir.

Oziitlerin SOD enzim aktivitesine olan etkilerini belirlemek icin, her mantar
ornegine karsilik kor ve enzim kontrolii hazirlanmistir. 20 pL kor, enzim kontrolii
(sadece etil alkol) ve 6ziit iceren kiivetlerin iizerine sirayla 20 pL sitozol, 600 uL 0.6
mM’lik EDTA igeren sodyum karbonat (Na,CO3) tampon ¢ozeltisi (200 mM,
pH=10.0), 300 pL ksantin (0.3 mM), 40 uL NBT (12,5 mM) ve XOD (0.28 U/mL)
enziminden 20 pL eklenmistir. lyice karistirildiktan sonra kiivetlerde olusan
reaksiyonlarin 550 nm dalga boyunda 5 dakika siiresince absorbanslari
kaydedilmistir. Deneyler birden fazla olmak kosulu ile iki tekrarli olarak calisilmis
olup mantar oziitleri 0,625 mg/mL — 10 mg/mL araliginda etil alkol ile 1:2 oraninda
seri seyreltmelerle hazirlanmigtir. Deney sonunda, elde edilen veriler asagidaki

formiil kullanilarak hesaplanmistir.

EA(IU/mL)=(ODyg-ODnymune)/ODxsr)x(seyreltme faktorii)

3.2.6 Mantar oziitlerinin glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesine etkilerinin
analizi

Oziitlerin glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi {izerindeki etkilerini belirlemek
amaciyla GPx enzim aktivite tayini glutatyon rediiktaz (GR) iceren indirek ol¢iim
metoduyla gergeklestirilmistir. Bu metotda GPx etkisiyle glutatyon ve hidrojen
peroksitin su ve yiikseltgenmis glutatyona (GSSG) cevrimi sonrasinda acia ¢ikan
GSSG  iirin  miktarina bagli olarak GR’ 1 NADPH molekiilini NADP’ye
oksidasyonunun 340 nm’de spektrofotometrik olarak kinetik takibi gerceklestirilmistir

(Paglia ve Valentine 1967).

Oziitlerin GPx enzim aktivitesine olan etkilerini belirlemek igin 6ncelikle NADPH (10
mM), t-BOOH (30 mM) ve GSH (20 mM) dH,O ile seyreltilerek; sitozol ise Buffer
(Tris HCI) ile seyreltilerek ependorflara konulmustur. Sonrasinda 340 nm’de kinetik
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takip icin kiivete 25 pl GR, 100 ul Sitozol, 100 pl GSH, 25 ul NADPH, 25 ul t-BOOH,
10 ul mantar 6ziitli ve 815 ul Tris HCI konularak spektrometrik takibi saglanmaistir.

Enzim aktivitesi deneysel verilerin agsagidaki formiile yerlestirilmesiyle hesaplanmstir;

EA(IU/mL)=(0OD34o/dakika)x(1/¢ 340 x(seyreltme faktorii)

NADPH igin 340 nm’deki soniimleme (molar absorpsiyon) katsayisi (g340) 0,00622

nM™.cm™ olarak alimustir.

3.2.7 Mantar oziitiiniin katalaz (KAT) enzim aktivitesine etkilerinin analizi

Oziitlerin katalaz (KAT) enzim aktivitesi iizerine olan etkilerini belirlemek amaciyla
katalaz aktivite tayini bu enzimin hidrojen peroksiti suya katalizledigi reaksiyonu
spektrofotometrik olarak 520 nm’de peroksit miktarindaki diismeye bagli olarak

goriilecek absorpsiyondaki azalmanin takibiyle gergeklestirilmistir (Aebi 1984).

Deney iki asamali olup, aktivite tayini spektrofotometrik olarak gergeklestirilmistir. Ilk
asamada mantar 6ziitinden (50 mg/ml) 0,625 mg/mL — 10 mg/mL araliginda etil alkol
ile 1:2 oraninda seri seyreltmeler ile farkli konsantrasyonlar hazirlanmistir. Sonra, kor
ve 0ziit iceren ependorflara sirastyla 100.1 U/mL katalaz enziminden 20pL, 50 mM’lik
fosfat tamponundan, 55 uL ve 10 mM’lik H,O; ¢ozeltisinden 100 pL eklenerek 2
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi karisima 825 pL 15 mM’lik sodyum azit
(NaNs3) ilave edilmis ve 5 dakika karanlik ortamda bekletilmistir. Ikinci inkiibasyondan
sonra, her karistmdan 10’ar pL alinmis ve yeni ependorflara konulmustur. Ardindan
1000 pL kromojen karisimi eklenerek, toplam hacim 1010 pL’ye tamamlanmuistir.
Ornek iyice karistirildiktan sonra karanlik ortamda 40 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasi, ortamda kalan H,O, ile kromojen arasinda olusan reaksiyonda

ortaya ¢ikan pembe renk 520 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmustur.

Enzim aktivitesi asagida sunulan formiile yerlestirilerek hesaplanmistir.
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EA(IU/mL)= ( AH,0,/dakika) x (seyreltme faktorii) / deney hacmi

3.2.8 Mantar oziitlerinin Glutatyon-S-Transferaz (GST) enzim aktivitesine
etkilerinin analizi

Mantar Oziitlerin glutatyon-S-transferaz (GST) enzim aktivitesi {izerindeki etkilerini
belirlemek amaciyla Habig tarafindan gelistirilmis yontem kullanilmistir (Habig vd.
1974)..

Enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, 50 pl 20 mM CDNB, 10 ul mantar 6ziiti, 10
ul 1:3 oraninda KP buffer ile seyreltilmis sitozol, 930 pl buffert+kofaktoér karigimi
kullanilmistir. Buffer+kofaktor karigimi; toplam 18 mL hacimde 1 mL 200 mM fosfat
tamponu (pH:6.5) + 9 mL dH,0O eklenip iizerine 0.4 mL 50 mM’lik GSH ve 7.6 mL
dH,O eklenerek hazirlanmistir. Mantar Gziitlerinin enzim aktivitesine olan etkisi ise
0ziit yerine ¢ozgen kullanilan kore karsilik, 0,625 — 10 mg/ml 1:2 oraninda seyreltilmis
konsantrasyonlardaki Oziitlerin GST aktivitesine olan etkilerinin oranlanmasiyla

belirlenmistir. Deneyler birden fazla olmak kosulu ile iki tekrarli olarak ¢alisilmustir.

EA(IU/mL) = (ODg3gp/dakika) % (1/€349) % (seyreltme faktorii)

CDNB ig¢in 340 nm’deki soniimleme (molar absorpsiyon) katsayisi (g340) 0,00960 nM-

! em™ olarak alinmustur.
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4. BULGULAR

4.1 Mantar Oziitlerinin Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini

Mantar 6ziitlerinin toplam fenolik madde miktarlarinin belirlenmesinde Folin-Ciocalteu
yontemi kullanilmistir. Bu yontem ile mantar oOziitlerinin toplam fenolik madde
iceriklerinin belirlenebilmesi i¢in farkli konsantrasyonlardaki gallik asit ¢ozeltilerinden
elde edilen absorbanslar kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 4.1). Mantar
oziitlerinin fenolik madde miktari, mg GAE (gallik asit esdegeri) olarak ifade edilmis
olup toplam fenolik madde miktar1 11,139 +0,328 mgGAE/g olarak hesaplanmistir.

Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi Y= 4£7f>(<) 5 909v°°18

Absorbans (750 nm)
o o o o =
N B )] (o] = N

o

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.1 Toplam fenolik madde miktar tayini i¢in olusturulan gallik asit kalibrasyon
egrisi

4.2 Mantar Oziitlerin Toplam Flavonoid Madde Miktar Tayini

Mantar oOziitlerinin toplam flavonoid madde miktari, aliiminyiim kloriir klorometrik
yontemi ile belirlenmistir. Bu baglamda, farkli konsantrasyonlarda (0.1, 0.2, 0.3, 0.4,
0.5 mg/ml, sirasiyla 0.00033, 0,00066, 0,00099, 0.013, 0.0016 mM) hazirlanan
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kuersetin ¢ozeltilerinden elde edilen absorbans degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi
cizilmistir (Sekil 4.2). Flavonoid madde miktari, mg Kuersetin esdegeri olarak ifade
edilmis olup 1,872 +0,080 mg QUE/g olarak hesaplanmustir.

Kuersetin Kalibrasyon Egrisi
y =1,8659x + 0,0188
R?=0,9961

o e 0 00
U o N o © -

Absorbans (415 nm)
o
D

o o o
= N W

o

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Konsantrasyon mg/mL

Sekil 4.2 Toplam flavonoid madde miktar tayini i¢in gosterilen kuersetin kalibrasyon
egrisi

4.3 Mantar Oziitlerinin Antioksidan Aktivite Analizi

Bu calisma mantar 6ziitlerinin DPPH radikalini giderici etkilerini saptamak amaciyla
yapilmig olup farkli konsantrasyonlardaki gallik asit ¢Ozeltisi antioksidan standarti
olarak kullanilmustir. Oncelikle farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 6ziitlerin % olarak
antioksidan aktivitesi hesaplanarak (Sekil 4.3), DPPH konsantrasyonunu yariya diisiiren
ornek miktar1t mg/mL cinsinden belirlenerek ICsy degeri (Cizelge 4.5) hesaplanarak
ifade edilmistir ve en yiiksek mantar 6ziitii konsantrasyonunda (10 mg/ml, 0.666 mM)

Radikal Stipiiriicii Aktivite oran1 %28.28 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.4).
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Antioksidan Aktivite

120
5 100 ° —
(8] —
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0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

Konsantrasyon mM

Sekil 4.3 Standart gallik asit ¢ozeltisinin antioksidan aktivite grafigi

Antioksidan Aktivite
30

25
20
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% Radikal Siipiiriicii Aktivite

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Konsantrasyon mM

Sekil 4.4 Sepultaria sumneriana etanolik ekstresinin antioksidan aktivite grafigi

Cizelge 4.5 Gallik asit ve Mantar 6ziitiiniin 1Csy degerleri

Gallik Asit 0.0015 + 0.009
Mantar oziiti 1.148 + 0.08
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4.4 Mantar Oziitiiniin Siiperoksit Dismiitaz (SOD) Enzim Aktivitesine
Etkilerinin Analizi

Mantar Oziitlerinin siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi {izerine olan
etkilerini belirlemek i¢in ksantin-ksantin oksidaz sistemine dayali kinetik yontem
kullanilmistir. Ksantin, NBT ve ksantin oksidaz igeren, ksantin-ksantin oksidaz
sisteminin rettigi siliperoksit radikallerinin SOD enzim sistemi igerisinde
kullanilmadig1 taktirde ortamda renk degisikligine neden olmaktadir. Bu renk
degisikligi, spektrofotometre yardimi ile kinetik olarak 550 nm’de takip edilmistir.

Mantar 6ziitlerinin siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi iizerine olan etkilerini
belirlemek amaciyla 0.625, 1.25, 2.5, 5 ve 10 mg/mL konsantrasyonlar1 kullanilmis olup
minimum inhibisyon yiizdesi %19,3 olarak 5 mg/mL konsantrasyonunda goriilmiistiir.
Maksimum inhibisyon orani 0.625 mg/mL konsantrasyonunda %50,77 olarak
gozlenmistir. 1.25, 2.5 ve 10 mg/ml konsantrasyonlarinda ise sirasiyla %33.95, %26.6

ve %29 oranlarinda inhibisyon goriilmiistir (Sekil 4.5).

SOD Aktivite Grafigi
120

100

80

6
4
2
0
5 10

Kontrol 0,625 1,25 2,5
Konsantrasyon (mg/mL)

o

% Enzim Aktivitesi
o

o

Sekil 4.5 Sepultaria sumneriana 6ziitlerinin SOD enzim aktivitesi lizerine olan etkisi
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4.5 Mantar oziitlerinin Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesine Etkilerinin
Analizi

Oziitlerin Glutatyon Peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi iizerindeki etkilerini belirlemek
amactyla GPx enzim aktivite tayini Glutatyon Rediiktaz (GR) igeren indirek olgiim
metoduyla gergeklestirilmistir. Bu metotda GPx etkisiyle glutatyon ve hidrojen
peroksitin su ve yiikseltgenmis glutatyona (GSSG) ¢evrimi sonrasinda agiga ¢ikan
GSSG  iirin miktarina baghi olarak GR’ 1 NADPH molekiilini NADP’ye
oksidasyonunun 340 nm’de spektrofotometrik olarak kinetik takibi gerceklestirilmistir

(Paglia ve Valentine 1967).

Mantar oziitlerinin Glutatyon Peroksidaz (GPx) enzim aktivitesini belirlemek amaciyla
yapilan ¢aligmalarda 0.625-10 mg/ml araliginda 5 farkli konsantrasyon kullanilmistir.
Yapilan deneyler sonucunda, saf enzime kiyasla enzim aktivitesinde 5 konsantrasyonda

da aktivasyon veya inhibisyon olarak adlandirabilecegimiz anlamli bir sonu¢ elde

edilememistir.
120 GPx Aktivite Grafigi
100
B
£ 80
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=
< 60
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S
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40
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20
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Sekil 4.6 Sepultaria sumneriana 6ziitlerinin GPx enzim aktivitesi tizerine olan etkisi
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4.6 Mantar Oziitlerinin Katalaz Enzim Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri

Mantar 6ziitlerinin katalaz (KAT) enzim aktivitesi lizerine olan etkilerini belirlemek igin
0.625, 1.25, 2.5, 5 ve 10 mg/ml araliginda 5 farkli konsantrasyon kullanilmustir.
Ortamdaki hidrojen peroksitin, kromojen reaktifi ile arasinda olusan reaksiyon
spektrofotometrik olarak 520 nm dalga boyunda takip edilmistir. KAT enzim
aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in 1 mL toplam hacimde 125 uL H,O;, + 875 pL dH;0,
250 uL H,O, + 750 uL dH,0, 500 uL H,O; + 500 uL dH,0 ve 750 uL H,O, + 250 uL
dH,0O konsantrasyonlarinda hazirlanan H,O,’in absorbans degerleri kullanilarak ¢izilen

kalibrasyon egrisine gore hesaplanmuistir.

y = 0,9911x + 0,0194

H,0, Kalibrasyon Egrisi R>=0,9996

2,5

e 2
e
N

N 1,5
[%2)
c

8 1
o
38

< 05

0

0 0,5 1 1,5 2 2,5

H,0, Konsantrasyonu (mM)
Sekil 4.7 H,0, kalibrasyon egrisi
Sepultaria sumneriana  oziitlerinin katalaz enzimi tizerine etkilerini belirlemek
amaciyla 0.625, 1.25, 2.5, 5 ve 10 mg/mL konsantrasyonlari kullanilmis olup sirasiyla

%42.86, %45.6, %18.8, %19.2 ve %12.6 oranlarinda enzim aktivitesi gézlenmistir
(Sekil 4.8).
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Katalaz Aktivite Grafigi
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Sekil 4.8 Sepultaria sumneriana 6ziitlerinin katalaz enzim aktivitesi tizerine olan etkisi

4.7 Mantar Oziitlerinin Glutatyon-S-Transferaz (GST) Enzim Aktivitesine
Etkilerinin Analizi

GST aktivitesi, Glutatyon ve 1-2 dikloro,4 nitrobenzenin (CDNB) konjugasyonu sonucu
olusan {iriiniin 340 nm dalga boyunda verdigi absorbansin spektrofotometrede ol¢iilmesi

esasina dayanan metotla gergeklestirilmistir (Habig vd. 1974).

Protokol dogrultusunda, ilk olarak fosfat tamponu ve kofaktor karisimi i¢in 1 mL fosfat
tamponu tlizerine 9 mL dH,0 eklenmistir. Elde edilen karisima 50 mM’lik 0.4 mL GSH
ilave edilip 7.6 mL dH0 ile son hacim 10 mL’ye tamamlanmistir. Spektrometrik takip
icin 10 pl mantar 6ziitii, 10 pl karacigerden izole edilen sitozol 50 ul CDNB ve 930 pl
fosfat tamponu + kofaktor karisimi kiivete konulmustur. Sonrasinda 120 sn’de 340 nm
dalga boyunda spektrometrik olarak kinetik takibi yapilmistir. Mantar 6ziitlerinin GST
enzim aktivitesine olan etkisi ise 0ziit yerine ¢6zgen kullanilan kore karsilik 0.625, 1.25,
2.5, 5 ve 10 mg/mL konsantrasyonlarindaki oziitlerin %100 enzim aktivitesine gore
oranlanmasiyla belirlenmis olup sirasiyla %45.2, %56.2, %37.2, %54.45 ve %36.8

oranlarinda aktivasyon gozlenmistir (Sekil 4.9).
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GST Aktivite Grafigi
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Sekil 4.9 Sepultaria sumneriana oziitlerinin GST enzim aktivitesi tizerine olan etkisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Mantarlar giintimiizde bilimsel ¢alismalarda oldukga popiiler bir ¢aligma konusu haline
gelmistir. Dogal olarak igerdikleri cok ¢esitli biyoaktif bilesenler nedeniyle birgok
alanda c¢alismalar yiritilmektedir. Yapilan ¢alismalarla mantarlarin  antikanser,
antienflamatuar , antitimor ve immiinomodiilator aktivite gibi ¢ok c¢esitli farmakolojik

etkileri gosterilmis ve halen arastirilmaya devam edilmektedir.

Yapilan ¢alismada Sepultaria sumneriana’in etanolik ekstresinin in vitro olarak
antioksidan madde igerigi ve de antioksidan enzimler olarak bilinen SOD, GPx, GST ve

KAT enzimlerinin tizerindeki aktiviteleri aragtirilmistir.

Oncelikle oziitlerin fenolik ve flavonoid madde miktarlar1 hesaplanmistir. Fenolik ve
flavonoid bilesikler, serbest radikalleri temizlemesi, detoksifikasyondan sorumlu
enzimlerin aktivasyonu ve onemli kronik hastaliklarin risklerini azaltmasi sebebiyle

onemli sekonder metabolitlerdir.

Fenolik bilesik miktarinin belirlenmesi i¢in yapilan calismamiz sonucunda, mantar
Oziitlinlin fenolik madde miktar1 11.139 mgGAE/g olarak hesaplanmistir. Sonrasinda
yapilan flavonoid miktar tayininde ise flavonoid madde miktar1 1.872 mgQUE/g olarak

hesaplanmustir.

Fenolik ve flavonoid madde miktarlarinin belirlenmesinden sonra antioksidan aktivite
caligmalarinin ilk basamagi olarak, 6ziitlerin radikal siipiiriicii etkileri DPPH yontemiyle
aragtirtlmistir. Caligmalarimiz sonucunda, Oziitlerin radikal siipiiriici etkilerinin ¢ok
yiiksek olmadigr gozlenmistir. Kullanilan minimum konsantrasyon miktar i¢in (0,625
mg/ml, 0.041 mM) goézlenen etki % 4.23 olarak hesaplanmigken maksimum
konsantrasyon miktari i¢in (10mg/ml, 0.666 mM) bu oran % 28.28 olarak gézlenmistir.
Mantar oziitiiniin Antioksidan etkileri i¢in hesaplanan ICsy degeri 1,148 mg/mL olarak
bulunmusgtur. Pozitif kontrol olarak kullandigimiz gallik asit i¢in hesaplanan ICso degeri
ise 0.0015 mg/mL’dir.
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Fenolik madde miktar1 tayini, flavonoid miktar tayini ve antioksidan aktivite
caligmalarinin tamamlanmasindan sonra, Sepultaria sumneriana etanolik ekstresinin

antioksidan enzim aktiviteleri tizerine olan etkileri arastirilmastir.

Sepultaria sumneriana oziitlerinin siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin aktivitesi
tizerine etkisini belirlemek igin yapilan ¢alismada mantar 6ziitii igin 0.625 - 10 mg/mL
araliginda konsantrasyonlar kullanilmis olup sirasiyla %28,9, %19,3, %26,6, %33,95 ve
%50,77 oranlarinda inhibisyon gozlenmistir (Sekil 4.5).

Sepultaria sumneriana oziitlerinin Glutatyon Peroksidaz (GPx) enziminin aktivitesi
tizerine etkisini belirlemek amaciyla 0.625-10 mg/ml araliginda 5 farkli konsantrasyon
kullanilmistir. Yapilan deneyler sonucunda, enzim kaynagi olarak kullanilan sitozol ile
kiyasla Sepultaria sumneriana oziitleri varliginda enzim aktivitesinde aktivasyon veya

inhibisyon olarak adlandirabilecegimiz anlamli bir sonug elde edilememistir (Sekil 4.6).

Sepultaria sumneriana oziitlerinin katalaz (KAT) enziminin aktivitesi iizerine olan
etkisini belirlemek i¢in 0.625, 1.25, 2.5, 5 ve 10 mg/mL konsantrasyonlar kullanilmis
olup sirasiyla %42.86, %45.6, %18.8, %19.2 ve %12.6 oranlarinda enzim aktivitesi
gozlenmistir (Sekil 4.7). Enzim aktivitesinde gozlenen artig, katalazin H,0;
molekiiliinii birim zamanda daha fazla katalizleyerek su ve oksijen molekiiliine
doniistiirerek ve hiicreleri hidrojen peroksidin olusturabilecegi oksidatif stresten

korumasini destekleyebilecektir.

Sepultaria sumneriana oziitlerinin Glutatyon S Transferaz (GST) enziminin aktivitesi
tizerine etkisini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada ise mantar 6ziitii igin 0.625, 1.25, 2.5,
5 ve 10 mg/mL konsantrasyonlar kullanilmis olup sirasiyla %45.2, %56.2, %37.2,
%54.45 ve %36.8 oraninda enzim aktivitesi gozlenmistir (Sekil 4.9). Enzim
aktivitesindeki bu artis, oksidasyon ile olusan lirlinlerin ya da disaridan alinan yabanci
toksik maddelerin, viicuttan birim zamanda daha fazla atilmasini saglayabilecektir.
Ayrica Glutatyon S-transferaz enzimi ¢ok sayida, farkli elektrofilik bilesiklerin GSH ile
konjugasyonunu saglamaktadir. Bunun nedeni non-spesifik hidrofobik substrat

baglanma bdlgesinin varligi ve ¢ok sayida izoenziminin bulunmasidir. Boylece GST
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kansere neden olan bilesikleri, gevresel kirleticileri, ilaglart ve diger bircok bilesigi
substrat olarak kullanmaktadir. Mantar 6ziitiinlin GST enzimi tizerindeki aktivasyonu ,

endojen ve eksojen kaynakli bu zararl bilesiklerin giderimini de aktive edebilecektir.

Sahin ve Akata (2019) bu mantarla yaptiklar1 ¢alismalarda Sepultaria sumneriana
(Cooke) M. Torre’ den izole edilen mitoviriisiin tam genom dizilimini gostermislerdir.
Sepultaria sumneriana (Cooke) M. Torre ekstraktindan elde edilen dsRNA ile 3146
niikleotid i¢eren tam uzunlukta cDNA dizisi belirlenmistir. Guanin+ Sitozin (G+C)
igerigi % 40,59 olarak belirlenmistir. GsMV1 cDNA fragmentinin 5’-UTR bolgesi 514
niikleotid uzunlugunda oldugu belirlenmistir, ki bu uzunluk ortalama bir mitoviriisten
fazladir. 3°-UTR bolgesi ise 148 niikleotid uzunlugunda oldugu saptanmistir. Bu

uzunluk ise ortalama bir mitoviriisten azdir.

Nevcihan vd. (2009) Morchella tiirleri ile yaptiklar1 ¢aligmalarda 1, 1 difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) tizerindeki Radikal Siipiiriicii Etkisini gostermislerdir. M. rotunda
%61,20+1,52 , M. crassipes %65,56+2,0 , M. esculenta var. umbriana %62,57+1,83 ,
M. deliciosa %40,63+1,13 , M. elata %48,07+1,35 , M. conica %85,36+2,19 ve M.
angusticeps tiiriiniin Radkal Siipiirtici  Etkisi  %54,54+0,48°dir. Verilen degerler
calisilan en yiiksek konsantrasyonda (4,5mg/ml) tespit edilen verilerdir. Sepultaria
sumneriana oziitiiniin Radikal Siipiiriicti Etkisi ise benzer konsantrasyonda (5 mg/ml)

%17.28 olarak hesaplanmis ve Morchella tiirleriyle kiyasla diistik oldugu goriilmektedir.

Macdkova (2011) Gyromitra esculenta (Pers.), Gyromitra infula (Schaeff.)) Quél. ,
Helvella crispa, Morchella conica, Morchella esculenta, Peziza cerea ve Peziza
vesiculosa tiirleri i¢in yaptiklar1 deneylerde Radikal Siipiiriicii Etki oranlarin1 % olarak
ifade etmislerdir ve 1 mg/ml mantar Oziitii konsantrasyonunda bulunan degerler
sirasiyla  13.47, 33.80, 10.24, 26.03, 19., 52. ve 40.99’dur. Sepultari sumneriana
mantar Oziitliiniin benzer konsantrasyonda (1.25 mg/mL) Radikal siipiiriicii Etkisi ise %

8.21 olarak hesaplanmuistir.

Dundar vd. Terfezia boudieri etanolik ekstresi ile yaptiklari ¢alismalarda 1, 2, 5 ve 10

mg/mL konsantrasyonlarinda DPPH Radikal Siipiircii Etkilerini incelemislerdir. Bu
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baglamda Radikal Siipiiriicii Etkileri sirasiyla %36.62, %48.45, %67.71 ve %92.21
olarak gosterilmistir. Sepultaria sumneriana oziitiiniin Radikal Sipiiriicii Etkisi ise
benzer konsantrasyonda (5 ve 10 mg/mL) sirasiyla %17.28 ve 9%28.28 olarak

hesaplanmis ve Terfezia boudieri etanolik ekstresine kiyasla diisiik oldugu

goriilmektedir.

Gouzi vd. (2013) yilinda yaptiklar: ¢alismada yenilebilir olan Terfezia leonis, Tirmania
pinoyi, ve T. nivea tiirlerinin metanolik ekstresi ile DPPH Radikal Stpiiriicii Etkilerini
aragtirmiglar ve 2.6 mg/mL mantar o6ziiti konsantrasyonunda Radikal Siipiiriicii
Etkilerini sirastyla % 92.47, %53.06, ve %41.34 olarak gostermiglerdir. Sonrasinda
yaptiklart toplam fenolik madde miktar1 tayininde ise standart olarak gallik asit
kullanmiglardir. Bu baglamda Terfezia leonis, Tirmania pinoyi, ve T. nivea tiirlerin
sirastyla 3.26, 2.10 ve 1.71 mgGAE/g fenolik madde miktar1 tayin edilmistir. Sepultaria
sumneriana oziitiiniin fenolik madde miktar1 ile kiyaslanir ise Terfezia leonis, Tirmania

pinoyi, ve T. nivea tiirlerinin fenolik madde miktar1 olduk¢a diisiik géziikkmektedir.

Lalotra vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada Geopora arenicola ve Morchella deliciosa
mantarlarinin metanolik ekstresinin toplam fenolik igerigi aragtirmiglar ve sirasiyla
8216 + 28.80 mgGAE/kg ve 11500+ 866.0 mgGAE/kg olarak tespit etmislerdir.

Bulunan degerler Sepultaria sumneriana’da tespit edilen miktarlardan fazladir.

Sepultaria sumneriana, GST ve KAT enzimlerinde sirasiyla %56 ve %45’¢ kadar
olumlu bir etki gosterip aktivasyon saglarken SOD enziminde %50’ye kadar ¢ikabilen
oranda inhibisyon etkisi goriilmistiir. Radikal siipiiriicii aktivitesi iizerine olan etkisi ise
maksimum konsantrasyonda %28’¢ kadar ¢ikabilmistir. Bu oran, antioksidan etkisinin

cok yiiksek olmadigini gostermektedir.

Yapilan literatiir taramasi kapsaminda, tez c¢aligmasinda kullanilan Sepultaria
sumneriana ile ilgili olarak yeterli bilgiye ve ¢aligmalara rastlanmamistir. Fenolik ve
flavonoid icerigi, GPx, SOD, GST ve KAT enzimleri lizerine olan etkileri ilk defa

kapsamli bir sekilde calisilmistir. Bu ¢alisma dogrultusunda kullandigimiz mantarin
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biyolojik aktivitesi hakkinda elde edilen sonuglar Sepultaria sumneriana tiirii igin bir

ilki teskil etmektedir.

Sepultaria sumneriana, disiik flavonoid igerigi ve diisiik Radikal Siipiiriicii Etkisi
gOstermesine ragmen, bazi antioksidan enzimleri {lizerinde aktivasyona sebep oldugu
goriilmiistiir. Bu baglamda Sepultaria sumneriana mantar oziitii, kanser ilaglari,
kolesterol diisiiriicii ilaglar ve immiinomodiilatdr gibi bazi farmasotik caligsmalara 151k
tutabilir. Ayrica Sepultaria sumneriana nin etanolik ekstresinin antimikrobiyal etkileri
icin de caligmalar yapilarak bu mantarin biyolojik aktiviteleri hakkinda daha fazla bilgi

elde edilebilir.
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