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OZET

FUNGAL SEKONDER METABOLITLERININ A549 HUCRE HATTINDA
SITOTOKSIK VE APOPTOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Melis HACIOGLU
Farmas6tik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2023

Danisman: Dog. Dr. Zerrin CANTURK

Kanser, 21. yiizyilin en 6nemli halk sagligi sorunlarindan biridir. Akciger kanseri
diinya ¢apinda en sik goriilen kanser tiirlerinden biri olup, 2022 yilinda 1.9 milyondan
fazla yeni vaka goriilmiistiir. Dogada hemen her yerde bulunabilen, ekstrem kosullara
uyum saglamis mikrofunguslardan elde edilen sekonder metabolitler antimikrobiyal,
antikanser, immiinosiipresan gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir. Tez kapsaminda,
antioksidan aktivitelerine gore secilen 9 fungus izolati klasik yontemle identifikasyonu
yapilarak Aspergillus ve Penicillium cinsi olarak belirlenmistir. Fungus izolatlar1 30 giin
s1vi antioksidan besiyerinde fermente edildikten sonra etil asetat ile ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmigtir.  Fungal oOziitler, DPPH yontemi ile antioksidan aktivitesi,
antimikrobiyal aktivitesi, MTT yontemi ile sitotoksik etkisi, Annexin V-PI ve Kaspaz 3
yontemleri ile apoptotik etkileri arastirilmistir. Fungus izolatlarindan bir tanesi
Talaromyces flavus olarak tanimlanmstir. Ug fungus izolat1 %70’in {izerinde antioksidan
aktivite gostermistir. 1Cso degerlerine gore Talaromyces flavus 6ziitii ve fermentasyon
stvisinin liyofilize edilmis Ornegi, A549 hiicre hatt1 tizerinde yiiksek sitotoksik etki
gosterirken, saglikli hiicre hatt1 olan BJ hiicrelerinde ise diisiik sitotoksisite gostermistir.
Akis sitometride yapilan galismalarda fungal oziitlerin erken apoptoza neden oldugu
goriilmiistiir. Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar Aspergillus ve Penicillium cinslerine ait
sekonder metabolitlerin antioksidan, antikanserojenik ve antimikrobiyal olmak iizere

birgok biyolojik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Aspergillus, Antikanser, Penicillium, Sekonder metabolit



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC AND APOPTOTIC EFFECTS OF
FUNGAL SECONDARY METABOLITES IN A549 CELL LINE

Melis HACIOGLU
Department of Pharmaceutical Microbiology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2023
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Zerrin CANTURK

Cancer is one of the most important public health problems of the 21st century.
Lung cancer is one of the most common types of cancer worldwide, with more than 1.9
million new cases in 2022. Secondary metabolites obtained from microfungi, which can
be found almost everywhere in nature and provide extreme safety compliance, have many
biological activities such as antimicrobial, anticancer, immunosuppressant. Within the
scope of the thesis, 9 fungal isolates selected according to antioxidant diseases were
determined as Aspergillus and Penicillium species with classical spread identification.
Fungal isolates were fermented in liquid antioxidant medium for 30 days and then
extracted with ethyl acetate. Fungal extracts, antioxidant preservatives, antimicrobial
shields by DPPH method, cytotoxic effect by MTT method, apoptotic effects by Annexin
V-PI and Caspase 3 methods were investigated. One of the fungal isolates is used as
Talaromyces flavus. Three fungal isolates maintained over 70% antioxidant activity.
According to ICso values, the lyophilized sample of Talaromyces flavus extract and
fermentation broth showed a high cytotoxic effect on the A549 cell line, while the healthy
cell line, BJ cells, had a low cyto capacity. Measurements by flow cytometry have
properties that fungal extracts cause early apoptosis. The application within the scope of
the thesis shows that secondary metabolites belonging to Aspergillus and Penicillium
genera have many active activities such as antioxidant, anticarcinogenic and

antimicrobial.

Keywords: Aspergillus, Anticancer, Penicillium, Secondary metabolite
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1. GIRIS

Kanser, eski c¢aglardan beri goriilmesine ragmen giiniimiizde kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra en sik rastlanan &liim nedenlerinden biridir. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) 2020 y1l1 tahmini verilerine gére 10 milyon 6liim orani ile diinya ¢apinda dliimlerin
yasandig1 ikinci hastalik grubudur (http-1). Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC)
tarafindan yayinlanan 2020 verilerine gore erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri arasinda
akciger kanseri ilk sirada yer alirken, Kadinlarda ise tgiincli sirada goriilmektedir.
Gliniimiizde artan hava kirliligi, sigara kullanimi, radyasyon, genetik faktorler gibi pek ¢ok

etmen kanser olusumuna neden olmaktadir.

Akciger kanseri; kiigiik hiicreli ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserleri olarak iKi
ana tiptedir. En sik goriilen akciger kanseri tiirli kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri olup
vakalarin %85-90’1n1 olusturur. Kiigiik hiicreli akciger kanseri ise daha az yaygin olup

vakalarin %10-15’ini olusturmaktadir.

Kanser tedavisinde radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi operasyonlar gibi yontemler
uygulanmaktadir. Radyoterapi ve kemoterapi kanser hiicrelerini 6ldiirmeyi ve biiylimesini
engellemeyi amaglayan tedavi yontemlerinden olsa da saglikli hiicrelere de zarar verdigi igin
ciddi yan etkilere sahiptir. Bu durum hastalarin yasam kalitesini diisiirmektedir. Ayrica
kanser tedavisine her hasta tedaviye farkli yanitlar verebilmektedir. Bu problemler kanser
tedavisini zorlastirmakta ve arastirmacilari yan etkileri az olan alternatif tedavi yontemleri

aramaya yonlendirmektedir.

Sekonder metabolitler, organizma tarafindan {retilen, organizmanin yasamsal
faaliyetlerinde etkisi olmayan bilesiklerdir. Sekonder metabolitler, primer metabolizmada
kullanilan metabolitlerin manipiilasyonu ve doniisiimii ile olusan kompleks tiriinleri igerir
(Calvo, 2002; Pela, 2004). Mikrofunguslar sahip oldugu cesitli metabolitler ile saglik
alaninda 6nemli bir yere sahiptir. Funguslar ekosistemde her ortamda bulunabilen, yiiksek
ve diisiik sicaklik, yiiksek tuz konsantrasyonu, asidik ve alkali pH, yiiksek basing gibi

ekstrem ortamlara da uyum saglamis mikroorganizmalardir (Van Den Burg, 2003). Fungal



metabolitler birgok biyolojik aktiviteye sahip olmasi ve bitkilere gore laboratuvar ortaminda

gelistirilebilme kolayligi nedeniyle tercih edilmektedir.

Mikrofunguslardan elde edilen metabolitlerin izolasyonu ve antimikrobiyal,
antikanser, antihelmitik ve antiviral etkileri, ilk kez Dr. Frisvad ve Dr. Filtenborg tarafindan
aragtirtlmistir (Frisvad J. C., 1989). Giiniimiizde mikrofunguslarin sekonder metabolitlerinin

arastirildig pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir.

Tez kapsaminda Aspergillus ve Penicillium cinsleri olarak belirlenen 9 fungus
izolatinin etil asetat ile elde edilen oziitleri antioksidan, antimikrobiyal, A549 ve BJ hiicre

hatlar1 iizerinde sitotoksik ve apoptotik etkileri degerlendirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Filamentoz Mikrofunguslar ve Genel Ozellikleri

Funguslar klorofil icermeyen, heterotrofik ve 6karyotik organizmalardir. Makrofungus
ve mikrofungus olarak iki gruba ayrilmaktadir. Makrofunguslar ‘sapkali mantarlar’ olarakta
bilinen grup igerisinde yer alir. Mikrofunguslar ise filament6zsiiz mikrofunguslar (mayalar)
ve filament6z mikrofunguslar (kiifler) olarak iki grupta incelenmektedir. Mikrofunguslar
dogada hemen her yerde bulunan ¢ok genis bir topluluk olup Eukarya domaininde yer alan
organizmalardir. Yaklasik olarak 100.000 fungus tiiri tanimlanmis olup toplam fungus tiir
sayisinin 1.5 milyon kadar olabilecegi diisiiniilmektedir (Michael T. Madigan, 2002).

Bazi mikrofunguslar patojen 6zellikte olup insan, hayvan ve bitkilerde hastaliklara
sebep olurken bazilar1 da bitkiler ile simbiyotik iliskiler kurarak fayda saglamaktadir. Cogu
mikrofungusun hiicre duvari bir glukoz tiirevi olan N-asetilglukozaminden yapilmis kitin
icerir. Bazi fungal hiicre duvarlarinda ise kitin yerine mannanlar, galaktozanlar ve kitozanlar
gibi polisakkaritler bulunur. Salgiladiklar1 ekstraseliiler (hiicre disi) enzimler ile
polisakkaritler ve proteinler gibi polimerik materyalleri monomerlerine parg¢aladiktan sonra

karbon ve enerji kaynagi olarak kullanarak beslenirler (Madigan, 2002).

Filament6z mikrofunguslar ¢ogu ¢ok hiicreli olan hif adinda filamentler igerir. Hiflerin
lizerinde eseysiz ilireme sporlart olusmaktadir. Hiflerin bir araya gelerek olusturdugu
topluluga miselyum denir. Hifler, gelisme sekline gore vejetatif ve aerial olarak ikiye
ayrilmaktadir. Vejetatif hifler, ortamda bulunan besin maddesi yiizeyinde gelisip yayilan,
icine niifuz ederek kiiflerin gelisimi i¢in gerekli besin maddelerini almasini saglayan
hiflerdir. Aerial hifler ise; havaya dogru uzanan ve genelde kiiflerin tiremesi igin gerekli olan

sporlar1 tasimaktadir (Juni Arianti, 2020).
Funguslar 4 subeye ayrilmaktadir:

1) Chytridiomycota: Bu subede yer alan tiirler genellikle tathi suda yasayan saprofit

funguslardir. Bélmesiz hiflere sahip olup, iiremeleri zoosporlarla gerceklesmektedir.

2) Zygomycota: Gelismis yapilara sahip funguslardir. Hifleri seliilloz yapisinda, bolmesizdir.

Sitoplazmada ¢ok fazla c¢ekirdek bulunmaktadir. Zygomycota’da yer alan funguslarin



tiremeleri eseysiz iireme ve eseyli liremenin birbirini takip ettii metagenez seklinde

gerceklesir.

3) Ascomycota: Funguslarin en genis subesidir. Bu grubun en belirgin 6zelligi; askus adi
verilen kese seklinde bir yapinin iginde askospor olan hareketsiz sporlarin yer almasidir.
Eseysiz lireme seklinde ise bu askuslar goriilmez. Bunun yerine konidia denilen sporlar
araciligi ile eseysiz treme gergeklesmektedir. Penicillium ve Aspergillus cinsi

mikrofunguslar bu subede yer almaktadir.

4) Basidiomycota: Bu subede bulunan funguslarin en karakteristik 6zelligi, eseyli tireme
sonucu olusan basidium denilen bir yapidir. Basidiumlar genelde dort haploid spor

icermektedir. Bu sporlara basidiospor denmektedir (Ismail, 2020).

2.2. Aspergillus ve Penicillium

Aspergillus ismi ilk kez 1729 yilinda, hristiyan ayinlerinde kutsal su serpmeye yarayan
aspergillum adindaki bir alete olan benzerligi ile Micheli tarafindan kullanilmistir. (Micheli,
1729). Penicillium ise; 1809°da Link tarafindan, konidiforlarin firca benzeri yapilarindan
dolay1 bu isim ile tanimlanmistir. Aspergillus ve Penicillium, Eurotiales takiminin igerisinde
yer alan ¢ok ¢esitli habitatlara sahip, bir¢ok sayida tiir igeren cinslerdir (Tsang, 2018). Her
iki cinste genellikle toprak, bitki materyali ve gidalar lizerinde bulunmaktadir. Baz: tiirleri

yiiksek/diistik sicaklik, yiiksek tuz orani, asidik gibi ekstrem ortamlarda biiyiiyebilmektedir.

Ekstrem ortamlara adapte olmus mikrofunguslarin irettigi metabolitler biyolojik
ozellikleri bakimindan ¢ok cesitlidir. Bu metabolitler biyoteknoloji, saglik, tarim gibi pek
¢ok alanda kullanilmaktadir. Aspergillus ve Penicillium’un irettigi metabolitlerin zararl
yonleri de bulunmaktadir. Mikotoksinler bu grupta yer alan insan, hayvan ve bitkilerde
toksik etkiler gosterebilen sekonder metabolitlerdir. Mikotoksinler organizma tarafindan
alindiginda kisisel direng ve konsantrasyona bagli olarak 6liimle sonuglanabilen akut etkileri
olabilecegi gibi kanserojen, dermatitik, hepatotoksik, nefrotoksik gibi etkileri de
goriilmektedir (Topal, 1999).

Aspergillus ve Penicillium cinsleri hem eseyli hem de eseysiz lireme Ozelligine

sahiptir. Ascomycota subesinde yer alan bu mikrofunguslar genellikle konidia sporlari



olusturmaktadir. Konidialar1 tagiyan hife konidiofor denmektedir. Konidialar eseysiz
tiremenin bir sonucudur. Spor yapilar1 ¢ok ¢esitli olup kiiresel, yar kiiresel, silindirik veya
elips seklinde olabilir. Konidialarin olustugu ve bu sporlar1 tasiyan yapiya fiyalid denir.
Fiyalidler de sekillerine gore silindirik, sise benzeri, kisa veya uzun olabilir. Fiyalid, sekli
bowling labutlarina benzeyen bir yapiya sahip ise ampulliform adini alir. Fiyalidlerin altinda
bir dal daha bulunuyorsa buna metula denmektedir. Metula Aspergillus ve Penicillium
cinslerinin baz tiirlerinde goriilmektedir. Iki cinsin konidiofor yapilar1 farklilik gosterir.
Aspergillus cinsinin konidioforlar1 bolmesiz ve dallanmamis iken Penicillium cinsi bolmeli
ve dallanmus, firga benzeri yapilar icerir. Aspergillus ve Penicillium arasindaki en belirgin
fark bu ozellikleridir. Sekil 2.2.’de Aspergillus ve Penicillium cinsleri arasindaki farklar

goriilmektedir.

Aspergillus sp. Penicillium sp.

rr—“'éi l:lh

Sekil 2.1. Aspergillus ve Penicillium cinslerinin mikroskobik yapilar: (1) Konidia, (2) Fialid, (3) Metula, (4)
Vezikiil, (5) Konidiofor, (6) Vejetatif hifa (http-2)

Aspergillus cinslerinde konidiyal basi tasiyan vezikiil adinda bir yap1 bulunmaktadir.
Aspergillus  cinslerinde  konidiyal baglar monoseriate ve biseriate  olarak
isimlendirilmektedir. Eger fiyalidler direkt olarak vezikiile baglaniyorsa monoseriate,
fiyalidlerin altinda metula bulunuyorsa biseriate olarak ifade edilir (Guarro, 2010). Vezikiil

sekli uzun sopa benzeri olan yapilara clavate, konidia sporlar1 siitunlu sekilde yukari dogru



ise columnar ve yanlara dogru yayilmis ise radiate olarak isimlendirilmektedir. Bu 6zellikler

Aspergillus tiirlerininin tanimlanmasinda énemlidir.

columnar radiate

metula

fiyalid

I
vezikiil

maonoseriate

stipe

Sekil 2.2. Aspergillus tiirlerinin konidiyal bas yapilar: (Guarro, 2010)

Penicillium  cinslerinde ise  konidioforlar = dallanma  sekillerine  gore
siiflandirilmaktadir. Konidioforlar direkt olarak fiyalide baglaniyorsa monoverticillate,
konidioforlar sap ve fiyalid arasinda ii¢ veya daha ¢ok metulaya sahip ise biverticillate,
konidioforlar sap ve metula arasinda baska bir dallanma igerirse terverticillate olarak
adlandirilir. Dallanma terverticillate seklinden daha fazla ve ekstra dallanma gosteriyorsa
quarterverticillate denmektedir. Dallanma sekilleri Penicillium'un klasik tanimlanmasinda
kullanilmaktadir. (Pitt, 1979).



Sekil 2.3. Penicillium konidiofor dallanma sekilleri (@) Monoverticillate (b) Terverticillate (c) Biverticillate
(d) Quarterverticillate (http-3)

2.3. Sekonder Metabolitler

Metabolizma faaliyetleri sonucu ortaya ¢ikan tirlinlere metabolit denir. Metabolitler
primer metabolitler ve sekonder metabolitler olarak ikiye ayrilmaktadir. Primer metabolitler
organizmanin bilylime, gelisme ve ¢ogalmasi igin gerekli olan maddeler iiretir. Sekonder
metabolitler ise; logaritmik biiylime fazinin sonunda {iretilen, organizmanin yasamsal
faaliyetlerinde direkt olarak etkisi olmayan bilesiklerdir. Sekonder metabolitlerin ¢alismaya
baslandig1 ilk yillarda bu metabolitlerin islevsiz, atik maddeler oldugu diisiiniilmiistiir
(Paech, 1950; Mothes, 1955). Organizmada bir¢ok biyolojik olayin gergeklesmesinde rolleri
bulunmaktadir. Sekonder metabolitler savunma, farklilasma, diizenlenme, morfogenez,
tasima, hiicresel haberlesme gibi olaylarin gergeklestirilmesinde etkin rol oynayan
bilesiklerdir (Cannell, 1998). Sekil 2.4.’de bir mikroorganizmanin tiireme egrisi
gosterilmistir. Sekonder metabolitler logaritmik biiylime fazinin sonunda olan duragan faza

gegiste liretilmeye baslarlar.
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Sekil 2.4. Sekonder metabolit iiretimi (Biorender araciligi ile yapilmistir.)

Bitkiler, mantarlar, bakteriler ve bazi denizde yasayan organizmalar sekonder
metabolitleri iretebilmektedir. Bugiline kadar yaklasik 500.000 sekonder metabolit
tanimlanmustir  (Bills, 2016). Bunlarin yaklasik 350.000’i bitkilerden ve 70.000’i
mikroorganizmalardan elde edilmistir. Kabaca 33.500 biyoaktif mikrobiyal metabolit
tanimlanmistir. Bu 33.500 mikrobiyal metabolitin yaklasik %12’si bakterilerden elde edilen
metabolitler, %41°1 aktinomiset metabolitleri ve %47’si de fungus kokenli metabolitlerdir

(Bills, 2016).

2.3.1. Fungal sekonder metabolitler

Mikrobiyal sekonder metabolitler ¢esitli biyolojik aktivitelere sahiptir ve hormon,
antibiyotik, toksin, anti-migren ajani, anti-kanser ajani olarak islev gormektedirler (Bentley,
1997). Funguslar sekonder metabolit iiretebilen organizmalardir. ilk fungal sekonder
metabolit 1928’de Fleming tarafindan kesfedilen penisilindir. 1940’lara gelindiginde
penisilinin ilag 6ncii molekiilii olarak kullanilmasi fungal sekonder bilesikler i¢in doniim
noktas: olmustur. Penisilinin hastaliklardaki etkisi ve basarisi funguslardan elde edilen

sekonder metabolitlerin ¢alisilmasinda 6ncii olmustur.



Sekonder metabolit iiretiminde funguslar bitkilere dnemli bir alternatif olarak ortaya
cikmistir. Funguslar predatorlerine ve rakiplerine karsi kimyasal iletisim i¢in veya patojenik
funguslarda oldugu gibi hayvan ve bitki konakg¢ilarini manipiile etmek i¢in sekonder
metabolitleri kullanmaktadirlar (Sentiirk, 2019). Funguslari iirettigi sekonder metabolitlere
gore siniflandirmak miimkiin degildir. Bunun sebebi ise; ayni metabolitin farkli fungus
tirleri tarafindan sentezlenebilmesi veya aymi fungus tiiriiniin bir¢ok farkli sekonder

metabolit tiretebilmesidir.

(A) (B) ()

Sekil 2. 5. (A): Petride Penicillium gorintiisi, (B): Penicillium cinslerinin mikroskobik goriintiisii, (C):
Penisilin’in kimyasal formiilii

Aspergillus ve Penicillim gesitli kimyasal yapilara ve bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip
oldugu bilinen sekonder metabolitler iireten iki mikrofungus cinsidir. Bu metabolitler
antimikrobiyal, antikanser, antifungal, antiviral gibi birgok biyolojik 06zellige sahiptir.
Funguslarin iirettigi sekonder metabolitlerin sayisi oldukca fazla olup yalnizca kiiciik bir

kisminin bilindigi varsayilmaktadir (Robey, 2021).

Funguslar, ekosistemde her ortamda bulunabilen, 6zellikle yiiksek ve diisiik sicaklik,
yiiksek basing, yiiksek tuz orani gibi ekstrem ortamlara da uyum saglamis organizmalardir.
Bu sebeple iirettikleri metabolitler de birgok biyolojik aktiviteye sahiptir. Bu metabolitlerin
bazilar1 yararli iken bazilar1 da zararl etkilere sahiptir. Birgok memeli canlida ve bitkilerde
toksik etki gosteren sekonder metabolitler fitotoksin ve mikotoksinlerdir. Aflatoksinler,
trikotesenler, fumonisinler, okratoksin, sitokalasinler ve ¢esitli indol-terpen bilesikler en

yayginlar1 olup 1.000 kadar mikotoksin ve fitotoksin bulunmaktadir (Brise, 2013; Brise,



2009). Yiiksek dozda alindiklarinda akut toksik etkiye neden olmaktadirlar. Bazi
semptomlar1 soyledir; deri nekrozlari, 16kopeni (kanda 10kosit sayisinin azalmasi) ve
immunosupresif etkilere yol acarak agir hastaliklara sebep olabilirler. Ornegin Aspergillus
flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan tretilen Aflatoksin B1, DNA hasarlarina yol
acarak kanserojenik etki gosterir. Karacigere etki ederek karaciger kanserine yol

acabilmektedir.

Mikrofunguslar tarafindan tretilen bazi sekonder metabolitlerin antimikrobiyal,
immiinosiipresan, antikanser, kolesterol inhibitorii gibi insan sagligi i¢in yararli birgok
Ozellikleri yer almaktadir. Penicillium notatum’dan elde edilen penisilin bilinen ilk
antibiyotiklerdendir. Acremonium chrysogenum’dan elde edilen sefalosporin, Penicillium
cinslerinden tiretilen griseofulvin, Aspergillus terreus’tan elde edilen kolestrol diisiiriicii
olarak kullanilan statin, Cylindrocarpon lucidum ve Tolypocladium inflation’ dan elde

edilen ve immiin baskilayict olarak kullanilan siklosporin 6nemli 6rnekler arasindadir.

2.3.1.1. Sekonder metabolit biyosentezi

Sekonder metabolitler, primer metabolitlerden sentezlenen kompleks bilesiklerdir
(Calvo, 2002). Bu sebeple sekonder metabolitler primer metabolizmadan koéken alan
bilesikler olarak da tanimlanabilmektedir. Genel olarak sekonder metabolitler ekstraselliiler
olarak sentezlenmektedir. Sekonder metabolit sentezinin baslamasinda farkli hiicresel stres
kosullar1 sonucu olugsan 6nemli sinyaller rol almaktadir. Sekonder metabolizmanin sentezi
kromozomal DNA iizerindeki gen kiimeleri tarafindan ve kismen de olsa plazmidler

tarafindan kontrol edilmektedir (Robinson, 2001).

Fungal sekonder metabolitlerinin biyosentezinde yer alan genler, fungus genomu
igerisinde kiimelenmis halde diizenlenir. Bu gen kiimeleri icerisinde enzimler, diizenleyici
proteinler, tasiyicilar ve sekonder metabolit biyosentezinde ve diizenlenmesinde yer alan

diger bilesenleri kodlayan genler yer almaktadir.
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Sekil 2.6. Sekonder metabolit biyosentezinin yolaklar: (http-4)

2.3.1.2. Fungal sekonder metabolitlerin kimyasal yapisi

Fungal sekonder metabolitler kimyasal yapisina gore poliketidler, ribozomal olmayan
peptidler, terpenoidler ve alkaloidler olarak siniflandirilmaktadir. Terpenoidler ve
poliketidler Asetil CoA’dan, ribozomal olmayan peptidler ise aminoasitlerden

sentezlenmektedir. Sekil 2.6.’da sekonder metabolitlerin biyosentez yolaklar1 gosterilmistir.

Poliketidler; ¢ok sayida bulunan ve g¢esitliligi fazla olan fungal sekonder
metabolitlerdir. Bu metabolitlerin sentezi poliketid sentaz (PKS) adli biiyiik bir enzim ailesi
tarafindan katalizlenir. PKS enzimleri ketosentaz, agil transferaz ve agil tastyici protein gibi

tekrarlayan tinitelerden olusmaktadir. Bu tekrarlayan tiniteler, uzayan zincir ve katlanmalar
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PKS enzimlerinin g¢esitliligini olusturmaktadir (Hill, 2006). Asagida Aspergillus ve

Penicillium’dan sentezlenen poliketidlere 6rnekler verilmistir:

e Penicillium ve Aspergillus'tan elde edilen karsinojenik etkisi olan okratoksin ve
aflotoksin birer poliketiddir.

e Aspergillus terreus tarafindan iiretilen lovastatin kolesterol diisiiriicii 6zellige sahip
bir poliketiddir. Karacigerde kolesterol sentezinde yer alan HMG-CoA rediiktaz
enzimini inhibe eder.

e Bazi Penicillium ve Aspergillus cinslerinde bulunan patulin bir mikotoksindir. Gida
tiriinlerine bulasabilen, fazla miktarda tiiketildiginde insanlarda saglik sorunlarina
yol acabilmektedir.

o Aflatoksinler Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus olmak tizere bazi
Aspergillus cinsleri tarafindan tiretilen bir grup poliketiddir. Kanserojenik 6zellikleri
bulunmakta olup yer fistig1, misir gibi gida {irlinlerini kontamine edebilirler.

e Penicillium notatum tarafindan iretilen penisilin de bir poliketiddir. Bakterilerin

hiicre duvarina etki eden bir antibiyotiktir.

Ribozomal olmayan peptidler (NRP); protein sentezi ribozom disinda baska bir
mekanizma ile sentezlenirler. NRP’ler poliketidler gibi NRP sentazlar olarak bilinen biiyiik
¢oklu enzim ailesini igerir. Halka ya da dalli yapida, nonproteinojenik aminoasitlerden
olusan metil, formil, halojen, hidroksil gibi modifiye yapilar igeren bir gruptur (Cantiirk,
2015). Pek ¢ok ribozomal olmayan peptid immiinosiipresan ve antikanser 6zellige sahiptir.

Bunlara ornekler:

e Bir immiinosiipresan ilact olan siklosporin, Aspergillus fumigatus ve Aspergillus
unilateralis aspergillazin tireten bir ribozomal olmayan peptiddir.
e Aspergillus terreus’dan iiretilen terrein ve Penicillium brevicompactum’dan iiretilen

brevianamid antikanser ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip NRP’lerdir.

Terpenoidler; bes karbonlu izopren birimlerinden olusan bilesiklerdir.
Monoterpenoidler (C10), sesquoterpenoidler (C15), diterpeneoidler (C20), sesterpenoidler
(C25), triterpenoidler (C30) olmak iizere alt siniflara ayrilmaktadir. Ascomycota ve
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Basidiomycota boliimlerine ait mikrofunguslarin mikotoksin, antibiyotik, antitimor 6zellige

sahip terpenoidler tirettigi bilinmektedir (Schmidt-Dannert, 2015). Terpenoidlere drnekler:

e Acremonium fusidioides tarafindan fiiretilen fusidik asit, gram pozitif bakteri
enfeksiyonu tedavisinde kullanilan bir terpenoiddir (Fernandes, 2016).

e Aspergillus fumigatus tarafindan elde edilen helvolik asit antikanser 6zellik gosteren
bir triterpenoiddir (Mitsuguchi, 2009).

Alkaloidler; cesitli kimyasal yapilar1 ve biyolojik aktiviteleri ile bilinen ve birgogu
farmakolojik 6zellige sahip azot iceren bilesiklerdir. Bir¢ok fungal alkaloidi antibiyotik,

antifungal, antikanser ve bocek oldiirticti 6zelliktedir.

e Gliotoksin Aspergillus cinsleri tarafindan iiretilen immiinosiipresif ve sitotoksik
aktiviteye sahip bir alkaloittir.
e Aspergillus cinslerinden izole edilen stephacidin B antikanser bakimindan 6nemli bir

indol alkaloididir.

2.3.2. Fungal sekonder metabolitlerin antikanser ozellikleri

Kanser, hiicrelerin normalin disinda kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalip biiyiidiigii, viicudun
diger boliimlerine yayilarak metastaz yapabildigi bir hastalik grubudur. Diinya genelinde en
sik goriilen ve dliimlere neden olan hastaliklardan biridir. Diinya Saglik Orgiitii’ne gére
2020°de yaklagik 10 milyon Oliime neden olmustur. Fungal sekonder metabolitlerin
antikanser ozelliginin kesfedilmesi saglik alaninda 6nemli gelismeler arasindadir.
Aspergillus, Penicillium cinsi mikrofunguslar antikanser o6zellige sahip sekonder

metabolitler tiretebilmektedir.

Statinler antikanser aktiviteye sahip bazi1 fungal sekonder metabolitlerden elde edilen
poliketid yapili bilesiklerdir (Bladt, 2013). Statin ailesi hem dogal hem de sentetik bilesikleri
icermektedir. Lovastatin, mevastatin dogal bilesikler iken atorvastatin, serivastatin,
rosuvastatin sentetik bilesiklere 6rneklerdir. Statinler ayn1 zamanda hiperkolesterolemi ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin klinik tedavisinde kullanilan iyi bilinen kolesterol sentez
inhibitorleridir (Endo, 1976). Yapilan bir ¢alismada Aspergillus terreus tarafindan elde
edilen lovastatinin serviks rahim agzi kanseri olan HeLa hiicre hatti lizerinde antiproliferatif

ve apoptotik etkileri goriilmiistiir (SD Bhargavi, 2016).
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Sekil 2.7. Lovastatinin kimyasal yapisi (Cateni, 2021)

Yine poliketidlerden olan terrein, brefeldin A ve asperlin antikanser aktiviteler
gosteren sekonder metabolitlerdir. Aspergillus terreus tarafindan iretilen terrein MCF-7
hiicre hatt1 olan meme kanseri {izerinde etkili oldugu goriilmiistiir (Liao, 2012). Bu bilesigin
bir kanser ilaci olan taksolden daha etkili oldugu gosterilmistir. Penicillium brefeldianum
tarafindan tretilen brefeldin A metaboliti HL-60, K562 16semi hiicre hatlar1 ve HT-29 kolon
kanseri hiicre hatti tlizerinde apoptotik etkiler gostermistir (Shao, 1996). Aspergillus
nidulans’tan tretilen asperlin bilesiginin hiicre proliferasyonunu azalttigi ve HeLa hiicre
hattinda G2/M hiicre dongiisiiniin durmasini tegvik ettigi kesfedilmistir (He, 2011).
Penicillium griseofulvum’dan izole edilen bir poliketid olan griseofulvin HeLa hiicre
hattinda hiicre ¢gogalmasini ve mitozu indiikledigi ve ayrica insan skuamdoz hiicreli karsinom
olan SCC-114 hiicre hattinda sentrozomal kiimelenmeyi inhibe ettigi gosterilmistir (Panda,
2005; Rebacz, 2007).

Sekil 2.8. Griseofulvinin kimyasal yapist (http-5)
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Simdiye kadar yapilan calismalarda antikanser oOzellik gosteren terpenoidlerin
cogunlugu seskiterpenoid ve diterpenoidlere aittir (Wang L. W., 2011). Penicillium sp.’den
izole edilen seskiterpenoid olan fudekadion A metaboliti insan akciger kanseri NCI-H187,
insan meme kanseri MCF-7 ve insan oral epidermoid karsinoma KB hiicre hatlarina kars1
sitotoksik etki gostermistir (Pittayakhajonwut, 2011). Bir baska seskiterpenoid yapili
terresiklik asit A, antifungal ve antikanser akvitileri ile Aspergillus terreus’tan izole
edilmistir (Hirota, 1986). Bir antimikrobiyal ajan olarak kullanilan fumagillin bilesigi
mikrofunguslar tarafindan iretilen antikanser Ozellik gésteren bir terpenoiddir. Giiglii
anjiyogenezi inhibe edici etkisi bulunmaktadir (Bladt, 2013). Fumagillin ilk kez 1951 yilinda
Aspergillus fumigatus’tan izole edilmistir (Eble, 1951).

Sekil 2.9. Fumagi/linin kimyasal yapist (Boysen, 2021)

Mikrofunguslar tarafindan elde edilen antikanser aktiviteye sahip sekonder
metabolitler, yeni antikanser ilaglarin gelistirilmesinde potansiyel kaynaklardir. Kimyasal
yapilar1 ve cesitli etki mekanizmalari ile kanser tedavisinde yeni tedavi yollar: saglayabilir
ozelliktedir. Bu etki mekanizmalar1 anjiyogenez, apoptoz, hiicre boliinmesi Ve
immiinomodiilasyon gibi hiicresel siire¢lere miidahale etmektedir. Antikanser aktiviteye
sahip fungal sekonder metabolitler yeni kanser tedavilerinin gelistirilmesinde biiyiik 6neme
sahip olmaktadir. Literatiirde mikrofungus kaynakli birgok sekonder metabolit

incelenmesine ragmen hala kesfedilmemis birgok metabolit oldugu diistiniilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Fungus izolatlari

Bu tez calismasi i¢in kullanilan funguslar, daha 6nce Tuz Golii'nden alinan su
orneginden izole edilmis olup Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda muhafaza
edilen, ¢alisma yapilmamis izolatlardir. +4 °C ‘de buzdolabinda Malt ekstrakt Agar (MEA)
iceren yatik agar tiiplerde stoklari bulunan fungus izolatlar1 taze MEA besiyeri igeren
petrilere ekilerek aktiflenmeleri saglanmis ve saflik kontrolleri yapilmustir. Inkiibasyon
sonrasi Uireme gozlenen izolatlar deneylerde kullanilmak {izere tekrar yatik agara ekimleri

yapilarak +4°C ‘de buzdolabinda saklanmistir.

3.1.2. Standart bakteri ve maya suslari

Cizelge 3.1. Antimikrobiyal aktivite testinde kullanilan standart bakteri ve maya suglari

Tiir Ad1 ATCC Kod Numarasi
Escherichia coli 35218
Staphylococcus aureus 25923
Klebsiella pneumoniae 700603
Pseudomonas aeruginosa 27853
Enterococcus faecalis 51299
Bacillus subtilis 15245
Candida albicans 90028
Candida krusei 6258
Candida parapsilosis 22019
Candida glabrata 90030

Antimikrobiyal aktivite deneyi i¢in kullanilan standart bakteri ve maya suslar
Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Arastirma Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Gliserol igerisinde stoklar1 bulunan suslar -
80°C’de saklanmaktadir. Deneyler i¢in kullanilan bakteri suslar1 stoktan alinarak Nutrient
Broth (NB) besiyerinde 37°C, 24 saat inkiibe edilmistir. Maya suslar1 ise Sabouraud
Dextrose Broth (SDB) besiyerinde 30°C, 24-48 saat inkiibe edilerek aktiflenmistir.
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3.1.3. A549 ve BJ Hiicre hatlar

A549 (ATCC, kodu; CCL-185) hiicre hatt1 adenokarsinomik insan alveoler bazal
epitel hiicreleridir. Ilk olarak 1972°de DJ Giard ve digerleri tarafindan gelistirilmis bir hiicre
hatt1 olan A549 hiicreleri, 58 yasindaki beyaz bir erkegin eksplante tiimoriinde kanserli
akciger dokusunun ¢ikarilmasi ile kiiltiire edilmistir (http-6). Adhere hiicre 6zelligine sahip
bir hiicre hattidir. BJ (ATCC, kodu; CRL-2522) hiicre hatt1 yenidogan erkek bir bebegin
stinnet derisinden alinan fibroblast hiicrelerdir (http-7). A549 ve BJ hiicre hatlar1 ATCC

(American Type Culture Collection)’den temin edilmistir.

3.1.4. Kullanmilan Besiyerleri
3.1.4.1. Malt Ekstrakt Agar (MEA)

Cizelge 3.2. MEA icerigi

Malzeme Miktar (g/mL)
Malt Ekstrakt 30,09

Pepton 1,009

Glukoz 20,09

Agar 15,09

Distile Su 1000 mL

Hazirlanan besiyeri bilesenleri distile suda ¢oziildiikten sonra 121 ° C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri steril kabinde petrilere

dokiilerek daha sonraki deneylerde kullanilmak {izere +4 ° C’de buzdolabina kaldirilmistir.
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3.1.4.2. %17 NaCl Malt Ekstrakt Agar

Cizelge 3.3. %17 NaCI MEA icerigi

Malzeme Miktar (g/mL)
Malt Ekstrakt 200g

Pepton 1,009

NaCl 170,09
Glukoz 20,0¢

Agar 200g

Distile Su 1000 mL

Bu besiyeri funguslarda halotolerant ve halofilik tiirlerin izolasyonu ig¢in

kullanilmistir. Hazirlanan karigim 121 °C’de 15 dakika siire otoklavda sterilize edilmistir.

3.1.4.3. Czapek Maya Ekstrakt agar (CYA)

Cizelge 3.4. CYA icerigi

Malzeme Miktar (g/mL)
Maya Ekstrakt 509

Sukroz 309
Dipotasyum Fosfat 109

Czapek Konsantresi 10 mL

Agar 209

Distile su 1000 mL

Hazirlanan besiyeri Czapek konsantresi hari¢ 121 °C’de 15 dakika siire ile
otoklavlanarak sterilize edilmistir. Otoklavdan c¢ikarilan besiyerine steril kabinde %l
oraninda Czapek konsantresi ilave edilmistir. Bu besiyeri Aspergillus ve Penicillium
tiirlerinin klasik yontemle tanimlanmasi i¢in kullanilmstir. Izolatlar; 5°C, 25°C ve 37°C’de

CY A besiyerinde 7 giin siire ile inkiibe edilmistir.
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3.1.4.4. Czapek Maya Ekstrakt Agar %20 sukroz (CY20S)

Cizelge 3.5. CY20S igerigi

Malzeme Miktar (g/mL)
Maya Ekstrakti 50

Sukroz 200 g
Dipotasyum Fosfat lg

Czapek Konsantresi 10 mL

Agar 209

Distile su 1000 mL

Czapek konsantresi hari¢ biitiin besiyeri bilesenleri distile suda ¢oziindiiriildiikten

sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanmistir. Otoklavdan c¢ikarilan besiyerin steril kabinde

%1 Czapek konsantresi ilave edilmistir. Bu besiyeri Aspergillus tiirlerinin tanimlanmasi igin

kullanilmistir.

3.1.4.5. Czapek Dox Agar (CZ)

Cizelge 3.6. CZ igerigi

Malzeme Miktar (g/mL)
Sukroz 309
Dipotasyum Fosfat 1lg

Czapek Konsantresi 10 mL

Agar 209

Distile su 1000 mL

Tiim besiyeri bilesenleri Czapek konsantresi harig distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra

121°C’de 15 dakika otoklavlanir. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri icerisine steril kabinde %1

oraninda Czapek konsantresi

tanimlanmasinda kullanilmistir.

ilave edilmisgtir. Bu besiyeri Aspergillus tiirlerinin
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3.1.4.6. %25 Gliserol Nitrat Agar (G25N)

Cizelge 3.7. G25N igerigi

Malzeme Miktar (g/mL)
Maya Ekstrakti 509

Gliserol 250 g
Dipotasyum Fosfat 1lg

Czapek Konsantresi 10 mL

Agar 209

Distile su 1000 mL

Czapek konsantresi harig biitiin besiyeri bilesenleri distile suda ¢ozdiiriiliip 121°C’de
15 dakika otoklavlanmistir. Otoklavdan c¢ikarilan besiyeri steril kabinde %1 oraninda
Czapek konsantresi ilave edilmistir. Bu besiyeri Penicillium tiirlerinin tanimlanmasi igin

kullanilmustir.
3.1.4.7. Antioksidan aktivite icin kullanilan s besiyeri

Cizelge 3.8. Antioksidan besiyeri igerigi

Malzeme Miktar (g/mL)
Maya Ekstrakti 10g

Sukroz 309
Polipepton 109

KCI 059
FeSO4.7H,0 0,01g
MgS0Q4.7H,0 059
Dipotasyum Fosfat 19

Distile su 1000 mL

Biitiin besiyeri bilesenleri distile suda tamamen ¢6zdiiriildiikten sonra 121 “C’de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Bu besiyeri fungus izolatlarinin antioksidan aktivite

tarama testinde ve ekstraksiyon yapilabilmesi i¢in kullanilmistir.
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3.1.4.8. Mueller Hinton Broth (MHB)

Cizelge 3.9. MHB icerigi

Malzeme

Miktar (g/mL)

Sig1r eti ekstrakti
Kazein hidrolizat
Nisasta

Distile su

3¢
17549
159

1000 mL

Besiyeri igerigi distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra pH 6,8 + 0,2’ye ayarlanarak 121

°C’de 15 dakika siire ile otoklavlanmistir. Bu besiyeri antimikrobiyal aktivite testlerinde

kullanilmustir.

3.1.4.9. Nutrient Broth (NB)

Cizelge 3.10. NB igerigi

Malzeme

Miktar (g/mL)

Sig1r eti ekstrakt:
Maya ekstrakti
Pepton

Sodyum klorit

Distile su

1g
29
5g
5g

1000 mL

Besiyeri igerigi saf suda ¢ozdiiriiliip 10 mL’lik tiiplere 5’er mL olacak sekilde

hazirlandiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Bu besiyeri

antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilan gecelik bakteri kiiltlirlerinin hazirlanmasi

amaciyla kullanilmistir.

3.1.4.10. Saboroud Dekstroz Broth (SDB)

Cizelge 3.11. SDB icerigi

Malzeme Miktar (g/mL)
Tripton 59

Pepton 50

Glikoz 209
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Besiyeri bilesenleri saf suda ¢6zdiriildiikten sonra 10 mL'lik tiiplere 5’er mL
hazirlandiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Bu besiyeri
antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilan maya kiiltiirlerinin hazirlanmas1 amaciyla

kullanilmistir.

3.1.4.11. Hiicre kiiltiirii calismalart icin kullanilan besiyerleri

Cizelge 3.12. A549 hiicre hatti besiyeri

Malzeme Miktar (g/mL)
RPMI 1640 89 mL

Fotal sigir serumu 10 mL
Penisilin-streptomisin ¢ozeltisi 1mL

Besiyeri bilesenleri steril kabin icinde hazirlanmis ve deneylerde kullanilmak tizere
+4°C’de buzdolabinda saklanmistir. Bu besiyeri A549 hiicre hattinin {retilmesinde

kullanilmustir.

Cizelge 3. 13. BJ hiicre hatti besiyeri

Malzeme Miktar (g/mL)
DMEM 89 mL

Fotal sigir serumu 10 mL
Penisilin-streptomisin ¢ozeltisi 1mL

Besiyeri igerikleri steril kabin icerisinde hazirlanarak +4°C’de buzdolabinda

saklanmigtir. BJ hiicre hatt1 icin DMEM besiyeri kullanilmistir.
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3.1.5. Kullanilan ¢ézeltiler ve boyalar
3.1.5.1. %20 gliserol iceren stok ¢ozeltisi

20 mL gliserol ve 80 mL distile su homojen hale getirildikten sonra 121°C’de 15
dakika otoklavda steril edilmistir. Antimikrobiyal aktivite testinde kullanilan standart bakteri

ve maya suslarmin -80°C’de stoklanabilmesi i¢in kullanilmistir.

3.1.5.2. %0.9” luk fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi

0,9 g sodyum kloriir (NaCI) 100 mL distile su icerisinde homojen olana kadar
karisitirilmis ve 121°C’de, 15 dakika otoklavlanmustir. Cozelti antimikrobiyal aktivite

testlerinde standart mikroorganizma miktarinin azaltilmasi i¢in kullanilmistir.

3.1.5.3. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ¢izeltisi

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikali 5 mg tartilarak 250 mL metanolde ¢oziilmiistiir.
Cozeltinin homojen hale gelmesi i¢in 15 dk ultrasonik banyoda bekletilmistir. Deneyde
kullanilmadan once karanlikta saklanmistir. Her deney i¢in taze hazirlanarak kullanilmistir.

Bu ¢ozelti antioksidan aktivite testlerinde kullanilmstir.

3.1.5.4. BHT (butilhidroksitoluen) cozeltisi

Cozeltinin hazirlanisi i¢cin 5 mg BHT (butilhidroksitoluen) tartilarak 5 mL metanol
icerisinde ¢oziilmiistiir. Uzerine 5 mL distile su eklenmistir. Elde edilen ¢dzeltiden 300 pL
alinarak 5 mL distile su eklenmistir. Hazirlanan son ¢6zelti DPPH yontemi ile antioksidan

aktivite tarama testinde referans madde olarak kullanilmistir.
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3.1.5.5. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) ¢ozeltisi

0,5 g (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (Sigma) tartilarak 100
mL fosfat tamponu i¢inde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ¢6zelti calismalarda kullanilmak {izere -
20°C’de saklanmistir. Stok ¢ozelti 1/10 oraninda seyreltilerek kullanilmigtir. Cozelti her

calismadan Once taze hazirlanmistir. Sitotoksik aktivite testlerinde kullanilmustir.

3.1.5.6. Spor siispansiyonunun hazirlanmast

Cizelge 3.14. Spor soliisyonu icerigi

Malzeme Miktar (g/mL)
Tween 80 0,05¢

Agar 0,20 ¢

Distile su 100 mL

Yukaridaki bilesenler distile suda c¢ozdiiriildiikten sonra 121°C’de 15 dakika
otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikarilan ¢ozelti steril kabinde 1 mL'lik ependorf tiiplere
boliinmiistiir. Fungus sporlarindan 6ze ile alinarak ependorf tiiplerine aktarilmis ve
vortekslenmistir. Ependorf tliplinden 3 pL alinarak petriye li¢ nokta ekim yapilmistir. Spor
soliisyonunun amaci fungus sporlarinin daha az miktarda ve homojen sekilde dagilmasini

saglamaktir. Bu durum izolasyonu kolaylastirmaktadir.

3.1.5.7. Czapek konsantresi

Cizelge 3.15. Czapek icerigi

Malzeme Miktar (g/mL)
NaNO3 5,009

KCI 5,009
FeS0O,4.7H.0 0,10¢
MgSQO4.7H20 5,009
ZnS04.7H,0 0,10¢g
CuS04.7H20 0,05¢g

Distile su 100 mL

Bu ¢o6zelti Aspergillus tiirlerinin tanimlanmasi amactyla kullanilan Czapek Maya Agar
(CYA), %20 Sukrozlu Czapek Yeast Agar (CY20S) ve Czapek Dox Agar (CZ)

besiyerlerinin yapiminda kullanilmigtir.
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3.1.5.8. Laktofenol pamuk mavisi ¢ozeltisi

Cizelge 3.16. Laktofenol pamuk mavisi icerigi

Malzeme Miktar (g/mL)
Pamuk Mavisi (Cotton Blue) 0,075g

Fenol kristal 20¢g

Laktik Asit 20 mL

Gliserin 40 mL

Distile su 20 mL

Laktofenol pamuk mavisi soliisyonu hazirlamak i¢in distile su, laktik asit ve gliserin

kanstirlmistir. Hafif ateste 1sitilarak fenol kristalleri ilave edilmistir. En son pamuk mavisi

boyasi ilave edilmistir. Hazirlanan boya mikrofunguslarin boyanmasti i¢in kullanilmastir.

3.1.6. Kullanilan cihazlar

Cizelge 3.17. Kullanilan cihazlar ve markalar

Cihaz

Marka

Inkiibator

Trinokiiler mikroskop

Akis sitometri cihazi

Rotary evaporator
Ultrasonik su banyosu
Otoklav

Su banyosu

Cedex XS

Masaiistii sogutmali santrifiij
Inverted mikroskop

CO, Inkiibator

Laminer flow kabini
Cytation 3 multi-mode reader
Hassas terazi

Vorteks

Binder, Almanya
Carl Zeiss, Almanya
BD Accuri C6, ABD
Heidolph, Almanya
Wisd, Kore

Alp, Tiirkiye

Niive, Tiirkiye
Innovatis, ABD
Eppendorf, Almanya
Leica, Almanya
Thermo Scientific, ABD
Heal Force, Cin
Biotek, ABD

Ohaus, Avustralya
Daihan, Giiney Kore

3.1.7. Kullanilan kimyasallar ve malzemeler

Cizelge 3.18. Kimyasallar, malzemeler ve markalart

Kimyasal Marka
Gram boyama seti Norateks, Tiirkiye
Laktofenol pamuk mavisi Tekkim, Tirkiye

Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Sigma—Aldrich, Almanya

Metanol Merck, Almanya
Phosphate Buffer Saline (PBS) Invitrogen, Almanya
Tripan mavisi Roche, Almanya

Etil asetat Merck, Almanya
Tripsin-EDTA Pan Biotech, Almanya
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3.2. YONTEM

3.2.1. Mikrofunguslarin izolasyonu

Bu tez calismasi i¢in kullanilan funguslar, daha 6nce Tuz Golii'nden alinan su
orneginden izole edilmis olup Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvart kiiltiir koleksiyonunda muhafaza
edilen, ¢alisma yapilmamis izolatlardir. Segilen fungus izolatlar1t MEA besiyerine petri
plaginda 3 ¢izgi olacak sekilde bunzen beki alevinde steril 6ze ile ekimleri yapilarak 7 giin
37°C’de inkiibe edilmistir. 7 giin sonunda olusan fungus kolonileri gézlenmistir. Saf olan
fungus izolatlar1 stok i¢in yatitk MEA besiyeri igeren tiiplere ekilmis ve deneylerde

kullanilmak tizere +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Mikrofunguslarin klasik yontemle tanimlanmasi

Fungus izolatlar1 ilk agsamada cins diizeyinde tanimlanmistir. Bunun i¢in izolatlarinin
farkli besiyerlerine ekimleri yapilmaktadir. Besiyeri, inokiilasyon teknigi ve inkiibasyon
kosullar1 morfolojik karakterleri etkilemektedir (Okuda T. , 1994; Okuda T. K., 2000). Bu

sebeple her ekimin ayni1 sekilde olmasina 6zen gosterilmistir.

Aspergillus cinsi kiiflerin identifikasyonu igin kullanilan besiyerleri CYA (5°C, 25°C
ve 37°C), CZ, CY20S, MEA’dir. Penicillium cinsi kiiflerin identifikasyonu igin ise CYA,
G25N, MEA kullanilmistir. 7 giinliik inkiibasyondan sonra petriler koloni rengi ve 6zelligi,
pigment olusumu, eksuda varligi agisindan morfolojik olarak incelenmistir. Kiiflerin
mikroskobik incelemesi igin trinokiiler mikroskop (Carl Zeis) kullanilmigtir. Konidial bas,

stipe uzunlugu, spor yapilar1 gibi mikroskobik 6zellikleri incelenmistir.

Mikrofunguslarin klasik yontemle identifikasyonu makroskobik ve mikroskobik
olarak iki sekilde incelenmistir. Makroskobik incelemede koloni biiyiime hizi, rengi, dokusu,
eksuda ve pigment varligi gozlemlenmistir. Mikroskobik incelemede ise laktofenol pamuk
mavisi boyasi ile boyanan funguslar x40°lik objektifte 151k mikroskobunda mikromorfolojik

yapilari (konidia, metula, fialid, stipe) degerlendirilmistir.
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3.2.2.1. Laktofenol pamuk mavisi ile boyama

Mikrofunguslarin mikroskobik yapilarinin incelenmesi i¢in birden fazla boya
bulunmaktadir. Laktofenol pamuk mavisi hif ve sporlarin incelenmesi i¢in ideal bir boyadir.
MEA besiyerinde 7 giinlik inkiibe edilen fungus izolatlart mikroskobik goriiniimleri
incelenmek iizere laktofenol pamuk mavisi ile boyanarak incelenmistir. Bunun i¢in ilk dnce
temiz bir lam iizerine bir damla laktofenol pamuk mavisi boyas1 konulmustur. Uzerine
fungus izolatindan 6ze ile alinarak konulmustur. Lamel ile kapatilarak 40x’lik objektifte

mikroskopta incelenmistir (Ener, 2009).

3.2.3. Mikrofunguslardan sekonder metabolit Ekstraksiyonu

Fungus izolatlar1 antioksidan sivi besiyerinde durgun halde, oda sicakliginda 30 giin
inkiibe edilmistir. Siire sonunda kiiltiir sivilart misellerinden ayrilmak iizere Whatmann No:1
kagidindan filtre edilmistir. Elde edilen fermentasyon sivisi ayirma hunisine alinarak 1:1
oraninda etil asetat eklenmistir. 3 kez etil asetat ile ekstrakte edilmistir. Ust kisim olan
organik faz rotavaporda (Heidolph, Almanya) ugurulmus olup alt kisimda kalan kisim
liyofilize edilmek iizere Bitki, ilag ve Bilimsel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma
Merkezi’ne (AUBIBAM) gonderilmistir. Rotavaporda yogunlastirilarak elde edilen dziitler
cam kahverengi siselere toplanarak deneylerde kullanilmak tizere +4 °C’de buzdolabinda
saklanmigtir (Colakoglu, 2002).

3.2.4. Antimikrobiyal aktivite testi

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde ~Mikrodiliisyon Broth Ydntemi
kullanilmigtir. Deneyde kullanilan bakteri suslar1 E.coli ATCC 35218, K.pneumoniae ATCC
700603, S.aureus ATCC 25923, E.faecalis ATCC 51299, B.subtilis ATCC 15245,
P.aeruginosa ATCC 27853’diir. Maya suslarindan C.albicans ATCC 90028, C.krusei
ATCC 6258, C.glabrata ATCC 90030, C.parapsilosis ATCC 22019 kullanilmigtir. Bu
deneyde funguslardan elde edilen sekonder metabolit 6ziitlerinin antimikrobiyal aktivite

tayini yapilmistir.
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3.2.5. Mikrobroth diliisyon yontemi

Bu yontemde standart mikroorganizmalarin fungal sekonder metabolitlere karsi
hassasiyetinin belirlenmesinde “‘U’’ tipi c¢ukurlara sahip 96 kuyucuklu plakalar
kullanilmistir. Kullanilan bakteri ve maya suslarinin gecelik kiiltiir igin besiyerine ekimleri
yapilmustir. Bakteri i¢in Nutrient Broth besiyeri (NB), maya i¢in Sabouraud Dextrose Broth
(SDB) besiyerine ekim yapilarak 37°C’de 24 saat etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonras1 bakteri ve mayalar steril kabin igerisinde %0,9’luk fizyolojik tuzlu su igerisinde
Mcfarland 0.5 (108 kob/mL) olarak ayarlanmustir. Mcfarland ayarlanan mikroorganizmalar
bakteriler igin ¢ift kuvvet Mueller Hinton Broth, mayalar igin ¢ift kuvvet SDB besiyerinde
1:10 oraninda seyreltilmistir. Hazir hale gelen bakteri ve maya suslari her bir

mikroorganizma i¢in ayri, 96 kuyucuklu plakalara 100 pL olacak sekilde dagitilmstir.

Fungal oziitler 100 uL DMSO’da ¢6ziilmiistiir. 900 pL steril distile su eklenerek
DMSO’nun etkisi azaltilmistir. Hazirlanan 1 mL'lik ¢6zelti antimikrobiyal aktivite testinde
kullanilmistir. Fungal oziitlerin steril distile su igerisinde 1600 upg’dan baslayan
konsantrasyonlarda 12  kuyucuklu rezervuarda seri diliisyonlar1  yapilmistir.
Konsantrasyonlar 1600 pg, 800 pg, 400 ug, 200 pg, 100 pg’dir. Kontrol igin kullanilan
kloromfenikol ve ketakonazol i¢in konsantrasyonlar 200 pg, 100 pg, 50 pg, 25 ng ve 12,5
pg’dir.

Diliiye edilen konsantrasyonlar 100 uL olarak 96 kuyucuklu plakalara dagitilmistir.
Pozitif kontrol olarak bakteriler i¢in kloromfenikol, mayalar i¢in ketakonazol kullanilmistir.
Negatif kontrol i¢in sadece mikroorganizma bulunan 6ziit icermeyen kuyucuklar ve
mikroorganizma siispansiyonu igermeyen, sadece besiyeri igeren kontrol kuyucugu
bulunmaktadir. Plakalar 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
plakalarda tireme olup olmadigi resazurin ve MTT (3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) ile boyanarak gézlenmistir. Resazurin zayif floresan, toksik
olmayan, hiicre gecirgen ve redoks duyarli bir fenoksazin boyasidir. Uremenin oldugu
kuyucuklar resazurin ile boyandiysa pembe/kirmizi, MTT ile boyandiysa siyah renk
gdziikiir. Uremenin olmadigi en son kuyucukta konsantrasyon Minimum Inhibisyon

Konsantrasyon (MIK) degeri olarak belirlenmistir (NCCLS, 2006).
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3.2.6. Fungal sekonder metabolitlerin antioksidan aktivite tarama testi

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii
etki testi kullanilmigtir. Funguslar antioksidan sivi besiyerinde, durgun halde, oda
sicakliginda (25°C) 30 giin boyunca inkiibe edilmistir. Otuzuncu giliniin sonunda
besiyerindeki kiiltiir s1visin1 misellerden ayirmak i¢in Whatmann No:1 kagidindan filtre
edilerek falkona toplanmustir. Elde edilen filtratlardan 100 uL alinarak 2.9 mL DPPH
cozeltisi ilave edilerek vorteksde 30 sn karigtirilmistir. Karanlik ortamda, oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edilen ¢ozeltilerin absorbans degerleri 517 nm dalga boyuna ayarlanmus,
spektrofotometrede okunmustur. Serbest radikal siipiiriicii etki % inhibisyon agisindan
asagidaki esitlige gore hesaplanmigtir. Referans madde olarak BHT (butilhidroksitoluen)
kullanilmistir (Boriihan Cetin, 2021).

Kontrol absorbansi—Ornegin absorbansi

x 100

% Inhibisyon =
% y Kontrol absorbansi

3.2.7. Hiicre kiiltiirii calismalar

3.2.7.1. A549 hiicre hattinin hazirlanmas

Bu tez calismasi i¢in kullanilan A549 hiicre hatti, kiiltiir ortaminda gelistirilmek iizere
%10 FBS (fotal sigir serumu), %1 penisilin-streptomisin igeren RPMI Dbesiyeri
hazirlanmistir. -80 °C’den stoktan ¢ikarilan hiicreler RPMI besiyeri igeren 25 cm?® liik
flasklarda %95 bagil nem, %5 CO. ve 37°C’de inkiibatdrde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrast ¢ogalan hiicreler inverted mikroskopta incelenerek yeterli yogunluga ulastiklarinda
pasajlanarak 75 cm? liik flasklara aktarilmistir. Bu islem icin nce kiiciik flasktaki hiicrelerin
besiyeri serolojik pipet ile alinmistir. 5 mL PBS ile yikama yapilmistir. PBS flasktan
uzaklastirilarak 500 uL. TE (Tripsin-EDTA) eklenerek CO> igeren inkiibatorde 3 dakika
inkiibasyona birakilmistir. TE yapisan hiicrelerin flask ylizeyinden kaldirilmast i¢in
uygulanmaktadir. 3 dakika inkiibasyon sonrasi hiicreler inverted mikroskopta kontrol
edilmistir. Eger hiicreler hala flask ylizeyinde yapisik halde ise mekanik gii¢ veya hiicre

kaziyicist ile hiicreler kaldirilmistir. Flaska 5 mL besiyeri eklenerek tripsinin etkisi notralize
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edilmis olup hiicreler 50 mL’lik steril falkon tiiplerine alinmistir. 5 dakika 1200 rpm de
santrifiij edildikten sonra dikkatlice dokiilerek supernatant kisim uzaklastirilmistir. Pellet
iizerine 15-20 mL taze besiyeri eklenerek resiispanse edilmistir. Hiicreler 75 cm?® liik flaska

aktarilarak inkiibatore kaldirilmistir.

Sekil 3.1. 4549 hiicre hattimin 10x mikroskop goriintiisii

3.2.7.2. BJ hiicre hattimin hazirlanmas

Fibroblast bir hiicre hatt1 olan BJ hiicreleri de, A549 hiicre hattinda oldugu gibi stoktan
¢ikarilmig ve gogaltilmigtir. BJ hiicre hatt1 i¢in medium olarak DMEM kullanilmistir. Stok
haldeki BJ hiicre hatti1 %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin igeren DMEM besiyerine
alinarak 25 cm?®liik flasklarda %5 CO2, %95 bagil nem ve 37 °C inkiibatdrde inkiibe edilerek

deneylerde kullanilmak iizere ¢ogaltilmistir.

Sekil 3.2. BJ hiicre hattimin 10x mikroskop gériintiisii
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3.2.8. Hiicrelerden stok yapilmasi

%5 CO:- igeren inkiibatorde inkiibe edilen hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda stok
yapilarak deneylerde kullanilmak iizere -80 °C’de saklanmustir. Hiicrelerden stok yapmak
icin Once pasajlama igleminde oldugu gibi hiicre iceren flasktaki besiyeri uzaklastiriimis,
PBS ile bir kez yikanmis, TE eklenerek hiicreler kaldirilmistir. Santrifiij sonras1 supernatant
uzaklastirilmistir. Pellet igeren falkona FBS ve %10 DMSO eklenerek hiicreler kriyotiipe

alinmis ve -80°°C’de saklanmistir.

3.2.9. Hiicre sayim

75 cm?® liik flaskta cogaltilan A549 ve BJ hiicre hatlar deneylerde kullanilmak iizere
hiicre sayimi yapilmistir. Bu islem igin flasktaki eski besiyeri uzaklastirilmistir, PBS ile
yikanmis ve 500 pL TE eklenmistir. Santrifij yapildiktan sonra supernatant
uzaklastirilmistir. Pellete 1 mL besiyeri eklenmis ve pipetaj yapilmigtir. 10 uL hiicre
stispansiyonundan alinarak 10 uL Tripan Mavisi boyasi ile restispanse edilerek Cedex Smart
Slide (Roche, Almanya) kuyucuguna yiiklenmis ve Cedex (Roch, Almanya) hiicre sayim
cihazinda sayimi yapilmistir. Tripan mavisi 6lii hiicreleri boyarken canli hiicreleri

boyamamaktadir.

3.2.10. MTT yontemi ile sitotoksik aktivitenin belirlenmesi

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazolil-2)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) testi hiicre aktivitesi
ile absorbans arasinda dogrusal bir iligki sayesinde hiicrelerin biiyiime hizini, ¢cogalmasini
6lgmede kullanilan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir. MTT sar1 renkli suda ¢6ziinen bir
tetrazolyum boyasi olup canli hiicrelerde salinan mitokondriyal dehidrogenaz enzimleri
tarafindan geri doniistimsiiz formazan kristallerine indirgenir. MTT formazan kristallerinin
miktari ile iligkili olan mitokondriyal aktiviteyi 6l¢erek canli hiicre sayisini belirlenmesini
saglar. Canli ve ¢ogalan hiicreler daha yiiksek oranda MTT reaksiyonuna sahip iken o6lii
hiicreler diisiik oranda MTT indirgenmesine sahip olur. MTT uygulamasindan sonra

formazan kristalleri DMSO ile ¢oziinerek spektrofotometrik analizi yapilir (Plumb, 2004).
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Bu yontem i¢in flasklarda ¢ogaltilan hiicreler 96 kuyucuklu plakalara hiicre sayimi
yapildiktan sonra her kuyucuk 5x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler plaka
ylizeyine yapigsmalari i¢in 24 saat 37°C ve %5 CO; karbondioksit i¢ceren inkiibatorde inkiibe
edilmistir. 24 saatten sonra plakalardaki besiyeri uzaklastirilmistir. Fungal 6ziitler 1000, 500,
250, 125, 62,5 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanarak 100 pL olarak plakalara dagitilmistir.
Pozitif kontrol olarak doksorubisin 50, 15, 10 ve 5 uM/mL ve negatif kontrol olarak ise %
0,2 DMSO igeren RPMI besiyeri konularak 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Renk korii
icin hiicre igermeyen bos bir plakaya besiyeri igerisinde Oziitler eklenerek 24 saat

inkiibasyona birakilmigtir.

MTT soliisyonu her kuyuya 10 pL eklenerek formazan tuzlarinin olusmasi i¢in 4 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra kuyucuklarda bulunan besiyeri
uzaklastirilarak 100 pL ¢oziicii olarak DMSO eklenmistir. Karanlikta 10-15 dakika
bekletildikten sonra 540 nm dalga boyunda ELIZA (Bio-Tek, ABD) cihazinda okunmustur.

MTT Formazan

Sekil 3.3. MTT 'nin formazana déniistimii (Biorender araciligi ile yapilmigtir.)
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00000066

j‘> Hiicreler 96 kuyucuklu'lu plakalara ekilmistir
(5x10? hiicre, 24 saat inkiibasyona birakilmistir)

Fungal 6ziitler ve liyofilize 6rneklerin farkli
konsantrasyonlarda A549 ve BJ hiicre hatlarina

uygulanmistir

|:> MTT boyasi verilmistir (3-4 saat inkiibasyon)

> Olusan formazan kristalleri DMSO'da
¢Oziinmiistiir. Absorbans 540 nm'de okunmustur.

Sekil 3.4. MTT asamalar: (Biorender araciligi ile yapiimistir.)
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3.2.11. Akis sitometride Annexin V-PI yontemi ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Flow sitometrinin ¢alisma prensibi 1870’11 yillara kadar uzanmasina ragmen 1969
yilinda argon lazerinin kullanilmaya baslanmasi, 1980 yilinda ayirma isleminin
bulunmasiyla son 20 yildir siirekli degistirilerek giiniimiize kadar gelmistir (Kanev, 2016).
Akis sitometrinin temel yaklagimi hiicrelerin boyut, sekil, DNA ve RNA igerik, sitoplazmik
graniilaritesi agisindan degerlendirilmesidir. Bu amagla hiicreler 6nce floresan madde ile
isaretli bir antikor veya 6zel bir boya kullanilarak isaretlenir. Akis sitometrisinin ¢alisma
prensibi su sekildedir; bir siv1 icerisindeki hiicreler hava basinci ile sivi i¢cinden gegirilir.
Swvinin ¢ok hizli akisi yiliksek bir hidrostatik basing olusturur ve bu basingla hiicreler cam
veya quartzdan yapilmis akis kabinine gelir. Bu kabinin sekli ve sivinin laminer akisi

hiicrelerin tek sira halinde lazer kaynagindan gecisini saglar.

Hiicrelerin analizi i¢in sistemde forward scatter (FS), side scatter (SS) ve floresan (FL-
1,FL-2,FL-3 vb.) dedektdrler bulunur. Ileri sacilma grafigi (Forward scatter) ile yaklasik
biiytikliigii, yana sagilma grafigi (side scatter) ile yaklasik graniilaritesi, floresan grafigi ile

yaklasik floresan miktar1 hakkinda bilgi verir

Akis sitometri ile apoptotik hiicre analizi yapilabilmektedir. Bunun i¢in Annexin V-PI
yontemi kullanilmistir. Apoptoz kisaca programli bir hiicre 6lim mekanizmasidir. Normal
hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik ylizeyinde membran lipidlerinden biri olan
fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Hiicrenin apoptoza gitmesi durumunda i¢ yiizeyde
bulunan PS molekiilleri hiicre zarinin dis yliziine transloke olurlar. Bu yer degistirme hiicre
membran biitiinligiiniin bozulmadig1 apoptozun erken doneminde meydana gelir. Annexin
V, PS molekiillerine baglanabilen bir proteindir. Floresan bir madde ile isaretlenerek
apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilir. Annexin V, hiicrelerin ani (istenmeyen) 6liimii
olan nekrotik hiicrelerin yiizeylerine de baglanabildigi i¢in ikinci boya olarak propidyum
iyodiir (PI) eklenmektedir. Pl direkt olarak DNA veya ¢ift sarmalli RNA molekiillerine
baglanir. Boya 6lii ve hasar gérmiis hiicrelere baglanirken saglikli hiicrelere bu baglanma

gerceklesmez. Pl ile ge¢ apoptozdaki hiicrelerin goriiniimii saglanmaktadir.

Bu tez calismasinsa Annexin V Apoptosis Detection Kit protokolii uygulanmuistir.
Deney igin ¢ogaltilan A549 hiicreleri hiicre sayimlar1 yapildiktan sonra 12 kuyucuklu
plakalara (her kuyucuk 1 mL igerisinde 1x10° hiicre olacak sekilde) ekilerek 24 saat
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inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicrelere MTT sonuglarindan elde edilen
ICso degerlerine gore fungal Oziitler hiicrelere uygulanmis ve tekrar 24 saat inkiibe
edilmistir. Siire sonunda hiicreler plakalarin yilizeyinden kaldirilarak 15 mL’lik falkonlara
alimmistir. 1200 rpm de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi supernatant
uzaklastirilmistir. Hiicre pelletine 1 mL PBS ile yikama yapilarak santrifiij edilmistir. Bu
islem iki defa tekrarlanmigtir. Son yikanmadan sonra supernatant uzaklastirilmistir. Pellete
100 uL PBS eklenerek resiispanse edilmistir. Ependorflara 5’er uL. Annexin V ve Pl boyalar1
konulmustur. Ependorfa hiicreler eklenerek 20-25 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda ependorflara 1 mL Annexin binding buffer ve 4 mL PBS
karistmindan hazirlanan tampondan 200 pL eklenerek akis sitometri cihazinda (Accuri C6,

BD) okumalar1 ve analizleri yapilmistir.

3.2.12. Akis sitometride kaspaz-3 yontemi ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Kaspaz-3 inflamasyon ve hiicre oliimii gibi siirecleri kontrol eden endoproteaz
ailesinden olan bir enzim grubudur. Hem digsal (apoptotik) hem de i¢sel (mitokondriyal)

apoptotik yolak iizerinden aktiflesebilmektedir.

Kaspaz-3 aktivasyonunun belirlenmesinde PE Active Caspase-3 Apoptosis Kiti (BD)
kullanilmigtir. Deney i¢in A549 hiicreleri 12 kuyucuklu plakalara (her kuyucuga 1 mL
igerisinde 1x10° hiicre olacak sekilde) ekimleri yapilarak 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonras1 fungal &ziitler Annexin V yonteminde oldugu gibi MTT sonuglarindan
elde edilen ICso degerlerine gore hiicrelere uygulanmistir. 24 saat inkiibe edilmistir. Hiicreler
kaldirilarak 15 mL'lik falkonlara toplanmigtir. 1200 rpm de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrast supernatant uzaklastirilmistir. Hiicre pelletine 1 mL PBS ile yikama
yapilmistir. Son yikamadan sonra supernatant uzaklastirilmistir. Pellet tizerine fiksasyon ve
hiicrelerin gegirgenligini saglamak i¢in 500 pL cytofix/cytoperm soliisyonu eklenerek 20 dk
buzun i¢inde bekletilmistir. Siire sonunda santrifiij yapilarak pellet 2 kez 500 pL perm wash
ile yitkanmigtir. Son yikamadan sonra hiicre pelleti 50 pL perm wash ile resilispanse
edilmistir. Uzerine 10 uL antibody (PE Rabbit Anti kaspaz-3) eklenerek oda sicakliginda 30
dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda her bir tiipe 1000 uL perm wash eklenerek

santrifiij edilmistir. Supernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti 350 pL perm wash ile
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resiispanse edilmistir. Hiicreler ependorfa aktarilarak akis sitometri cihazinda okunmus ve

analiz edilmistir.

3.2.13. Sitotoksisite yontemlerinin istatistiksel analizi

Istatistiksel degerlendirmeler ve grafiklerin ¢izimi GraphPad Prizm 9.0 analiz
programi kullanilarak yapilmistir. Analizler sirasinda hiicre gruplarinin % canlilik grafikleri
kontrol grubu maksimum degerlendirilerek ¢izilmis olup, elde edilen veriler tek yonlii
ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak analiz edilmistir. Istatistiksel
anlamlilik degerleri p>0.5 fark yok, p<0.05 (*) fark var, p<0.01 (**) anlaml fark var,
p<0.001 (***) oOnemli fark var, p<0.0001 (****) ¢ok Onemli fark var olarak

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Mikrofunguslarin Klasik Yontemle Tanimlanmasi

Farkli besiyerlerine ekimleri yapilan fungus izolatlar1 7 giin inkiibasyondan sonra
koloni morfoloji 6zellikleri ve mikroskop goriintiileri agisindan incelenmistir. Sonuglara
gore 9 fungus izolatinin 5 tanesi Penicillium, 3 tanesi Aspergillus cinsi olarak belirlenmis ve
bir izolat ise; tiir tayini i¢gin Microbiota Biyoteknoloji Sanayi ve Ticaret Anonim Sirketi’ne
gonderilerek hizmet alimi yapilmis, molekiiler tanimlamasina gore; Talaromyces flavus
oldugu belirlenmistir. Fungus izolatlarinin cins ve tiir diizeyindeki sistematik

siiflandirilmasi asagida verilmistir.

Alem: Fungi
Filum: Ascomycota
Sinif: Eurotiomycetes
Order: Eurotiales
Familya: Trichocomaceae
Cins: Penicillium
Alem: Fungi
Filum: Acsomycota
Smif: Eurotiomycetes
Order: Eurotiales
Familya: Trichocomaceae

Cins: Aspergillus

Alem: Fungi
Filum: Ascomycota
Sinif: Eurotiomycetes
Order: Eurotiales
Familya: Trichocomaceae
Cins: Talaromyces

Tir: Talaromyces flavus
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Aspergillus ve Penicillium cinslerinin  klasik tanimlanmasinda kullanilan
besiyerlerindeki koloni ozellikleri asagida verilmistir. Aspergillus cinsleri ig¢in kullanilan
besiyerleri MEA, CYA 37°C, CYA 25°C, CYA 5°C, CY20S, CZ ve %17 NaCl MEA’dur.
Aspergillus identifikasyonu i¢in ‘Phylogeny, identification and nomenclature of the genus
Aspergillus’ (Samson, 2014), ‘Identification of Aspergillus species using morphological

characteristics’ (Diba, 2007) adl1 teshis kaynaklarindan yararlanilmistir.

Penicillium cinsleri i¢in kullanilan besiyerleri iss MEA, CYA 37°C, CYA 25°C, CYA
5°C, G25N ve %17 NaCI MEA’dir. Penicillium identifikasyonu i¢in ‘Polyphasic taxonomy
of Penicillium subgenus Penicillium, A guide to identification of food and air-borne
terverticillate Penicillia and their mycotoxins’ (Frisvad J. C., 2004), ‘“The genus Penicillium
and its teleomorphic states Eupenicillium and Talaromyces’ (Pitt, 1979) adli teshis

kaynaklarindan yararlanilmistir.

4.1.1. Koloni ve mikroskobik ozellikleri

Penicillium sp. 1

Koloni 6zellikleri: MEA besiyerinde koloni ¢ap1 30 mm, koloninin rengi agik saridan

beyaza degisen, arkasi hardal renk, dokusu ise kadifemsidir. Eksudas1 yoktur.

CYA 25°C besiyerinde koloni ¢ap1 30 mm, koloni rengi ortasi bal rengi kenarlar krem,
arkasi turuncu tonlart olup dokusu kadifemsi, graniiler yapilidir. Sar1 ve bal renkli, yogun
eksudalar vardir. CY A 37°C besiyerinde koloni ¢ap1 25 mm, koloni rengi koyu krem, arkasi
renksiz, dokusu funiculose (lif) olup eksuda gozlenmemistir. G25N besiyerinde mikro
koloniler gozlenmistir. CYA 5°C ve %17 NaCl MEA besiyerlerinde ise {ireme

goriilmemistir.

Mikroskobik o6zellikleri: Konidiofor 27,97 um, terverticillate, fialid 1,74 pm, metula

2,38 um ve rami 5,29 umdir. Stipe diiz ve konidiyumlar kiireseldir.
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Sekil 4.1. Penicillium sp. 1 izolatinin 7 giinliik on ve arka koloni goriintiileri (4) %17 NaCI MEA, (B) G25N,
(C) MEA, (D) CYA 37°C, (E) CYA 25°C, (F) CYA 5°C

Penicillium sp. 2

Koloni 6zellikleri: CYA 25°C besiyerinde koloni ¢ap1 40 mm, koloni rengi ortasi
kahverengiden turkuaza degisebilen, arkasi renksizdir. Dokusu kadifemsi ve 1sinsal

yariklidir. Eksuda yoktur.

G25N besiyerinde koloni ¢ap1 15-20 mm’dir. Kadifemsi dokuya sahip, koloni rengi
ortas1 yesil, kenarlar1 beyaz renklidir. MEA ve CYA 37°C besiyerinde mikro koloniler
goriilmiistiir. CYA 5°C ve %17 NaCI MEA besiyerlerinde {ireme olmamustir.

Mikroskobik ozellikleri: Konidiyumlar kiiresel sekilli, konidifor monoverticillate,
5,72 um, fiyalid ¢ap1 0,539 um ve ampulliform, metula 0,497 um, stipe bolmelidir.
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Sekil 4.2. Penicillium sp. 2 izolatimin 7 giinliik 6n ve arka koloni gériintiileri (A) MEA, (B) G25N, (C) %17
NaCI MEA , (D) CYA 5°C, (E) CYA 25°C, (F) CYA 37°C

Penicillium sp. 3

Koloni 6zellikleri: CYA 25°C besiyerinde koloni ¢ap1 25-30 mm, koloni rengi ortasi
yesilimsi turkuaz, kenarlar1 beyaz olup arkasi sar1 renktir. Dokusu kadifemsi ve 1sinsal

yariklidir. Koyu sar1 renk eksuda goriilmiistiir.

G25N besiyerinde koloni ¢ap1 25 mm, dokusu kadifemsi ve burusuk sekilli, koloni
rengi yesilimsi mavi olup arka yiizii renksizdir. MEA, CYA 37°C ve %17 NaCl MEA

besiyerlerinde mikro koloniler gériilmiistiir. CY A 5°C besiyerinde ise lireme olmamustir.
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Mikroskobik 6zellikleri: Konidiyumlar duvarli ve kiiresel sekilli, quarterverticillate,
konidiofor 25,16 pum, fialid 1,87 um ve silindiriktir.

Sekil 4.3. Penicillium sp. 3 izolatimin 7 giinliik on ve arka koloni goriintiisii ile mikroskopta konidiofor
goriintiisii (A) CYA 37°C, (B) CYA 25°C, (C) CYA 5°C, (D) MEA, (E) G25N, (F) %17 NaCI MEA

Penicillium sp. 4

Koloni 6zellikleri: MEA besiyerinde koloni ¢ap1 40 mm, koyu gri, koloniler asimetrik
dagilmistir. Dokusu kadifemsi olup petri arkasi hardal renk tonlarindadir. Sar1 ve seffaf
renklerde eksuda vardir.

CYA 25°C besiyerinde koloni ¢ap1 40-45 mm’dir. Koloni rengi ortas1 bej, kenarlara
dogru yesilimsi maviye degisebilen renklerde, arkasi ise renksizdir. Kadifemsi dokuya

sahiptir. CYA 37°C besiyerinde koloni ¢ap1 35-40 mm, ortasi agik yesilden griye degisen
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renk, dokusu kadifemsidir. Sar1 renk pigment goriilmiistiir. G25N besiyerinde koloni ¢ap1 20
mm, ortast gri, kenarlar1 beyaz, isinsal yariklidir. %17 NaCl MEA besiyerinde mikro

koloniler goriilmiistiir. CYA 5°C besiyerinde lireme olmamustir.

Mikroskobik 6zellikleri: Konidiyumlari oval veya elipsoidal, konidiofor

terverticillate, fialid kisa ampulliform ¢ap1 1,44 um, metula 1,79 pm, rami 3,19 um’dir.

Sekil 4.4. Penicillium sp. 4 izolatimin 7 giinliik on ve arka koloni goriintiisii ile mikroskopta konidiofor
goriintiisii (A) CYA 37°C, (B) CYA 25°C, (C) MEA (D) G25N, (E) CYA 5°C, (F) %17 NaCI MEA
Penicillium sp. 5

Koloni 6zellikleri: CYA 25°C besiyerinde koloni ¢ap1 40 mm, dokusu kadifemsi ve

1s1nsal, rengi yesilimsi gri, arkasi sar1 renktir. EKsuda yoktur.

G25N besiyerinde koloni ¢apt 30 mm, yesil-gri renk tonlarina degisen, arkasi
renksizdir. Koloni dokusu kadifemsidir. CYA 37°C besiyerinde koloni ¢ap1 45-50 mm,

kadifemsi doku, yesilimsi gri koloni rengine sahip olup petrinin arkas1 sar1 renktir. MEA
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besiyerinde koloni ¢apt 50 mm, renk yesilimsi mavi, kadifemsi ve diizdiir. CYA 5°C ve %17

NaCI MEA besiyerlerinde iireme goriilmemistir.

Mikroskobik ozellikleri: Konidiyumlar oval, quarterverticillate, fialid ¢ap1 2,8 um,

metula 2,0 um’dir.

Sekil 4.5. Penicillium sp. 5 izolatimin 7 giinliik 6n ve arka koloni goriintiisii ile mikroskopta konidiofor
goriintiisii (A) %17 NaCI MEA, (B) MEA, (C) G25N, (D) CYA 5°C, (E) CYA 37°C, (F) CYA 25°C

Talaromyces flavus

Koloni 6zellikleri: MEA besiyerinde koloni ¢ap1 30-35 mm, tamami beyaz renk, arkasi

renksizdir. Koloni dokusu pudramsi ve diizdiir.

CYA 25°C besiyerinde koloni ¢apt 20 mm, dokusu pudramsi ve renk tamamen

beyazdir. CYA 37°C besiyerinde koloni ¢ap1 25-30 mm, dokusu pudramsi ve koloni rengi
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krem ve beyaz renklerde olup arkasi renksizdir. 7 giinden daha uzun inkiibe edilen
kolonilerde kirmizi renk pigment gorilmiistiir. G25N, CYA 5°C ve %17 NaCl MEA

besiyerlerinde lireme olmamustir.

Mikroskobik 6zellikleri: Konidiofor terverticillate 4,44 pum, fialid 0,50 pm, metula
0,78 um uzunluktadir. Konidiyumlar kiireseldir.

Sekil 4.6. Talaromyces flavus 'un 7 giinliik 6n ve arka koloni goriintiisii ile mikroskopta konidiofor gériintiisii
(4) G25N, (B) CYA 25°C, (C) CYA 5°C, (D) %17 NaCI MEA, (E) CYA 37°C, (F) MEA

Aspergillus sp. 1
Koloni 6zellikleri: MEA besiyerinde koloni ¢ap1 70 mm, ortas1 yesilimsi gri, kenarlar

beyaz, dokusu kadifemsi ve 1sinsal yariklidir.

CYA 25°C ve CYA 37°C besiyerlerinde ayni koloni 6zellikleri goriilmiistiir. Koloni
caplar1 55-60 mm, tamami1 krem renkli, kadifemsi ve diizdiir. CZ besiyerinde koloni ¢ap155-
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60 mm, dokusu yiinlii ve isinsal, koloni rengi ise kremsi-beyaz arasindadir. CY?20S
besiyerinde koloni ¢ap1 45-50 mm, dokusu tozumsu ve diiz, mavimsi gri renklidir. CYA 5°C

ve %17 NaCI MEA besiyerlerinde tireme olmamuistir.

Mikroskobik 6zellikleri: Konidiyoforlar 20,6 um ve diiz duvarlidir. Vezikiil ¢ap1 4,09

um, konidiyal baslar kolumnardir. Konidiumlar elipstir.

Sekil 4.7. Aspergillus sp. 1 izolatimin 7 giinliik 6n ve arka koloni goriintiisii ile mikroskopta konidiofor
goriintiisii (A) CY20S, (B) CZ, (C) MEA, (D) CYA 25°C, (E) CYA 37°C, (F) CYA 5°C, (G) %17
NaCl MEA

Aspergillus sp. 2
Koloni 6zellikleri: MEA besiyerinde koloni ¢ap1 15-20 mm, kadifemsi dokuya sahip,

koloni rengi ortasi saridan kenarlara dogru yesilimsi griye degisen yapidadir.
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CYA 37°C besiyerinde koloni ¢apt 15-20 mm, ortast agik saridan kenarlara dogru
yesilimsi gri, kenarlar beyaz, kadifemsi ve burusuktur. CZ besiyerinde koloni ¢ap1 20-25
mm, rengi yesilimsi, dokusu yiinliidiir. CY20S besiyerinde koloni ¢ap1 65-70 mm, tamami
yesilimsi kahverengi, koloni dokusu tozumsu, yiinlii arasindadir. Bu besiyerinde aerial hifler
goriilmektedir. % 17 NaCl MEA besiyerinde koloni ¢ap1 20 mm, koloni rengi yesilimsi gri,
dokusu tozlu, yiinlii arasi olup aerial hifler gozlenmistir. CYA 25°C besiyerinde mikro

koloniler goriilmiistiir. CYA 5°C besiyerinde lireme olmamustir.

Mikroskobik 6zellikleri: Konidiofor diiz ve 5,10 um, vezikiil 1,10 pm, diiz stipe,

konidiyal baglar biseriate ve radiate 6zelliktedir.

Sekil 4.8. Aspergillus sp. 2 izolatimin 7 giinliik on ve arka koloni goriintiisii ile mikroskopta konidiofor
goriintiisii (A) CY20S, (B) CZ, (C) MEA, (D) CYA 25°C, (E) CYA 37°C, (F) CYA 5°C, (G) %17
NaCl MEA
Aspergillus sp. 3
Koloni o6zellikleri: MEA besiyerinde koloni ¢ap1 65-70 mm, ortas1 yesilimsi gri,

kenarlar beyaz, dokusu kadifemsi ve 1sinsal yariklidir.
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CYA 25°C ve CYA 37°C besiyerlerinde ayni1 koloni 6zellikleri goriilmiistiir. Koloni
caplart 55-60 mm, tamami krem renkli, kadifemsi ve diizdiir. CZ besiyerinde koloni ¢ap1 55-
60 mm, dokusu yiinlii ve 1sinsal, koloni rengi ise kremsi-beyaz arasindadir. CY20S
besiyerinde koloni ¢ap1 45-50 mm, dokusu tozumsu ve diiz, mavimsi gri renklidir. CYA 5°C

ve %17 NaCI MEA besiyerlerinde lireme olmamuistir.

Mikroskobik o6zellikleri: Konidiofor 4,65 um, fialid 0,5 pm, vezikiil 3,51 pum,

monoseriate, konidiyumlar kiireseldir. Stipe piirtizliidiir.

Sekil 4.9. Aspergillus sp. 3 izolatinin 7 giinliik én ve arka koloni goriintiisii ile mikroskopta konidiofor
goriintiisii (A) CY20S, (B) CZ, (C) MEA, (D) CYA 25°C, (E) CYA 37°C, (F) CYA 5°C, (G) %17
NaCl MEA

4.2. 16S rRNA Dizi analizi ile genotipik karakterizasyonlarin belirlenmesi

9 fungus izolatindan yiiksek antioksidan, sitotoksik ve apoptotik etkiye sahip olan

ornek molekiiler identifikasyon i¢in Microbiota Biyoteknoloji Sanayi ve Ticaret Anonim
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Sirketi’'nde gonderilerek, DNA izolasyonu, sekans analizi i¢in hizmet alim1 yapilmistir. Tiir
tayin analiz raporuna gore; DNA izolasyonu i¢in EurX GeneMATRIX Bacterial & Yeast
DNA izolasyon kiti kullanilmistir. Elde edilen DNA’lar Thermo Scientific Nanodrop 2000
spektrofotometrik Ol¢limleri yapilarak saflik ve miktar analizleri yapilmistir. PCR
kullanilarak 8 F ve 1387 R primerleri (Universal primerler) ile tiir tayini i¢in hedeflenen gen
bolgeleri ¢ogaltilmigtir. Sanger dizileme ile elde edilen okumalar bir konsensus dizi
olusturmak amaciyla kontig haline getirilmistir. Bu islem i¢in BioEdit yazilimi i¢inde CAP
contig assembly algoritmas1 kullanilmistir. Diziler NCBI (National Center for
Biotechnology Information) ile eslestirilerek en yakin tiir belirlenmistir. Sonuglara gore

fungus izolat1 %99,01 benzerlik orani ile Talaromyces flavus olarak belirlenmistir.

Talaromyces flavus

Benzerlik Orani: %99,01

TTCCTCTGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAACTCCTACNTGATCCGA
GGTCAACCGTGGTAAAATATGGTGGTGACCAACCCCCGCAGGTCCTTCCCGAG
CGAGTGACAGAGCCCCATACGCTCGAGGACCAGACGGACGTCGCCGCTGCCTT
TCGGGCAGGTCCCCGGGGGGACCACACCCAACACACAAGCCGTGCTTGAGGG
CAGAAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCAGGGGGCGCAATG
TGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGC
ATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTT
TTGACAATTTTCATCGTACTCAGACAGCCCATCTTCATCAGGGTTCACAGAGCG
CTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGACGTGCGTCCCCCGGCGACCAGGTGGLCCC
GGTGGGCCCGCCAAAGCAACAGGTGTAGAGAGACAAGGGTGGGAGGTTGGGC
CGCGAGGGCCCGCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACC
TTGTTACA ACTTTTACTTCC

4.3. DPPH yoéntemi ile antioksidan aktivite tarama testi

Fungus izolatlarinin serbest radikal siipiiriicii etkisini belirlemek i¢in DPPH yontemi
uygulanmistir. Sivi antioksidan besiyerinde 30 gilin inkiibe edilen fungus izolatlar
misellerinden ayirmak iizere filtre kagidindan filtre edilmistir. Taze hazirlanan DPPH
¢ozeltisinden 2.9 mL, fungus izolatlarindan elde edilen kiiltiir sivilarindan 100 pL eklenerek
30 saniye vortekslenmistir. Bu islem referans madde olan BHT (butilhidroksitoluen) iginde

uygulanmistir. 30 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra spektrofotometrede 517 nm
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dalga boyunda absorbanslari okunmustur. Serbest radikal siipiiriicii etkisi, % inhibisyon

formiilii ile hesaplanmistir.

Cizelge 4.1.°de fungus izolatlarinin DPPH ile serbest radikal siipliriicii etkisi
antioksidan % aktivite olarak verilmistir. Standart sus olarak Aspergillus parasiticus,
Penicillium chrysogenum ve referans madde olarak BHT (Butilhidrositoluen) kullanilmstir.
BHT nin antioksidan yiizdesi % 41 olarak belirlenmistir. Penicillium sp 1, Penicillium sp 4,
Talaromyces flavus, Aspergillus sp 2 ve Aspergillus sp 3 % 41’in tizerinde serbest radikal
stiptiriicti etki gostermistir. Standart suslardan A.parasiticus %40, P.chrysogenum ise %46
aktivite gostermistir. Fungus izolatlarindan elde edilen fermentasyon sivilarindan en yiiksek
% antioksidan degerlerine sahip olan izolatlarin sirasiyla Penicillium sp. 4 %93, Penicillium

sp. 2, %89 ve Talaromyces flavus % 75 antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmistiir.

Antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasarlarina kars1 koruyucu
bilesik gruplaridir. Gida endiistrisinde kullanilan sentetik antioksidanlarin bozulmalar
durumunda bazi toksik ve kanserojenik bilesikler olusabilmesi nedeniyle bu maddelerin
kullanimi sinirlandirilmigtir (Arora, 2010). Dogal antioksidanlar serbest radikallere etki
ederken yan etkiler gostermemektedir (Gebreyohannes, 2019).

Mikrofunguslardan elde edilen metabolitler incelenerek antioksidan aktiviteye sahip
oldugu gozlenmistir (Dominguete, 2018). Funguslar fitokimyasallar ve fenolik bilesikler
gibi antioksidan 6zellikleri olan biyoaktif bilesiklerce zengin organizmalardir (PUIA, 2018).
Penicillium herquei'den izole edilen antrovenetin isimli sar1 bir pigment antioksidan
aktiviteye sahip olup gida katki maddeleriyle birlikte kullanilabilmektedir (Tavares, 2018).
Bir tez calismasinda DPPH yontemi ile antioksidan tarama testi uygulanan 124 fungus
izolatindan 8 tanesi % 80’nin lizerinde antioksidan aktivite gdstermistir. Bu izolatlarin tiir
tayini sonuglarina gore dordi Aspergillus terreus, ikisi Penicillium flavigenum ve diger iki

tanesi de Penicillium polonicum oldugu belirlenmistir (Cantiirk, 2013).
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izelge 4.1. Fungus izolatlarinmin antioksidan aktivitesi % degerleri
g gu 8

Fungus izolatlari Antioksidan aktivite (%)
Penicillium sp. 1 89
Penicillium sp. 2 25
Penicillium sp. 3 24
Penicillium sp. 4 93
Penicillium sp. 5 18
Talaromyces flavus 75
Aspergillus sp. 1 38
Aspergillus sp. 2 46
Aspergillus sp. 3 44
P.chrysogenum NRRL 792 46
A.parasiticus NRRL 465 40
BHT 41

Sekil 4.10. Fungus izolatlarimin antioksidan sivi besiyerinde 30 giinliik inkiibasyon sonrast goriintiisti

Sekil 4.11. Fungus izolatlarimin DPPH ¢ozeltisi ile inkiibasyonu sonrast spektrofotometre kiivetindeki
gortiniimii
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4.4. Fungus izolatlarimin ekstraksiyonu

Fungus izolatlariin ekstraksiyonu igin antioksidan sivi besiyerinde 30 giin durgun
halde inkiibe edilen o6rnekler 30 giliniin sonunda fermentasyon sivilari misellerinden
ayrilmasi i¢in Whatmann No:1 kagidindan filtre edilmistir. Siiziilen fermentasyon sivilar
etil asetat ile 1:1 oranda ekstrakte edilmistir. Organik faz rotavaporda ugurulmustur.
Rotavaporda ugurulan faz, cam kahverengi siseye toplanmistir. Her fungus izolatinin 6ziitii

tartildiktan sonra +4 °C’de buzdolabinda saklanmaistir.

Cizelge 4.2. Fungal oziitler ve tartim sonuglar

Fungal Oziitler Tartim Sonuclari
Penicillium sp. 1 62 mg
Penicillium sp. 2 28 mg
Penicillium sp. 3 10 mg
Penicillium sp. 4 39mg
Penicillium sp. 5 20 mg
Talaromyces flavus 23 mg
Aspergillus sp. 1 22 mg
Aspergillus sp. 2 16 mg
Aspergillus sp. 3 20 mg
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Sekil 4. 12 (4) Antioksidan sivi besiyerinde 30 giin bekletilen fungus izolatlar: (B) Fermentasyon sivisinin
1:1 oranda etil asetat ile ekstraksiyonu (C) Rotavaporda organik fazin ugurulmasi

4.5. Mikrobroth Diliisyon Yontemi ile Antimikrobiyal Aktivite Sonuglar:

9 fungus izolatinin &zitlerinin antimikrobiyal aktivite testi mikrobroth diliisyon
yontemi ile yapilmistir. Test i¢in standart bakteriler olarak Escherichia coli ATCC 35218,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 51299, Bacillus subtilis ATCC
15245, maya i¢in Candida albicans ATCC 90028, Candida krusei ATCC 6258, Candida
parapsilosis ATCC 22019, Candida glabrata ATCC 90030 kullanilmistir. Her fungal 6ziit
icin kullanilan konsantrasyonlar 1600, 800, 400, 200, 100 ug/mL'dir.

Fungus oziitlerinin antimikrobiyal aktivite sonuglarina gére Aspergillus sp. 1 o6ziitleri
S.aureus, K. pneumoniae ve E.faecalis bakteri suslarinda duyarli oldugu bulunmustur.
K.pneumoniae tiim fungus izolatlarinin dziitlerinde duyarl olarak belirlenmistir. Penicillium

sp. 3 biitiin bakteri suslarinda ayni etki gostermistir.

Mayalardan C.albicans, C.parapsilosis ve C.krusei Aspergillus sp. 1 oziitlerine en
duyarli suslar olarak bulunmustur. Penicillium sp. 2 ve Penicillium sp. 5 izolatlarinin
antikandidal etkisi gozlenmemistir. Sonuglara gore fungus Oziitlerinin antimikrobiyal
aktivitesi bakteri suslarinda mayalardan daha etkili ¢tkmistir. Tiim dziitlerin MIK degerleri

Cizelge 4.3 de verilmistir.

Mikrofunguslar tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerin antimikrobiyal aktivitesi
eskilerden beri bilinmektedir. Buna en iyi ornek, Penicillium chrysogenum tarafindan

tiretilen penisilinin kesfidir. Birgok farkli biyolojik aktiviteleri ve g¢esitlilikleri ile
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arastirmacilarin ilgisini ¢eken Aspergillus ve Penicillium cinsi funguslar antimikrobiyal

aktiviteye sahip c¢esitli bilesiklerin baslica kaynaklarindan biridir.

Bir ¢alismada Aspergillus versicolor tarafindan iiretilen terpenoidler, poliketidler ve
alkaloidler gibi sekonder metebolitler iireten iki yeni antimikrobiyal bisabolan
seskiterpenoid tiirevi izole edilmistir (Li, 2019). Bir tez ¢caligmasinda Aspergillus nigerLC3
izolatindan izole edilen polipeptidler, S.aureus iizerinde 6nemli bir antimikrobiyal aktivite
gostermistir (Ustiin, 2019). Baska bir calismaya gére Penicillium canescens tarafindan izole
edilen griseofulvin bilesigi C.albicans’ a kars1 6nemli inhibitor aktivite gostermistir (Wang
J. P., 2023).

Sekil 4.13. Fungal dziitlerin E. faecalis 'te antimikrobiyal aktivite testi. Numaralar fungal éziitleri
gostermektedir.(1) T.flavus (2) Penicillium sp. 1 (3) Penicillium sp.2 (4) Penicillium sp. 5 (5)
Aspergillus sp. 1 (6) Aspergillus sp. 3 (7) Penicillium sp. 4 (8) Kloramfenikol (K) Besiyeri
kontrol (M) Mikroorganizma kontrol

Sekil 4.14. Fungal oziitlerin B.subtilis te antimikrobiyal aktivite testi. Numaralar fungal oziitleri
gostermektedir.(1) T.flavus (2) Penicillium sp. 1 (3) Penicillium sp.2 (4) Penicillium sp. 5 (5)
Aspergillus sp. 1 (6) Aspergillus sp. 3 (7) Penicillium sp. 4 (8) Kloramfenikol (K) Besiyeri
kontrol (M) Mikroorganizma kontrol
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Sekil 4.15. Fungal oziitlerin K.pneumoniae antimikrobiyal aktivite testi. Numaralar fungal ozitleri
gostermektedir.(1) T.flavus (2) Penicillium sp. 1 (3) Penicillium sp.2 (4) Penicillium sp. 5 (5)
Aspergillus sp. 1 (6) Aspergillus sp. 3 (7) Penicillium sp. 4 (8) Kloramfenikol (K) Besiyeri
kontrol (M) Mikroorganizma kontrol

Sekil 4.16. Fungal oziitlerin S.aureus 'un antimikrobiyal aktivite testi. Numaralar fungal éziileri
gostermektedir. (1) T flavus (2) Penicillium sp. 1 (3) Penicillium sp.2 (4) Penicillium sp. 5 (5)
Aspergillus sp. 1 (6) Aspergillus sp. 3 (7) Penicillium sp. 4 (8) Kloramfenikol (K) Besiyeri
kontrol (M) Mikroorganizma kontrol

Sekil 4.17. Fungal éziitlerin B.subtilis in antimikrobiyal aktivite testi (K) Besiyeri kontrol (M)
Mikroorganizma kontrol

Sekil 4.18. Fungal oziitlerin K.pneumoniae 'in antimikrobiyal aktivite testi (K) Besiyeri kontrol (M)
Mikroorganizma kontrol
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Sekil 4.19. Fungal oziitlerin S.aureus 'un antimikrobiyal aktivite testi gosterilmistir. (K) Besiyeri kontrol (M)
Mikroorganizma kontrol

Sekil 4.20. Fungal oziitlerin E.faecalis’in antimikrobiyal aktivite testi (K) Besiyeri kontrol (M)
Mikroorganizma kontrol
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Cizelge 4.3. Bakterilerde antimikrobiyal aktivite mikrobroth diliisyon yéntemi MiK degerleri (ug/mL)

Bakteri Test

Mikroorganizmalari
(MIK degerleri (ng/mL)
Fungus izolatlar: o %) O
O o ™ O O
) = S Q s @ E= =
O < §o 8 @ < <
< > 5 o I =
= o0 ®m o Q 209 Qo 8 w0
BN sS4 c O c O T S f\r‘
oo T3 2= T = = 2o
w e N X < o < w o m -
Penicillium sp 1 1600 400 400 1600 400 800
Penicillium sp 2 800 400 400 1600 400 400
Penicillium sp 3 400 400 400 400 400 400
Penicillium sp 4 Direngli 400 200 Direngli 400 400
Penicillium sp 5 1600 800 200 1600 800 400
Talaromyces flavus Direngli 400 400 Direngli 400 400
Aspergillus sp 1 Direngli 200 200 Direngli 200 400
Aspergillus sp 2 1600 400 200 1600 400 200
Aspergillus sp 3 1600 400 200 1600 400 800
Kloramfenikol 50 25 25 50 12,5 25
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Cizelge 4.4. Mayalarda antimikrobiyal aktivite mikrobroth diliisyon yontemi MIK degerleri (ug/mL)

Maya Test
Mikroorganizmalari
(MIK degerleri (pg/mL)

Fungus izolatlar C.albicans C.parapsilosis C.krusei ATCC | C.glabrata
ATCC 90028 ATCC 22019 6258 ATCC 90030

Penicillium sp 1 1600 800 800 1600
Penicillium sp 2 Direngli Direngli Direngli Direngli

Penicillium sp 3 Direngli 1600 Direngli 200

Penicillium sp 4 200 1600 Direncli 400
Penicillium sp 5 Direngli Direngli Direncli Direngli

Talaromyces flavus 800 800 400 800
Aspergillus sp 1 200 200 200 Direngli

Aspergillus sp 2 Direngli 1600 1600 800

Aspergillus sp 3 200 400 200 1600

Ketokonazol 25 25 12,5 50

4.6. MTT Yontemi ile Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi

Yontem i¢in hiicreler 96 kuyucuklu plakalara 100 uL. RPMI besiyeri igerisinde her
kuyucuga 5x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. Inkiibasyon sonunda fungal oziitler
hiicrelere uygulanmustir. Ilk olarak plakalardaki besiyeri uzaklastirilarak hiicrelere 100 pL
besiyeri igerisinde 1000, 500, 250, 125, 62,5 pg/mL konsantrasyonlarda fungal oziitler ve
ekstraksiyon sonrasinda kalan sulu fazin liyofilize edilmesiyle elde edilmis ornekler

uygulanmustir. Pozitif kontrol i¢in doksorubisin 50, 15, 10 ve 5 uM/mL konsantrasyonlarda
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hiicrelere uygulanmigtir. Negatif kontrol i¢in %0,2 DMSO igeren RPMI besiyeri

konulmustur.

Biitlin konsantrasyonlar uygulandiktan sonra hiicreler 24 saat inkiibasyon i¢in % 5 CO>
iceren inkiibatore kaldirilmistir. Siire sonunda hiicrelere 10 uL MTT boyasi verildikten sonra
4 saat inkiibe edilmistir. 96 kuyucuklu plakalar ters ¢evrilerek besiyeri uzaklastirilmistir.
Olusan formazan tuzlarinin ¢éziinmesi i¢in 100 pL. DMSO kuyucuklara eklenmis ve 10-15
dakika bekletildikten sonra ELISA cihazinda 540 nm dalga boyunda okunmustur. Okunan

absorbans degerleri canli hiicre miktarini vermistir.

Analiz sonuglart Microsoft Office Excel programinda, absorbans degerleri yilizde
degerlere cevrilerek hesaplanmistir. Hesaplama kontrol grubunun ortalamasi 100 olarak
kabul edilmis ve tiim konsantrasyonlar bu degere gore hesaplanmustir. Elde edilen sonuglar
GraphPad Prism 9.0 programu ile istatiksel analizleri yapilarak ve sitotoksik aktiviteyi
gosteren grafikler bu program flizerinden yapilmistir. Cizelge 4.5 de fungus oziitlerinin

A549 hiicre hatt1 lizerinde sitotoksik etkisi ICso degerleri olarak gosterilmistir.

Cizelge 4.5 deki sonuglara gore A549 hiicre hatti lizerinde en diisiik ICso degerine
sahip fungus izolat1 6ziitii Penicillium sp. 2 olmustur. Talaromyces flavus, Penicillium sp. 2
izolatindan sonra en diisiik ICsp degerine sahip izolat ¢ikmistir. Liyofilize 6rneklerin A549
hiicre hattinda sitotoksik aktivitesi diigiikk olmustur. Fungal 6ziit ve liyofilize 6rnekler saglikli
bir hiicre olan BJ hiicre hattinda da sitotoksik etki agisindan degerlendirilmistir. En diisiik
ICs0 degeri 289 pg/mL ile Penicillium sp. 2 izolatina ait 6ziitde ¢ikmustir. Talaromyces
flavus’a ait oziitler ise 344 pg/mL ICsp degerine sahip ¢ikmustir. Liyofilize 6rneklerinde ise
en diisiik ICso degeri 681 pg/mL ile Talaromyces flavus’a ait liyofilize 6rnekler olarak

belirlenmistir.

BJ hiicre hattinda ise fungal 6ziitlerden en diisiik ICso degeri 84 ng/mL ile Penicillium
sp. 5 izolatina ait 6ziit olmustur. Penicillium sp. 5 izolatina ait liyofilize drnekleri de 343

ug/mL ICso degeri ile en diislik ¢ikmustir.

Talaromyces flavus izolatindan elde edilen &ziit ve liyofilize 6rnek kanser hiicre hatti
olan A549 hiicreleri tizerinde yiiksek sitotoksik etki gosterirken saglikli hiicre hatti olan BJ

hiicrelerinde diisiik sitotoksik etki gostermistir.
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Yapilan bir calismada T47D tiimor hiicre hattina karsi yapilan sitotoksik test
sonucunda en diisiik ICso degeri 111pg/mL ile Penicillium sp fungusunda bulunmustur.
Aspergillus flavus susu, Penicillium sp ve deniz siingerinden izole edilen Aspergillus
fumigatus farkli konsantrasyonlarda sitotoksik aktivite gostermistir. Tiim fungus oziitleri

saglikli hiicrelere kars1 toksik ¢gitkmamugtir (Setyowati, 2021).

Baska bir c¢alismaya gore Tarenna asiatica bitkisinden izole edilen endofitik
Aspergillus oryzae'nin antikanser bir ilag¢ olan taksolii sentezleme yetenegine sahip oldugu
bulunmustur. Arastirmacilar, bu fungus tarafindan iretilen taksoliin insan biiyiik hiicreli
akciger kanseri olan NCI-H460 hiicre hattina kars1 aktivitesini degerlendirmistir. Sonuglara
gore; Aspergillus oryzae tarafindan iiretilen taksoliin kanser hiicrelerine karsi 6nemli bir
aktivite sergiledigi gosterilmistir. Yapilan bu ¢alismalar, funguslardan elde edilen sekonder
metabolitlerin antikanser aktivite agisindan kanser tedavisinde 6nemli potansiyel kaynaklar

oldugunu gostermektedir. (Suresh, 2020).

Cizelge 4.5. Fungal oziit ve liyofilize 6rneklerinin A459 hiire hatti igin |Cso degerleri

1Cso Degerleri (ng/mL)
Fungus izolatlar Oziitler Liyofilize 6rnekler
Penicillium sp. 1 >500 >1000
Penicillium sp. 2 289 >1000
Penicillium sp. 3 >500 >1000
Penicillium sp. 4 >500 >1000
Penicillium sp. 5 >500 >1000
Talaromyces flavus 344 681
Aspergillus sp. 1 >500 >1000
Aspergillus sp. 2 >500 792
Aspergillus sp. 3 >500 >1000
Doksorubisin 91,18 uM/mL 91,18 uM/mL
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Cizelge 4. 6. Fungal ozitt ve liyofilize 6rneklerin BJ hiire hatti i¢in ICso degerleri

1Cs0 Degerleri (ng/mL)

Fungus izolatlar Oziitler Liyofilize 6rnekler
Penicillium sp. 1 >500 >1000
Penicillium sp. 2 434 727
Penicillium sp. 3 494 576
Penicillium sp. 4 >500 768
Penicillium sp. 5 84 343
Talaromyces flavus >500 859
Aspergillus sp. 1 216 995
Aspergillus sp. 2 456 774
Aspergillus sp. 3 199 684
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Cizelge 4.7. Fungal oziitlerin A549 hiicre hatti tizerindeki % canlilik degerleri

Fungus izolatlari

Fungal oziitlerin konsantrasyonlari

1000 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL 125 pg/mL 62,5 pg/mL
Penicillium sp. 1 4591 58,95 61,66 64,20 66,13
Penicillium sp. 2 25,64 38,43 41 55,16 70,36
Penicillium sp. 3 46,25 57,92 59,87 64,50 72,18
Penicillium sp. 4 41,85 49 49,96 64,25 68,59
Penicillium sp. 5 41,53 47,49 52,65 68,33 79,53
Talaromyces flavus 32 41,98 49 54,54 65,75
Aspergillus sp. 1 35,42 53,82 61,19 63,78 80,26
Aspergillus sp. 2 43,62 44,48 55,21 66,90 76,71
Aspergillus sp. 3 32,54 43,17 64,97 76,80 81,29
Cizelge 4.8. Fungal liyofilize 6rneklerin A549 hiicre hatti iizerindeki % canlilik degerleri
Fungus izolatlar Fungal liyofilize 6rneklerin konsantrasyonlari
1000 pg/mL | 500 pg/mL | 250 pg/mL | 125 pg/mL 62,5 pg/mL

Penicillium sp. 1 51,81 52,73 53,95 55,40 57
Penicillium sp. 2 53,20 57,91 74,49 59,51 65,20
Penicillium sp. 3 65,12 82,89 90,42 92,55 94,69
Penicillium sp. 4 55,69 58,35 64,46 79,62 87,79
Penicillium sp. 5 53,44 56,12 68,35 67,98 69,89
Talaromyces flavus 40,60 51,38 63,63 70,97 84,77
Aspergillus sp. 1 68,29 70,36 73,48 74,95 77,58
Aspergillus sp. 2 47,38 57,65 49,22 61,17 72,93
Aspergillus sp. 3 93,18 95,11 94,43 90,79 96
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Cizelge 4.9. Fungal ¢ziitlerin BJ hiicre hatti iizerindeki % canlilik degerleri

Fungus izolatlar Fungal oziitlerin konsantrasyonlari
1000 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL 125 pg/mL 62,5 pg/mL

Penicillium sp. 1 44,27 64,46 74,61 88,13 92,10
Penicillium sp. 2 25,66 38 45,53 69,36 84,19
Penicillium sp. 3 31,79 37,96 57,56 64,55 84,38
Penicillium sp. 4 34,16 47,37 57,92 73,47 85,68
Penicillium sp. 5 27,68 32,72 33,23 45,73 46,65
Talaromyces flavus 38 49,29 55,83 73,42 87,88
Aspergillus sp. 1 27,72 34,68 43,47 53,47 62,20
Aspergillus sp. 2 31,50 40,57 53,88 63,25 75,34
Aspergillus sp. 3 16,51 21,49 30,16 55 76,62

62



Cizelge 4.10. Fungal liyofilize orneklerin BJ hiicre hatti iizerindeki % canlilik degerleri

Fungus izolatlar: Fungal liyofilize 6rneklerin konsantrasyonlari
1000 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL 125 pg/mL 62,5 pg/mL
Penicillium sp. 1 58,82 60,85 71,82 85,94 90,60
Penicillium sp. 2 43,54 52,53 59,09 81,12 88,20
Penicillium sp. 3 34,83 47,71 54,29 69,29 89,43
Penicillium sp. 4 45,42 54,34 61,66 76,29 83,74
Penicillium sp. 5 46,72 48,07 49,13 51 53,69
Talaromyces flavus 44,92 65,05 77,06 85,31 93,16
Aspergillus sp. 1 52,31 56,35 61,62 65,09 75,02
Aspergillus sp. 2 47,08 51,06 62,36 74,13 81,53
Aspergillus sp. 3 40,90 51,07 61,72 73,78 87,93
Penicillium sp. 1 ekstrakti Penicillium sp. 1 liyofilize
A549 hiicre hattinda sitotoksik etkisi A549 hiicre hattinda sitotoksik etkisi
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Penicillium sp. 2 ekstrakti

A549 hiicre hattinda sitotoksik etkisi
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Aspergillus sp. 2 ekstrakti A549 hiicre hattinda
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Sekil 4.21. Fungal oziitt ve liyofilize A549 hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkisinin MTT yontemine
gore degerlendirilmesi (****p <0.0001 n=8)
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Penicillium sp. 5 ekstrakti
BJ hiicre hattinda sitotoksik etkisi
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Aspergillus sp. 1 ekstrakti BJ hiicre hattinda

sitotoksik etkisi
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Aspergillus sp. 3 liyofilize BJ hiicre hattinda

Aspergillus sp. 3 ekstrakti BJ hiicre hattinda sitotoksik etkisi
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Sekil 4.22. Fungal oziit ve liyofilize orneklerin BJ hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkisinin MTT yontemine
gore degerlendirilmesi (****p <0.0001 n=38)

4.7. Akis Sitometride Annexin V-PI Yontemi ile Apoptotik Etkinin Degerlendirilmesi

Annexin V hiicrelerin PS (fosfatidilserin) molekiillerine baglanabilen bir proteindir.
Normalde i¢ yiizeyde bulunan PS molekiilleri hiicrenin erken apoptoz siirecinde dis yiizeye
gecerler. Annexin V nekrotik hiicrelerin yiizeylerine de baglanabilmektedir. Bu iki hiicre
6lim ¢esidini ayirmak i¢in PI boyasi kullanilmaktadir. PI, DNA veya ¢ift sarmalli RNA
molekiillerine baglanmaktadir. Bu boya 06lii veya hasar gérmiis hiicrelere baglanirken

saglikli hiicreler baglanmaz. PI boyas1 ile ge¢ apoptoz gozlenmektedir.

Tez calismasi igin Annexin V Apoptosis Detection Kit protokolii kullanilmistir. 12
kuyucuklu plakalara 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildiktan sonra 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicrelere MTT testi sonuglarina gore belirlenen ICso
degerleri lizerinden konsantrasyonlar uygulanarak tekrar 24 saat inkiibe edilmistir. Hiicreler
plakalardan kaldirilarak santrifiij edilmistir. Pellet 2 kez soguk PBS ile yikanarak 100 pL
PBS ile hiicreler resiispanse edilmistir. Her ependorfa 5 pL Annexin V, 5 uL PI boyalar
koyularak tizerine hiicreler eklenerek oda sicakliginda 20-25 dakika karanlikta inkiibe
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edilmistir. Inkiibasyon sonunda her bir ependorfa 1 mL Annexin buffer ve 4 mL PBS iceren

soliisyondan 200 pL eklenerek akis sitometri cihazinda (Accuri C6, BD) analiz edilmistir.

Akis sitometride Olgiilen sonuglara gore canli hiicreler FITC-, PE-, erken apoptoz
FITC+, PE-, gec apoptoz FITC+, PE+ ve nekroz FITC-, PE+ olarak gozlenmistir.

Annexin V-PI yontemi ile fungal 6ziitlerin A549 hiicre hatt1 izerinde apoptotik etkileri
akis sitometri cihazindan elde edilen sonuglara gore; kontrol kisminda canli hiicreler % 96.9,
nekrotik hiicreler %0.1, erken apoptotik hiicreler % 2.8 ve gec apoptotik hiicreler % 0.2

olarak belirlenmistir.

Penicillium sp. 1 izolatinin sonuglarina gore canli hiicreler % 64.8, nekrotik hiicreler
% 0.2, erken apoptotik hiicreler % 27.2 ve geg¢ apoptotik hiicreler % 7.9 olarak belirlenmistir.

Tilim apoptotik hiicrelerin toplam hiicrelere oran1 % 35,3 ¢ikmustir.

Penicillium sp. 2 izolatinin sonuglarina gére canli hiicreler % 77.6, nekrotik hiicreler
% 0.2, erken apoptotik hiicreler % 14.8 ve gec¢ apoptotik hiicreler % 7.3 olarak belirlenmistir.

Tiim apoptotik hiicrelerin toplam hiicrelere oran1 % 22.3 ¢ikmustir.

Penicillium sp. 3 izolatinin sonuglarina gére canli hiicreler % 72.9, nekrotik hiicreler
% 0.3, erken apoptotik hiicreler % 19.8 ve geg¢ apoptotik hiicreler % 7.0 olarak belirlenmistir.

Tiim apoptotik hiicrelerin toplam hiicrelere oran1 %27.1 ¢ikmistir.

Penicillium sp. 4 izolatinin sonuglarina gore canli hiicreler %67.5, nekrotik hiicreler
% 0.4, erken apoptotik hiicreler % 26.4 ve ge¢ apoptotik hiicreler % 5.7 olarak belirlenmistir.

Tiim apoptotik hiicrelerin toplam hiicrelere oran1 % 32,5 ¢ikmustir.

Penicillium sp. 5 izolatinin sonuglarina gére canli hiicreler % 72.9, nekrotik hiicreler
% 0.4, erken apoptotik hiicreler % 21.2 ve gec apoptotik hiicreler % 5.5 olarak belirlenmistir.

Tiim apoptotik hiicrelerin toplam hiicrelere oran1 % 27.1 ¢ikmustir.

Talaromyces flavus izolatinin sonuglarina gore canli hiicreler % 52.1, nekrotik
hiicreler % 0.1, erken apoptotik hiicreler % 36.1 ve ge¢ apoptotik hiicreler % 11.7 olarak

belirlenmistir. Tiim apoptotik hiicrelerin toplam hiicrelere oran1 % 47.9 ¢ikmuistir.

Aspergillus sp. 1 izolatinin sonuglarina gore canli hiicreler % 46.1, nekrotik hiicreler
% 0.2, erken apoptotik hiicreler % 47.9 ve gec apoptotik hiicreler % 5.8 olarak belirlenmistir.

Tiim apoptotik hiicrelerin toplam hiicrelere orani % 53.9 ¢ikmustir.
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Aspergillus sp. 2 izolatinin sonuglarina gore canli hiicreler % 73.4, nekrotik hiicreler
% 0.1, erken apoptotik hiicreler % 21.1 ve gec apoptotik hiicreler % 5.4 olarak belirlenmistir.

Tiim apoptotik hiicrelerin toplam hiicrelere oran1 % 26.6 ¢ikmustir.

Aspergillus sp. 3 izolatinin sonuglarina gore canli hiicreler % 59.9, nekrotik hiicreler
% 0.2, erken apoptotik hiicreler % 33.6 ve gec apoptotik hiicreler % 6.3 olarak belirlenmistir.

Tiim apoptotik hiicrelerin toplam hiicrelere oran1 % 40.1 ¢ikmustir.

Toplam apoptotik hiicre oran1 % 53.9 olan Aspergillus sp. 1 izolatinin dziitii A549
hiicre hattina en yiiksek apoptoz etki gosteren izolat olarak belirlenmistir. Talaromyces
flavus % 47.9 ve Aspergillus sp. 3 %40.1 toplam apoptotik hiicre oranlar1 ile Aspergillus sp.

1 izolatindan sonra en yliksek apoptotik hiicre oranlar1 gézlenmistir.

Cizelge 4.11. Fungal oziitlerin A549 hiicre hatti iizerinde apoptotik etkilerinin belirlenmesi

Fungus izolatlar: Canh % Nekroz % Erken apoptoz % Geg apoptoz %
Kontrol 96,9 0,1 2,8 0,2
Penicillium sp. 1 64,8 0,2 27,2 7,9
Penicillium sp. 2 77,6 0,2 14,8 7,3
Penicillium sp. 3 72,9 0,3 19,8 7,0
Penicillium sp. 4 67,5 0,4 26,4 57
Penicillium sp. 5 72,9 0,4 21,2 55
Talaromyces 52,1 0,1 36,1 11,7
flavus

Aspergillus sp. 1 46,1 0,2 47,9 58
Aspergillus sp. 2 73,4 0,1 21,1 54
Aspergillus sp. 3 59,9 0,2 33,6 6,3
Doksorubisin 66,4 1,3 22,6 9,7
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Sekil 4. 21. Fungal oziitlerin Annexin V-PI yéntemi ile A549 hiicre hattina karsi apoptotik etkisinin akig
sitometride degerlendirilmesi
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4.8. Akis sitometride kaspaz 3 aktivasyonu ile apoptotik etkinin degerlendirilmesi

Kaspaz 3 aktivasyonunun degerlendirilmesinde “PE Active Caspase-3 Apoptosis Kiti
(Katalog no: 550914, BD)” kullanilmistir. A549 hiicre hatt1 12 kuyucuklu plakalara her
kuyucukda 2 mL icerisinde 1x10° hiicre olacak sekilde ekilerek 24 saat inkiibasyondan sonra
fungal o6ziitler 1Cso degerleri tizerinden konsantrasyonlar uygulanarak tekrar 24 saat inkiibe
edilmistir. 24 saat inkiibe edildikten sonra hiicreler kaldirilarak santrifiij edilmis ve iki kez
soguk PBS ile yikanmistir. Son yikamadan sonra supernatant uzaklastirilarak pellet tizerine
500 pL cytofix/cytoperm soliisyonu eklenmis ve 20 dk buzda bekletilmistir. Bu islem hiicre
zarinda por agmak icin uygulanmistir. Hiicreler tekrar santrifiij edilerek 500 pL yikama
sollisyonu ile yikanmis ve resilispanse edilmistir. En son ayr1 ependorflara 10 pL antibody
Anti kaspaz 3 eklenmis ve iizerine 100 pL resiispanse edilen hiicreler konularak 30 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibe sonras1 ependorflara 1000 pL yikama soliisyonu
eklenerek santrifiij edilmistir. Hiicre pelletine 350 pL yikama soliisyonu ilave edilerek

resiispanse edilmis ve akis sitometri cihazinda okunmustur.

Cizelge 4.12.°de kaspaz 3 aktiviteleri gosterilmistir. Sonuglara gére kontrol grubunda
% 1.2 ve pozitif kontrol olan doksorubisin % 70.8 kaspaz 3 aktivitesi géstermistir. Annexin
V-PI yontemi ile apoptoz sonuglarina paralel olarak kaspaz 3 oranlarinda belirgin bir artis
gozlenmistir. Fungus izolatlarindan en yiiksek kaspaz 3 aktivite gosteren izolatlar sirasiyla

% 38.6 oran ile Talaromyces flavus ve % 38.1 oran ile Penicillium sp. 1°dir.

Kaspazlar, inflamasyon ve hiicre olimii gibi siirecleri kontrol eden endoproteaz
ailesinden olan bir enzim grubudur (Mcllwain, 2013). Yapilan bir ¢alismaya gore bir deniz
alginden izole edilen Aspergillus sp. izolatinin etil asetat ile ekstresi HeLa hiicre hattinda

kaspaz 3, 7 ve 10 aktivitesinde artig gostermistir (Taritla, 2021).
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Cizelge 4.12. Fungal oziitlerin A549 hiicre hatti iizerinde Kaspaz 3 aktiviteleri (%)

Fungus izolatlarn  Kaspaz 3 Negatif (%)  Kaspaz 3 Pozitif (%)
Kontrol 98,8 1,2
Penicillium sp. 1 61,9 38,1
Penicillium sp. 2 68,7 31
Penicillium sp. 3 73,1 26,8
Penicillium sp. 4 81,6 18,3
Penicillium sp. 4 81,6 18,3
Penicillium sp. 5 78,3 21,7
Talaromyces flavus 61,4 38,6
Aspergillus sp. 1 82,9 17,1
Aspergillus sp. 2 71,9 28
Aspergillus sp. 3 78,3 21,7
Doksorubisin 27 70,8
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Sekil 4.23. Fungal oziitlerin A549 hiicre hatti iizerinde kaspaz 3 aktivitelerinin akis sitometri cihazinda
belirlenmesi
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5. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda; 9 fungus izolattan 8 tanesi klasik yontemlerle cins diizeyinde, 1
tanesi ise hem klasik hem de molekiiler yontemlerle tanimlanmistir, fungus izolatlarinin
ekstraksiyon islemi, DPPH yontemi ile antioksidan aktivite testi, antimikrobiyal aktivite
testi, fungal 6ziit ve liyofilize 6rneklerin A549 ve BJ hiicre hatlar {izerinde sitotoksik ve

apoptotik etkileri aragtirilmistir.

Fungus izolatlar1 klasik yontemle identifikasyonu yapilarak cins ve tiir diizeyinde
simiflandirilmistir. Laktofenol pamuk mavisi ile boyanarak mikroskopta incelenen fungus
izolatlarindan 3 tanesinin Aspergillus, 6 tanesinin ise Penicillium cinsine ait oldugu
belirlenmistir. 1zolatlardan bir tanesi molekiiler ydntemle Talaromyces flavus olarak
tanimlanmistir. Fungus izolatlar1 daha 6nce Tuz Gdlii’'nden izole edilmis olmasi sebebiyle
identifikasyon i¢in segilen besiyerleri arasinda %17 NaCl igeren MEA besiyeri konulmustur.
Aspergillus sp. 2 izolati hari¢ diger izolatlarda %17 NaCl MEA besiyerinde iireme

goriilmemistir.

DPPH yontemi ile antioksidan aktivite belirlenmesinde pozitif kontrol olarak sentetik
antioksidan olan BHT kullanilmistir. BHT sonucundan elde edilen % inhibisyon esik deger
olarak kabul edilmistir. 5 fungus izolatt BHT % 41 olarak belirlenen esik degerinin tizerinde
¢ikmistir. En yiiksek antioksidan aktiviteye sahip izolatlar sirasiyla Penicillium sp. 4 % 93,
Penicillim sp. 1 % 89, ve Talaromyces flavus %75 olarak belirlenmistir.

9 fungus izolat1 sekonder metabolit eldesi icin etil asetat ile ekstraksiyon islemi
uygulanmistir. Sulu faz ise liyofilize edilmistir. Elde edilen etil asetat 6ziitler: ile liyofilize
ornekler antimikrobiyal aktivite, A549 ve BJ hiicre hatlarinda sitotoksik ve apoptotik etkileri

yoniinden aragtirilmistir.

Antimikrobiyal aktivite i¢in mikrobroth diliisyon yontemi kullanilmistir. 9 fungus
izolatinin 6ziit ve liyofilize 6rnekler 6 bakteri ve 4 maya susunda uygulanmistir. Liyofilize
orneklerde etki goriilmemistir. MIK degeri sonuglarma gore tiim fungal dziitler 200-400
ng/mL konsantrasyonlarda K.pneumoniae ATCC 700603 susuna kars1 etkili ¢gikmistir. Bu
sonug¢ 6nemlidir ¢iinkii K.pneumoniae akcigerde yikici hasarlara neden olan gram negatif bir
bakteridir. E.coli ATCC 35218 susuna kars1 sadece Penicillium sp. 3 izolat1 6ziiti 400
pg/mL konsantrasyonda etkili olmustur. S.aureus ATCC 25923 susuna karsi 200 ug/mL
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konsantrasyon ile en etkili 6ziite sahip izolat Aspergillus sp. 1°dir. P.aeruginosa ATCC
27853 susuna karsi, Penicillium sp. 3 oziti (400 pg/mL) disinda diger oziitler etkisiz
cikmustir. E.faecalis ATCC 27853 susuna karsi Aspergillus sp. 1 6ziiti 200 pg/mL
konsantrasyon ile en etkili degerde ¢ikarken Penicillium sp. 5 oziitii 800 ug/mL ve diger
oziitler 400 ng/mL konsantrasyonlarda etkili olmustur. B.subtilis ATCC 15245 susuna karsi,
Aspergillus sp. 2 6ziitii 200 pg/mL konsantrasyonda en etkili ¢ikmistir. Penicillium sp. 3 tiim
bakteri suslarinda 400 pg/mL konsantrasyonda etkili olmustur. Maya suslarindan C.albicans
ATCC 90028 susuna karsi Penicillium sp. 4, Aspergillus sp. 1 ve Aspergillus sp. 3
izolatlarmin 6ziitler: 200 pg/mL konsantrasyonda etkili bulunmustur. Aspergillus sp. 1 6ziiti
C.albicans ATCC 90028, C.krusei ATCC 6258 ve C.parapsilosis ATCC 22019 suslarina
kars1 200 ug/mL konsantrasyon ile mayalara karsi en etkili izolat olmustur. Penicillium sp.

5 Oziitii ise hi¢bir maya susuna etki gdstermemistir.

Fungus izolatlarinin 6ziit ve liyofilize 6rneklerin A549 ve BJ hiicre hatlarinda MTT
yontemi ile sitotoksik etkisi yoniinden degerlendirilmistir. Kanser ilag gelistirme
calismalarinda kanser hiicrelerine verilen hasarin en yliksek, saglikli hiicrelere ise en diisiik
olmasi tercih edilir. Bu sebeple tez calismasinda saglikli hiicre hatti olarak BJ hiicreleri
kullanilmigtir. A549 hiicre hattina uygulanan o6ziit ve liyofilize o6rneklerin  aym
konsantrasyonlarda BJ hiicre hattina da uygulanmustir. Penicillium sp. 2 izolatinin 6ziitii
A549 hiicre hatti tizerinde en diisiik 1Cso degerine sahip (289 pg/mL) olmustur. A549 hiicre

hatti tizerinde liyofilizeler 6ziitlere gore daha diisiik sitotoksik etki gostermistir.

Talaromyces flavus™un 6ziit ve liyofilize 6rneklerin A549 hiicre hatti {izerinde yiiksek

anti-proliferatif etkiye sahip iken BJ hiicrelerinde diisiik anti-proliferatif etki goriilmiistiir.

A549 hiicre hatt1 tizerinde apoptotik etkilerin degerlendirilmesi i¢in Annexin V-PI
yontemi ve Kaspaz 3 aktivitesi ¢alisilmistir. Liyofilize 6rneklerin MTT sonuglarina gore
A549 hiicre hattinda sitotoksik etkisi diisiik olmas1 sebebiyle sadece fungus izolatlarinin
Oziitleri uygulanmistir. Annexin V-PI yontemi ile akis sitometride dlgiilen sonuglara gore
erken apoptoz daha fazla yiizde de bulunmustur. Toplam apoptotik hiicrelerin orani en
yiiksek ¢ikan Oziitte sahip izolatlar sirasiyla Aspergillus sp. 1 %53,9, Talaromyces flavus %
47,9 ve Aspergillus sp. 3 % 40,1°dir. Annexin V-PI yonteminde gozlenen apoptotik etkiler
Kaspaz 3 aktivite testinde de goriilmiistiir. Talaromyces flavus 6ziitii % 38,6 ve Penicillium

sp. 1 oziitli % 38,1 oran ile en yiiksek kaspaz aktiviteleri gostermistir.
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Ulkemizde akciger kanseri teshisi konulan kisi say1s1 giin gectikce artmaktadir. Kanser
tedavisinde kullanilan ilaglar ise birgok yan etkiye sahip olup hastanin yagam kalitesini
diisiirmektedir. Ayrica ilag direnci de kanser tedavisini zorlastirmaktadir. Funguslardan elde
edilen sekonder metabolitlerin antikanser 6zellikleri kanser tedavisinde yeni yaklasimlar
getirebilir. Fungal sekonder metabolitlerin kansere karsi cesitli etki mekanizmalar
gelistirmesi nedeniyle, farkli kanser tiirleri ve kanserin farkli asamalarinda etkili tedaviler
sunabilecegi diistiniilmektedir. Tez ¢alismasindan elde edilen sonuglara gore, Aspergillus
ve Penicillium cinsi mikrofunguslarin tirettigi sekonder metabolitlerin antimikrobiyal,
antikanser, antioksidan olmak tizere birgok biyolojik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.
Fungal sekonder metabolitler dogal bilesikler olarak sentetik bilesiklere kiyasla daha az yan
etkiler gosterebilmektedir. Talaromyces flavus’un etil asetat oziitiiniin A549 kanser hiicre
hattina sitotoksik etki gosterirken BJ saglikli hiicre hattina daha az sitotoksik etki gostermesi
yeni anti-kanser ajanlarin kesfi agisindan potansiyel tasimaktadir. Ayrica fungal kaynakli
metabolitlerin ilag etkeni olarak kullanimi daha siirdiirtilebilir ve ¢evre dostu bir yaklagim
saglayabilir. Bu metabolitler ¢esitli etki mekanizmalari, dogal olmalari, birgok biyolojik
aktiviteye sahip olmalar1 gibi 6zellikleri ile kansere karsit miicadelede yeni ve etkili tedavi

yontemleri sunacaktir.
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