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OZET

Diinya tizerindeki yasam stirekli bir radyasyon akisi i¢erisinde var olmaktadir.
Funguslar, radyasyonla yeryiiziindeki diger canlilardan daha farkli bir etkilesim
gostererek dogal ya da insan eliyle olusturulmus yiiksek seviyedeki ultraviyole veya
iyonize radyasyon ile basa ¢ikabilmektedir. 1986 yilinda meydana gelen Cernobil
felaketinden 10 y1l sonra, oldukca reaktif olan hasarli reaktér duvarlarinda gelisen ve
robotlar yardimiyla toplanan siyah funguslarin kesfiyle bu ekstrem canlilarla ilgili
arastirmalar baglamistir. Cernobil reaktorlerinden izole edilen mikobiyotada 37 tiir
19 cins saptanmistir ve ¢alismamizda kullanilan Alternaria alternata’ da bu izole
edilen mikobiyota icerisinde yer almaktadir. Cernobil mikobiyotasindaki tiirler
birbiriyle karsilastirildiginda yiiksek radyasyon ile kontamine alanlarda melanin
igeren tiirlerin genis yayilim gosterdigi belirlenmistir.

Melanin biitiin alemlerde bulunan ve ¢ok ¢esitli rolleri olan karmasik bir
pigmenttir. Melanin organizmayi diisiik/yiiksek sicaklik, radyasyon, kimyasal stres
(agir metal ve okside ajanlar), biyokimyasal streslere karsi korur; ¢esitli ilaclara ve
kimyasallara baglanir, kamuflaj gérevi goriir. Melanin ayrica enerji doniistiiriicli
olarak gorev yapar ve yiiksek antioksidan Ozellik gosterir. Melanin hiicrelerdeki
reaktif oksijen tiirlerinin miktarinda azalisa neden olarak organizmaya ekstrem g¢evre
kosullarina kars1 direng kazandirmaktadir. Melanin elektron akseptorii olarak gorev
yaparak, peroxidaz gibi bazi enzimlere baglanarak ya da suyun hidrolizine engel
olarak ve bunun gibi birbirinden farkli pek ¢ok mekanizmay: kullanarak radikal
olusumunu oOnlemektedir. Bu ylizden melanin ¢alismanin temel bileseninin
olusturmaktadir.



Literatiir taramalar1 gosterdi Ki; radiotrofik funguslarda UV-C’nin indiikledigi
reaktif oksijen tiirleri, bunlarin etkileri ve bunlara kars1 hiicresel savunma
mekanizmalar1 ve reaktif oksijen tilirlerinin temizlenmesinden sorumlu antioksidan
sistemleri hakkinda yeterince arastirma yapilmamistir.

Bu amagla radyotrofik bir fungus olan Alternaria alternata’ya inokiilasyon
isleminden hemen sonra, 9 giinliik inkiibasyondan sonra ve melanin sentez inhibitorii
olan trisiklazol (Tc) fungusiti eklendikten sonra besiyeri igerisinde iiretilmis fungal
kiltirler belirli siirelerde UV-C’ye maruz birakilarak enzim aktiviteleri ve glutatyon
miktarlar1 tesbit edilmistir. Sonuc¢ta melaninin antioksidan enzimler iizerine
sinerjistik etkiye sahip oldugunu saptadik. Melaninin antioksidan 6zelikleri sayesinde
hiicrelerdeki stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon s-transferaz
(GST) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimlerle beraber ¢alisarak antioksidan
savunma sistemine katkida bulundugunu belirledik.

ANAHTAR KELIMELER: Alternaria alternata, melanin, UV-C radyasyon,
trisiklazol, oksidatif stres, katalaz, glutatyon rediiktaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon
S-transferaz.
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Life on Earth exists within a continuous flow of radiation. As compared to
the other living organisms fungi interact with radiation in a different way that allows
them to withstand high levels of natural or man-made ultraviolet (UV-C) or ionized
radiation. Ten years after 1986 Chernobyl disaster, it was discovered that black fungi
could grow on the damaged reactor walls which were highly reactive and the
research studies on these extreme organisms started. 37 species and 19 genera have
been detected in the micobiota isolated from Chernobyl reactors and Alternaria
alternata, that was used in our study, was among this micobiota. A comparison
between species within Chernobyl micobiota has revealed that, melanin containing
species dominated heavily contaminated sites.

Melanin is an enigmatic pigments found in all kingdoms of life has a variety
of roles and functions. Melanin protects the organisms from low/ high temperatures,
radiation, chemical stress (heavy metal and oxidizing agents) and biochemical stress;
bonds with various drugs and chemicals and acts as a camouflage. Besides this,
melanin functions as an energy transducer and shows high antioxidant properties. It
leads to a decrease in the amount of reactive oxygen species in the cell and this gives
resistance to the organisms under extreme environmental conditions. By acting as an
electron acceptor, bonding with some enzymes such as peroxidase or prevent
hydrolysis of water and using many different mechanisms, melanin inhibits radical
formation. Because of all these melanin is the essential component in this research
study.

Literature does not provide enough research on reactive oxygen species that
are induced by UV-C, the effects of UV-C on radiotrophic fungi and its cellular
defense mechanisms, and its antioxidant systems that are responsible for reactive
0XYygen species scavenging.



Within the study three groups of A. alternata have respectively been exposed
to the procedures of an inoculation; nine days of incubation and an addition
tricyclazole (Tc) fungicide which is a melanin synthesis inhibitor. After these fungal
cultures have been exposed to certain doses of ultraviolet C and their enzymes
activation and glutathion level has been observed. As a result of this study, we have
determined that the production of melanin has a synergistic effect on antioxidant
enzymes. Moreover, it has been found that due to its antioxidant activity in cells,
melanin contributes to antioxidant defense system via collaborating with enzymes
such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione S-transferase
(GST) and glutathione reductase (GR).

KEYWORDS: Alternaria alternata, melanin, UV-C radiation, trcyclosol, oxidative
stress, catalase, glutathione reductase, superoxide dismutase, glutathione S-
transferase.
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1. GIRIS

1.1. Ekstrem Cevre Kosullar:

Mikroorganizmalar dogada cesitli ¢evresel streslere maruz kalmaktadirlar.
Bunlar 1s1, basing, elektrik akimi, ultrasonik dalgalar, 1s1k/radyasyon ve ozmotik sok
gibi fiziksel stresler, asitler, tuzlar ve oksitleyiciler gibi kimyasal stresler, mikrobiyal
metabolitler ve yarismaci flora gibi biyolojik streslerdir. Canlilar bu kosullarda ya
yagsamlarin1 Yitirebilir ya da adaptasyon mekanizmalarina sahiplerse bu stresli
cevrelerde yasamlarimi siirdiirebilirler. Son yillarda ekstrem olarak adlandirilan;
yiiksek veya diistik sicaklik, pH, ytliksek tuzluluk, yiiksek basing veya yiiksek iyonize
ve 1iyonize olmayan radyasyon kosullarinda yasayan bir¢ok mikroorganizma
cesitliligi kesfedilmistir. Bu canlilar, yasabildigi ¢evresel parametreye bagl olarak
barofiller, halofiller, termofiller, asidofiller ve radiofiller olmak tizere farkli sekilde
smiflandirilmaktadirlar (Vigh vd., 1998).

Teknolojinin gelismesi, bu gelismeye bagl olarak da enerji ihtiyacinin
artmasi gibi cesitli nedenlerle dogadaki radyoaktif kirlilik her gecen giin artmaktadir.
Radyoaktif maddelerin yaymis oldugu elektronlarin topraga, havaya, suya, bitkilere,
dogrudan ya da besin zinciri ile insan ve hayvanlara ¢ok kolay ve hizli bir sekilde
aktarilmasi, radyoaktif kirlenmenin en tehlikeli 06zelligi olarak bilinmektedir.
Radyoaktif kirleticiler 6zellikle insan, hayvan ve bitki sagligin1 olumsuz yonde
etkileyerek gevreyi ve ekolojik dengeyi bozmaktadir. Ayrica canlilarin yapisina giren
fazla miktardaki elektronlar, canli hiicrelerdeki elektron dengesini bozmakta bunun
sonucunda da  hiicreler, normal madde degisimi islevlerini  yerine
getirememektedirler. Radyasyon tehlikesinin en korkung yani, 6liimciil etkisinin ¢ok
uzun siire sonra ortaya ¢ikmasidir. Bunun en cgarpici 6rneklerinden biri 26 Nisan
1986°da meydana gelen Cernobil faciasi olarak bilinmektedir (Dadachova vd., 2008).

Sadece giinlimiizde degil o6zellikle yeryliziinde canliligin ortaya cikmaya
basladig1 donemlerde diinya ¢ok daha yiiksek miktarlardaki radyasyon seviyelerine
maruz kalmaktaydi. Yiiksek radyasyon miktarina karsin, erken yasam formlari
canliligim stirdiirebilmek ve bu ekstrem g¢evre sartlarina ragmen varolabilmek icin

radyasyon diren¢ mekanizmasia sahip olmak zorundaydi. Bugiin yeryiiziindeki



mevcut radyasyon seviyesi canliligin ortaya ¢ikmaya basladigi donemdeki radyasyon
miktarina kiyasla ¢ok daha diisiik olmasina ragmen bu mevcut radyasyon ortaminda
erken yasam formlar1 hala varolmayi basararak canliliini devam ettirmektedir
(Dadachova ve Casadevall, 2008). Giiniimiizde insanlar da dahil biitiin canlilar hala
belirli dozlarda radyasyona maruz kalmaktadir. Ornegin Amerika’da yasayan bir kisi
i¢in yillik radyasyon dozunun % 90’n1 kozmik radyasyon ve radyoaktif kayalar gibi
dogal kaynaklardan olusmaktadir (Early ve Sodee, 1984) . Dogal kaynaklarin
yanisira teknolojinin gelisimine de paralel olarak giin i¢inde maruz kaldigimiz
radyasyon miktari ciddi boyutlara ulagsmistir.

Cesitli kaynaklar nedeniyle maruz kalinan bu iyonize ya da iyonize olmayan
radyasyon sadece ekolojik dengeyi ve hiicredeki madde aligverisini bozmakla
kalmayip; organizmada yiiksek dozlarda oksidatif strese neden olmaktadir.
Radyasyonun hiicre igerisindeki molekiiller ile etkilesimleri dogrudan veya dolayl
olarak ikiye ayrilmaktadir. Radyasyonun direkt etkisinde, radyasyon dogrudan
biyolojik hedef molekiillerle etkilesime girip enerjisini direkt olarak transfer
etmektedir. Dolayli etkilesimde ise hiicrelerin yiiksek oranlarda su molekiili
igcermesinden dolayr suyun hidroliziyle agiga ¢ikan (hidroksil ve tekil oksijen) serbest
radikaller diger hiicre molekiilleriyle reaksiyona girer. Serbest oksijen radikallerinin
asirt  Uretimi sonucunda hiicrelerde reaktif oksijen tiirleri-antioksidan sistem
dengesinin bozulmasma ve hiicrenin temel yapilarinin oksidasyonuna neden
olmaktadir. Hiicrede olusan oksidatif hasara bagh olarak DNA’da; abazik alanlar,
tek ve ¢ift zincir kiriklari, baz modifikasyonlari, karbonhidrat protein gibi organik
molekiil hasarlar1 meydana gelebilmektedir (Kiling vd., 2002).

Radyasyonun organizmalar1 6ldiiriicii birgok etkisine karsin bazi ekstremofil
canlilar yiiksek radyasyon ile kontamine alanlarda yasamini siirdiirebilmektedir.
Ornegin 20. yiizyilin en biiyiik radyoaktif facialarindan biri olan Cernobil faciasindan
sonra yapilan arastirmalarda hasarli reaktorlerde yiiksek radyasyon dozlarina ragmen

yasayabilen 200’den fazla fungus tiirii izole edilmistir (Zhdanova vd., 2000).



1.2. Ekstrem Cevre Kosullarina Kars1 Mikroorganizma Adaptasyonlari

Ekstremofil mikroorganizmalar bir stres faktoriine maruz kaldiginda eger
genetik kodunda bir direng mekanizmasi varsa, ilgili proteinleri iireterek korunmaya
caligir. Sentezlenen protein tek bir stres faktoriine karsi etkili olabildigi gibi birden
fazla stres faktoriine karsi da etkili olabilmektedir. Membranin protein igerigi, yag
asidi zincirinin uzunlugu veya yag asitlerindeki cis-trans oranlari, sicak soku
proteinlerinin (HSP) sentezi, soguk sok proteinlerinin (CSP) sentezi, melanin ya da
karotenoid tipi pigmentlerin sentezindeki degisiklikler gibi birgok mekanizmayla
saglanmaktadir (Vigh vd., 1998). Ornegin soguk sokuna karsi E. coli’de sitoplazmik
membran, niikleik asitler ve ribozomlar duyarlidir. Bunlar termosensor olarak gorev
yaparlar. Molekiiler diizeyde inceleyecek olursak, bu olumsuz durumlarda hiicrelerde
diizenleyici sok proteinler sentezlenmektedir. Boylece bakteri, sentezlenen proteinler
ile maruz kaldig1 stresle bas edebilecek diizeye ulasabilmektedir. Sicaklik, biyolojik
membranlarin kompozisyonu, organizasyonu ve fonksiyonunda ¢ok onemli bir rol
oynamaktadir. Membranlar, kendi doymamis yag asidi kompozisyonlarini ¢evresel
sicakliklardaki degisimlere gore uyarlamaktadirlar (Phadtare vd., 1999).

Karotenoidler bakteri, alg, fungus ve bitkilerin biliyik kisminda
bulunmaktadirlar. Cok sayida Antartik bakterinin membranlarinda karotenoid tipi
pigmentler igerdikleri bulunmustur. Bu pigmentlerin membranda yerleserek
membran akigskanliginda tampon rolii oynadiklar ileri siirtilmektedir. Calismalarda
membrandaki stabilitenin polar, akiskanligin ise non polar karotenoidlerle saglandigi
bulunmustur. Sphingobacterium antarcticus ve Micrococcus poseus gibi Antartik
bakterilerde karotenoid sentezinin iireme sicakligima bagli oldugu, diisiik
sicakliklarda polar karotenoid sentezinin arttig1 ve bu nedenle membran stabilitesinde
artis meydana gelirken non polar karotenoid sentezinde diisme oldugu saptanmistir
(Jagannatham vd., 2000). Karotenoid pigmentinin ayn1 zamanda iyonize ve iyonize
olmayan radyasyona kars1 canlilar1 korudugu da bilinmektedir.

Radyasyon serbest radikal olusumunu tetikleyerek organizmada oksidatif
stres olusturmakta ve canlinin biyomolekiillerinden genetik materyaline kadar pek
cok bilesenine zarar vererek canliligin sona ermesine dogru giden bir siireci
baslatmaktadir. Yapilan ¢alismalar funguslarin radyasyona karsi verdikleri cevabin

diger organizmalardan farkli oldugunu gostermektedir. Genel olarak funguslar



Ozellikle de melaninli funguslar yiliksek dozlardaki radyasyon seviyelerine oldukca
direnclidir (Saleh vd., 1988; Mirchink vd., 1972).

Melanin sayesinde olustugu diisiiniilen bu direng pigmentin birbirinden farkli
mekanizmalarla reaktif oksijen tiirlerinin miktarinda azalisa neden olmasiyla
iliskilendirilmektedir (Dadachova vd., 2008).

Glinlimiizde artan enerji ihtiyacina yanit verebilmek i¢in kurulan santraller ve
bunlarin atiklari, niikleer silahlar ya da giin i¢cinde maruz kaldigimiz radyasyon
sadece teknolojinin gelismesi sonucu ¢agimizla ortaya c¢ikan bir sorun gibi goriinse
de aslinda diinyanin olusumu sirasinda bile canlilar, bugiin maruz kalinandan ¢ok
daha fazla miktarda radyasyona maruz kalmistir. Kretase doneminde diinyanin
kozmik radyasyona kars1 mevcut kalkaninin kaybiyla ve yeryiiziindeki manyetik alan
degisimi sonucunda bir¢ok bitki ve hayvan tiiriiniin neslinin tiikendigi bilinmektedir.
Gilintimiize kadar gegen siire igerisinde bazi canlilar yok olurken bazilarinin ise nasil
canliligimi devam ettirebildigi her zaman merak uyandirmis, bu konuda birgok
calisma yapilmis ve yapilmaya devam etmektedir. Yapilan arastirmalar sonucu
gecmisten giiniimiize ulasan birgok fungal fosilde melanin miktarinin ¢ok yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Ozellikle melanize fungal sporlarm erken kretase doneminin
sediment tabakasinda oldukga yaygin oldugu saptanmistir (Hulot ve Gallet, 2003).
Buna ek olarak “Nemesis” adli goktasindan yayildig: diigiiniilen radyasyonun birgok
canlinin neslinin tiikenmesine neden oldugu rapor edilmis (Davis vd., 1985) ve
kretase doneminin sonundaki bu kitlesel yok olmaya karsi melaninli funguslarin
canliliklarmi siirdiirebildikleri saptanmigtir (Casadevall, 2005). Melaninli funguslar
Antartika’daki ekstrem g¢evre kosullarina ragmen de yasayabilmektedir (Robinson,
2001). Bu bilgilerin 1s183inda melaninin ¢ok biiyiik ihtimalle secilmis atasal
pigmentler oldugu disiiniilmektedir. Ciinkii ge¢misten gilinlimiize varhigini
sirdiirmiis bu pigment funguslarin ¢ok c¢esitli c¢evre kosullarima karsi hayatta
kalmasini saglamaktadir (Dadachova vd., 2007).

Arastirmacilar uzun yillardir ekstrem ortamlarda mikroorganizmalarin nasil
yasadiklarim1 ve asir1 stresli ortamlarda sonradan ortaya ¢ikan adaptasyon
mekanizmalarin1 merak etmislerdir. Melanin pigmenti bu baglamda arastirmacilar
icin ¢ok yeni ve dikkat cekici bir calisma alanidir. Ciinkii doganin dengesinin
bozulmastyla birlikte diinyamizda olusan ve tiim canlilarin maruz kaldigi ekstrem

cevre sartlarina karsi cesitli organizmalarin gelistirdigi diren¢ mekanizmalarini



inceleyerek belki de insanogluna bu kosullara kars1 hayatta kalma yada daha saglikli
bir yasam slirme imkani1 saglanabilecektir.

Melaninin elektron akseptorii olarak goérev yapmasi, peroxidaz gibi bazi
enzimlere baglanarak ya da suyun hidrolizine engel olarak birbirinden farkli pek ¢ok
mekanizmayla radikal olusumunu dnlemektedir (Shcherba vd., 2000).

Biz de bu amagcla ¢alismamizda yiiksek miktarda melanin iireten radyotrofik
bir fungus olan Alternaria alternata’ya farkl siirclerde UV-C uygulayarak radyasyon
stresi altinda antioksidan enzim ve glutatyon miktarindaki degisimlerini tespit ettik.
Ayrica trisiklazol (Tc) ile melanin iiretimini inhibe ederek melaninin fungusun sahip

oldugu antioksidan savunma sistemine olan katkilarini test etmeyi amagladik.

1.3. Funguslarin Genel Ozellikleri

Dogada bilinen 250.000 tiir fungus teshis edilmesine karsin, bunlarin 150 tiirii
insan ve hayvanlar i¢in primer patojendir. Funguslarin ¢ogunun tanisi morfolojik
yaptya dayanmaktadir. Pek ¢ogu birbirine benzeyen kiiflerde, morfolojik tani her
zaman kolay degildir. Ancak, 18S RNA/DNA analizlerinin gelisimi ile funguslarin
tanimlanmasinda biiyiik kolaylik saglanmistir (Mahuku ve Riascos, 2004; Akdag,
2010).

Funguslar okaryotik hiicrelerdir ve dkaryot mikroorganizmalar igerisinde yer
almaktadirlar. Funguslarin sterolce zengin sitoplazma zar1 yapisal olarak insan hiicre
zarina benzerlik gostermekte ve klorofil igermemeleri ile yliksek bitkilerden
ayrilmaktadirlar. Fungus hiicre duvarinin yapisinda bulunan kitin, fungusun bakteri
ve yiksek bitkilerden ayrilmasini saglar. Bakteri hiicresindeki peptidoglikana
karsilik, fungus hiicre duvarinda kitin (N-asetil glukozamin [NAG] birimlerinden
meydana gelmistir), mannanlar, glukanlar ve diger kompleks yapilar mevcuttur
(Mutlu vd., 1999). Fungal hiicre duvari genellikle polisakkarit, protein, lipit,
polifosfat gibi bilesenlerden olugmaktadir (Madigan vd., 1997). Funguslarin hiicre
zarindaki iyon aligverisi ve enzim etkinligi gibi metabolizma islevleri ortamin
pH’sindan etkilenmektedir. Funguslarin optimal tireme pH’s1 5-6, optimal lireme
1silart ise 25-35 °C’dir.

Calismamizda kullanilan fungus, fungi imperfecti (Deuteromycetes) sinifina

dahil olup asagidaki gibi gosterilmektedir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Funguslarin siniflandirilmasi.

1.3.1. Fungi Imperfecti (Deuteromycetes)’nin Genel Ozellikleri

Eseyli iireme evreleri heniliz bilinmeyen septali miselyuma sahip ve
konidyoforlar lizerinde konidyumlar meydana getirerek eseysiz ¢cogalabilen funguslar
bu smifta toplanmaktadir. Cogunlukla konidyumlar araciligiyla irerler.
Konidyosporlar renksiz veya degisik renklerde; kiiresel, oval, silindirik, iplik, sarmal,
bobrek veya ig seklinde olabilmektedir. Biiyiikliikk ve hiicre sayist bakimindan da
farklilik gosterebilirler. Konidiyosporlar tek hiicreli veya ¢ok hiicreli olabilirler.
Spordan baska konidiyofor oOzellikleri de cins ve tiir tanimlamalarinda dikkate
alinmaktadir. Bunlar konidiyumlar1 meydana getiren hiicrelerin olusum tarzi, renk,
konidiyumlarin yapist ve yerlesim tarzi gibi karakterlerine bakilarak yapay bir
simniflandirma metoduyla siniflandirilirlar. Konidyalar eseysiz sporlardir ve c¢ogu
zaman pigmentli olup kurakliga dayaniklidirlar. Konidyalar funguslarin yeni
habitatlara yayilisinda gorev yapmakta ve konidyalar olustugu zaman miselyumun
beyaz rengi degiserek konidyalarin siyah, mavi-yesil, kirmizi, sar1 veya kahverengi
renkleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu sporlarin varligi misel tabakaya (miselyal mat)
oldukga tozlu bir goriinlim kazandirmaktadir (Cokmiis, 2010; Akdag, 2010).

Funguslar ince uzun hif adi verilen flamentlerden olusmaktadirlar. Hifler
genelikle bir yiizey boyunca beraber biiyliyerek miselyum denen ve mikroskopta
kolayca goriilebilen kompakt demetler olustururlar. Tek tek bulunan hiflerin

biiyiidiik¢e dallanmalarindan miselyumlar ortaya ¢ikar ve bu dallar bir araya gelerek



kompakt bir misel tabakasi (mat) olustururlar. Aragtirmamiza konu olan Alternaria

alternata’nin sistematigi sekil 1.2 de gosterildigi gibidir.
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Sekil 1.2. Alternaria alternata nin siniflandirilmasi.

1.3.2. Alternaria alternata

Alternaria cinsinin kapsadig: tiirler her yerde bulunan, diinya genelinde ¢ok
fazla ekonomik kayiplara neden olan 50 saprofitik ya da bitki patojeni tiirleriyle iyi
bilinen bir genustur. En yaygin tiirleri ise Alternaria alternata, Alternaria brassicae,
Alternaria cucumerina, Alternaria dendritica ve Alternaria soloni’dir (Frost 1988).
Alternaria alternata nemli yerlerde ve Ozellikle organik maddeler iizerinde
gelismektedir. Bitkilerde hastalik yapan bu fungus ekonomik 6nemi olan birgok
meyve Ve sebzede ciiriimeye neden olmaktadir (Logriceo vd., 1990; Mitakakis, 1997;
Beyoglu, 2006). Sporlar1 hava yolu ile yayilir (Hjelmroos, 1993). Kolonileri yaygin
gri/koyu siyahimsi, kahverengi veya siyah, miselyumlar1 kismen yiizeysel, hifler
kiltiir stiresine bagli olarak renksiz, zeytinimsi kahverengi veya kahverengidir (Ellis,

1971).



Alternaria kolonileri genelde koyu kahve veya koyu yesil yapidadir ve bu
yapiy1 saran ince beyaz bir halka bulunur. Mikroskobik olarak incelendiginde ise
koyu renkli ve septali olan hifleri dikkat ¢cekmektedir. Konidiyoforlar1 septali, koyu
renkli basit ya da demet olusturmus yapidadir. Bir ucu yumru olan sopaya benzer.
Genel spor sekli eliptiktir. Ince duvarli ve baz tiirlerde tepe kismi konik yapida olup
enine ve boyuna septalara sahiptir (Simmons, 1967; Akdag, 2010). Yaklasik 50 tiir
iceren Alternaria cinsi iyeleri tiirler arasinda degisiklik gostermektedir. Boyutlari 8-
40x 15-200 (500) um’dir (Frost, 1988; Beyoglu, 2006 ).

Sekil 1.3. 9 giinliik A.alternata kiiltiirt.

Alternaria alternata nin gesitli stres faktorlerine 6zellikle de radyasyona karsi
melanin sayesinde direngli oldugu bir¢ok c¢alismayla kanitlanmistir. Melanin
pigmenti stres faktorlerine direng mekanizmasinda birincil rol oynamakta hatta bu
sayede fungus Cernobil reaktorlerinde yiiksek radyoaktif i1ginima ragmen hayatta
kalabilmektedir. Bu nedenle melanin iiretimi ile fonksiyonlar1 ¢ok sayida arastirici
ve mikologlar tarafindan oldukca yeni ve popiiler bir konu haline gelmistir (Cunha
vd., 2010). Bir¢ok arastirici tarafindan farkli mikroorganizmalarla yapilan galismalar
sonucu melaninin ¢esitli stres faktorlerine karsi koruyucu etkisi ile ilgili veriler

asagidaki gibi 6zetlenmistir (Cizelge 1.1).



Stres faktori Organizma

Cryptococcus neoformans (Rosas ve Casadevall, 2001)

Aspergillus spp. (Bloomfield ve Alexander, 1967; Bull, 1970; Kuo ve

Enzimatik degradasyon Alexander, 1967)

Exophiala dermatitidis (Dixon ve Polak, 1991)

Alternaria alternata (Kane vd., 1981; Mironenko vd., 2000)

C. neoformans (Wang ve Casadevall, 1994; Rosas ve Casadevall, 1997)

Sporothrix schenckii (R d., 2000

Radyasyon (UV, solar, P (Romero v )
gama) E. dermatitidis (Dixon vd., 1991)

Cladosporium spp. (Saleh vd., 1988; Zhdanova vd., 1973)

Pneumocystis spp.( Icenhour, 2006)

Agir metaller C. neoformans (Garcia-Rivera ve Casadevall, 2001)

Termotolerans (Sicak ve

o C. neoformans (Wang ve Casadevall, 1994; Yang vd., 2002)
soguk )

Cizelge 1.1. Melanin patojenik funguslart c¢evresel stres faktorlerine karsi

korumaktadir (Nosanchuk ve Casadevall, 2006).

1.4. Melanin ve Melanin Pigmentinin Ozellikleri

Melaninin omurgalilar, bocekler, bitkiler ve mikrobiyal organizmalarda
onemli koruyucu rolleri bulunmaktadir. Melaninler kamuflaj gorevi goérerek
organizmay1 ¢evresel predatorlere karsi, sicak-soguk ve kuraklik stresine karsi, metal
iyonlarina gosterdigi yiiksek baglanma kapasitesi sayesinde de agir metallere karst
korumakta ayrica sexual rol oynamaktadir (Castanet ve Ortonne, 1997).
Ortaklagmamis elektronlarin varligindan dolay: tipik elektron spin resonans sinyalleri
tireten serbest radikallere kars1 stabiliteye sahiptir, ayrica UV ve solar radyasyon gibi
fiziksel ajanlara karsi fotoprotektdr olarak koruyucu gorev iistlenmektedir

(Dadachova vd., 2007; Geng vd., 2008). Melaninin bu fonksiyonlart




mikroorganizmalarin ekstrem c¢evre kosullarina karsi hayatta kalma sanslarim

arttirmaktadir (Nosanchuk ve Casadevall, 2003; Eisenman vd., 2007).

OoOH OH

>

1,8-DHN

Sekil 1.4. DHN melaninin kimyasal formiilii.

1.4.1. Melanin Pigmentinin Kimyasal Yapisi

Melanin Yunanca’da siyah anlamina gelen “melanos” kelimesinden koken
almaktadir (Ruth vd., 2007). Melaninler hidrofobik yapida, yiiksek molekiil agirlikl,
negatif yikli, suda veya organik sivilarda ¢oziinmeyen, aside direngli, gesitli
biyolojik fonksiyonlar1 olan, paramagnetik biyopolimerler olarak bilinen hidrofobik
pigmentlerdir (Nosanchuk ve Casadevall, 2006).

Melaninlerin yapisina iligkin kisitli bilgi bulunmakla birlikte polimerize
fenolik ve/veya indolik bilesenlerden olustugu diisiiniilmektedir. Melaninlerin
yapisinin tanimlanmasindaki sorun, uygulanmakta olan biyokimyasal ve biyofiziksel
yontemlerin, bu kompleks polimerlerin kimyasal bilesimini ortaya koyamamasindan
kaynaklanmaktadir. Ancak polimeri olusturan monomerlerin tanimlanmasi Ve
melaninlerin  6zelliklerine iligkin 6nemli bilgiler, ¢esitli analitik yontemlerle
saglanabilmektedir.  Elektron paramagnetik rezonans (EPR) spektroskopi
Ozelliklerine gére melanin tanimlanabilmekte ve kismi kimyasal degredasyonunu
takiben yiliksek performansli sivi  kromotografi (High Performance Liquid
Chromotoraphy; HPLC) mikroanalizinin uygulanmast ile melanin tipleri
belirlenebilmektedir (Enochs vd., 2002; Alp, 2010).
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1.5. Radyotrofik Funguslarin Habitati

1986 yilinda meydana gelen 20. yiizyilin ilk biiyiik niikleer kazasi Cernobil
felaketinden 15 yil sonra bilim insanlar1 “Cernobil Atomik Enerji Istasyonu” ve
¢evresinde arastirmalar yapmaya baslamistir. Bugiin bile oldukg¢a radyoaktif olan
Cernobil reaktoriine gonderilen bir robot, hasar gérmiis reaktoriin duvarinda yasayan,
siyah melanince zengin fungus Ornekleri ile donmiistir. Bu durumla ilgilenen
Casadevall ve arkadaslar1 c¢esitli funguslar {lizerinde calismalar yaparak melanin
iceren iki tiiriin (Crytococcus neoformans ve Wangiella dermatitidis) standart iyonize
radyasyona maruz kaldiklarinda belirgin Olgiide hizli bir sekilde {irediklerini
gostermislerdir. Arastirmada calisan diger bir arastirict olan Ekaterina Dadachova
“Nasil ki yesil bitkilerdeki klorofil gilines 1s18in1 kullanarak kimyasal enerji
iretiyorsa, melanin de elektromanyetik spektrumun diger bir kismini kullanarak
bunu iceren funguslara enerji saglamaktadir” demistir. Radyasyon melanin ile
etkilesime girerek elektron yapisint degistirmektedir. Bunun, radyasyonun
tutulmasinda ve besin yapiminda kullanilan farkli bir formdaki enerjiye
doniistiiriilmesinde gerekli olan basamak olduguna inanilmaktadir. Daha sonra da
yapilan aragtirmalar sonucu reaktorler ve cevresinde yiiksek radyasyon seviyesine
ragmen canliligint devam ettirebilen 200 tir, 98 cins fungus izole edilmistir
(Zhdanova vd., 2004).

Melaninli funguslarin habitati, ¢ok yiiksek radyasyon seviyelerinin oldugu
cevrelerdir. Insan aktivitelerinden kaynaklanan yiiksek radyasyonlu ¢evreler arasinda
iki bolge dikkat ¢ekmektedir ve bu bolgelerde melaninli fungus tiirleri kolonize
olmustur. Birincisi Cernobil’de yiiksek dozda radyasyona maruz kalan ve zarar
gormiis reaktor duvari, ikincisi ise soguk su havuz reaktorleri olarak adlandirilan
bolgedir. Bu alanlarda radyasyon seviyeleri 6ldiiriicii insan dozu seviyesinden 10.000
kez daha fazladir (Zhdanova vd., 2000) ve buna ragmen ¢ok sayida gram negatif ve
gram pozitif basil ve kok bakterileri ile fungal tiirler kolonize olmustur (Dadachova
ve Casadevall, 2008). 2007°de kesfedilen bu mikroorganizmalarla daha sonra bilim
insanlar1 tarafindan ¢ok sayida calismalar yapilmistir. Bu alanlarda yasayabilen
mikroorganizmalarin bdylesine yliksek diizeyde radyasyonlu habitatlarda nasil
yasayabildikleri konusu bilim insanlarinca ilgi odagi olmustur. Bu ekstrem ¢evre

kosullarina meydan okumanin molekiiler ve hiicresel boyutta incelenmesi sonucunda,
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dayanikliligin hiicre duvarlarinda lokalize olan melanin iiretimi ile baglantili oldugu
tespit edilmistir (Dadachova vd., 2007).

Cernobil kazast sonrasi niikleer reaktorler igerisindeki mikrobiyota fungal
melanogenesis ve bu fungal organizmalarin ekstrem ¢evre kosullarinda hayatta
kalmasiyla ilgili ¢arpici iligkileri gostermektedir (Mironenko et al 2000). Kazadan
beri cernobil etrafindaki toprakta siyah funguslarin yayilimi g¢arpict bir bigcimde
artmigtir. Alternaria alternata’nin da bulundugu 37’nin tizerinde fungus tiirii hasarl

reaktorlerde tanimlanmistir (Zhdanova vd., 2000).

Sekil 1.5. Cernobil reaktorlerinin genel goriintiisii. 1; Nikleer gilic santrali:
patlamadan hemen sonra 4 birimin helikopterden goriintiisii. 2;Yeniden onarilmis ve
korumaya alinmis alanin distan goriiniimii 10 yil sonra (1996). 3; Santralin ig
kisminin genel bir goriintiisii. Sag taraftaki duvarda fungal biiylime goriinmekte. 4,
Inceleme ve 6rnek alma islemi (Zhdanova vd., 2000).
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Niikleer gii¢ santralinden tanimlanan funguslar radyoaktif kontaminasyon
seviyesine ve yayilim sikligina goére ii¢ gruba ayrilmistir (Cizelgel.2.);
(1) Biitiin radyoaktif seviyeler ile kontamine olmus alanlarda siklikla bulunan
funguslar: Aspergillus fumigatus, Cladosporium sp., Doratomyces stemonitis,
Fusarium oxysporum, F. solani, ve Stachybotrys chartarum ;
(2) Sadece ¢ok yiiksek radyasyon ile kontamine olmus alandan izole edilen funguslar
(40+220 mR h™): Alternaria alternata, Aspergillus avus, A. fresenii, A. ochraceus,
A. ustus, Beauveria bassiana, Geotrichum candidum, Paecilomyces variotii,
Penicillium citrinum, ve Phialophora melinii
(3) Diisiik radyasyon ile kontamine olmus alandan izole edilen funguslar (1.5£25
mR h™%): Chrysosporium pannorum, Fusarium merismoides, Geotrichum sp., Mucor
plumbeus, orange sterile mycelium, Penicillium chrysogenum, P. hordei, P.

ingelheimense, Sydowia polyspora ve Ulocladium botrytis (Zhdanova vd., 2000).
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Acremonium strictum
Alternaria alternata
Aspergillus avus

A. fumigatus

A. niger

A. ochraceus

A. ustus

Aureobasidium pullulans
A. versicolor

Beauveria bassiana
Botrytis cinerea
Chaetomium globosum
Chrysosporium pannorum
Cladosporium cladosporioides
C. herbarum

C. sphaerospermum
Cladosporium sp.
Doratomyces stemonitis
Fusarium merismoides
F. oxysporum

F. solani

Geotrichum candidum
Geotrichum sp.

Mucor plumbeus
Paecilomyces variotii
Penicillium chrysogenum
P. citrinum

P. hirsutum

P. hordei

P. ingelheimense
Phialophora melinii
Stachybotrys chartarum

Sydowia  polyspora(as  the

anamorph)
Ulocladium botrytis

Turuncu steril  miseller
mycelium)

Dothichiza

(orange sterile

Beyaz steril miseller (white sterile mycelium)

Frekans (%0)

15-25mR h?
335

40.2
6,7
13,4

20,1
26,8

13,4
20,1
6,7
26,8
20,1
73.7
6,7
6,7
6,7
6,7
13,4

6,7
6,7

6,7

6,7

6,7

6,7

6,7
6,7

13,4

6,7

40-220 mR h'?
22,2

444
111
111
22,2

111

111
444
55.5
111
111
22,2
111
44.4
99.9
111
111
111
111
111

111
111
88.8

22,2
111

22,2

Cizelge 1.2. Cernobil niikleer gii¢ reaktorlerinin farkli radyasyon seviyelerinde
kontamine olmus 4 farkli reaktoriinden izole edilen mikrofunguslarin kontamine

alanlarda bulunma siklig:.

14



Sekil 1.6. Cernobil’deki 4 reaktdrden alinan karisik kiiltiirler (Zhdanova vd., 2000).
1. Incelenen lokasyonlarda siklikla bulunan funguslar: Acremonium strictum ve
Aureobasidium pullulans.

2. Dordiincii reaktorden alinan kiilttir: Sydowia polyspora.

3. Kablo iizerinden izole edilen kiiltiirler: Penicillium chrysogenum, Stachybotrys
chartarum, Chrysosporium pannorum.

4. Diisiik radyasyonla kontamine olmus alandan izole edilmis funguslar: Penicillium
hirsutum, Cladosporium cladosporioides ve Alternaria alternata.

1.6. Melanin Tipleri ve Melanin Sentez Yolaklar:

Melaninler, biitiin biyolojik alemlerin igerisindeki tiirlerde bulunan
multifonksiyonel pigmentlerdir (Hill, 1992). Organizmalarda bulunan melanin tiir ve
sentez yolaklar1 agisindan farklilik gostermektedir. Melanin prokaryotlardan
Okaryotlara, bakterilerden insana kadar goriilebilen canlilar arasinda ortak olarak
bulunan bir pigmenttir. Ama organizmalarda bulunan melanin tipleri ve sentez
yollar1 birbirinden farklidir.

Melaninler genellikle siyah veya kahverengi pigmentler olarak bilinse de
diger renkler de olusturabilmektedir. L-DOPA’dan (3,4-dihidroksifenilalanin) koken
alan pigmentler siyah veya kahverengidir ve 6melanin olarak tanimlanirlar. Sar1 veya
kirmizims1 melaninler, sistein ile L-DOPA igerirler ve feomelaninler olarak

adlandirilirlar. Homojentisik asitten tirozinaz araciligiyla sentezlenen kahverengimsi
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melaninler piyomelaninler olarak tanimlanir. Allomelaninler, di-hidroksinaftalenin
di-(DHN) veya tetrahidroksinaftalenin (DHN) oksidasyonu ve polimerizasyonu ile
ortaya ¢ikmis, melanin polimerlerinin en az incelenmis ve bilinen en heterojen
grubudur. Flaviolin tizerinden DHN melaninlerinin ¢esitli renklerdeki polimerleri,
homogentisic  asit  (pyomelaninler),  y-glutaminyl-4-hydroxybenzene,  4-
hydroxyphenylacetic asit, katekollerin g¢esitli renklerdeki polymerlerinin {iretimi
pentaketid yolak araciligiyla saglanmaktadir (Gibello vd., 1995; Kotob vd., 1995;
Espin vd., 1999; Funa vd., 1999; Jacobson, 2000). Asetattan poliketid sentaz yolagi
araciligiyla sentezlenen allomelaninler ise genellikle siyah veya kahverengidir ve
dihidroksinaftalen (DHN) melaninler olarak da bilinirler (Alp,2000). Funguslarda
bulunan en 6nemli melanin tipleri 1,8-dihidroksinaftalen (DHN-melanin) ve DOPA-
melanindir. Bazi funguslar (6r: Cryptococcus neoformans) ekosistemde varolan
DOPA’nin oksidatif ¢apraz baglarindan melanin tiretmektedir (Butler ve Day, 1998).
Ama ekonomik olarak 6nemli ve genis yayilim gosteren Alternaria, Cochliobolus,
Colletotrichum, Gaeumannomyces, Magnaporthe ve Verticillium gibi fungus
tiirlerinin de iginde bulundugu bitki patojenleri 1,8-dihydroxynaphthalene (DHN)'den
melanin sentezlerler (Kubo ve Furusawa 1991; Tanabe vd., 1995). insan deri
mukozlarmma neden olan bircok fungus (6r.Exophiala dermatitidis, Sporothrix
schenckii) da DHN melanin tiretmektedir (Dixon vd., 1991; Nosanchuk vd., 1998;
Schnitzler vd., 1999).
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Sekil 1.7. Omelanin sentez yolagi (Plonka ve Grabacka, 2006).
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Sekil 1.8. Feomelanin sentez yolagi (Plonka ve Grabacka, 2006).
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Sekil 1.9. A- Allomelanin sentez yolagi (DHN melanin sentezi) B- Tirozinazdan
pyomelanin sentezi (Plonka ve Grabacka, 2006).
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Memelilerde melanin sentezi, tirozinaz tarafindan katalize edilmekte ve
melanin sentez yolaginda tirozin veya dihidroksifenilalanin kullanilmaktadir.
Mikroorganizmalarda ise melanin, fenoloksidazlar (tirozinaz, lakkaz, katekolaz)
ve/veya poliketid sentaz yolagiyla sentezlenmektedir. Tirozinazlarin aksine lakkazlar
tirozini  3,4-dihidroksifenilalanine  (L-dopa) doniistiremez (Nosanchuk ve
Casadevall, 2003). Lakkaz ise fenolik substratlardan melanin sentezini
katalizlemektedir (Messerschmidth ve Huber,1990).

DHN melanin iireten funguslar bu sekonder metaboliti polyketid sentez
yolagiyla yaparlar. Funguslarda bu yolla sentezlenen melaninin organizma
icerisindeki konumu ¢ok fazla bilinmemesine karsin 1,8 DHN’nin sitoplazma
icerisinde sentezlendigi ve ardindan hiicre duvari igerisine, oradan da lakkaz
tarafindan katalizlenen son polimerizasyon basamagi sonrasinda ekstraseliiler
matrikse ihra¢ edildigi distinilmektedir (Bell ve Wheeler, 1986; Butler ve
Day,1998).

1.6.1. Polyketid Sentaz Yolagi ve Trisiklazol

Funguslarin ticari acidan Onemli bir¢ok tarim iirlinline zarar verdiginin
anlagilmasindan beri funguslarda pigment biyosentezi ile ilgili bir¢ok caligma
kahverengi ve siyah funguslar iizerine yogunlasmistir. Bilinen bazi insan ve bitki
patojenleri polyketid yolagiyla onciillerden melanin sentezlemektedir. Bunlardan
bazilari: Aspergillus nidulans, A. niger, Alternaria alternata, Cladosporium carionii,
Exophialajeanselmei, Fonsecaea compacta, F. pedrosoi, Hendersonulatoruloidii,
Phaeoannellomyces wernickii, Phialophorarichardsiae, P. verrucosa, Wangiella
dermatitidis ve Xylohyphabantiana’dir (Taylor vd., 1987; Wheeler,. 1983; Wheeler
ve Bell, 1988).

1,8-DHN melanin sentezinde ilk basamakta onciil madde olarak kullanilan
asetattan 1,3,6,8-tetrahidroksinaftalen (tetrahydroxynaphthalene) (1,3,6,8-THN)
sentezlenmektedir. Ardindan sistalon’a (Syctalona) indirgenir ve syctalonun
dehidrasyonu sonucu da 1,3,8-trihydroxynaphthalene (1,3,8-THN) olusmaktadir.
1,3,8-trihydroxynaphthalene (1,3,8-THN) rediiksiyon ve dehidrasyon basamaklari
sonrasi 1,8-dihydroxynaphthalene (1,8-DHN) doniismektedir. Sonug olarak da DHN
melaninin polimerizasyonu ile 1,8-DHN melanin olusumu tamamlanmaktadir (Tsai
vd., 1999).
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Sekil 1.10. 1,8 DHN melanin iiretim basamaklari (Tsai vd., 1999).
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Melanin, patojen mikroorganizmalarin viriilansinda artisa neden olarak bu
organizmalarla miicadeleyi gii¢lestirmektedir. UV-C ve gama radyasyon gibi
sterilizasyon i¢in kullanilan 1sinlarin bile melaninli funguslar1 yok etmede yetersiz
kalmasi, insan patojeni olan pek ¢ok fungusun gitgide antifungal ilag duyarliliginin
azalmast sonucu fungusa direclilik saglayan melanin pigmentini inhibe ederek
miicadele etme yontemleri 6nem kazanmistir. Sentetik melanin ile inkiibe edilmis
amfoterisin B ve sentetik melanin ile inkiibe edilmis kaspofungin ile yapilan zamana
bagl letalite calismasinda C.neoformans i¢in belirlenen sag kalim oranlari, melanin
ile islem gérmemis amfoterisin B ve kaspofungin uygulandiginda belirlenen sag
kalim oranlarina gore belirgin olarak daha yiliksek bulunmustur (Nosanchuk ve
Casadevall, 2006; Van vd., 2002). Ozellikle uzak doguda énemli bir besin kaynag
olarak pring bitkileri kullanilmaktadir. Bu bitkilerde ekonomik kayiplara sebebiyet
veren “rice blast hastaligi” etkeni Magnaporthe grisea’ya karsi fungusit olarak
kullanilan isoprothiolane ve kitazin P (IBP) (phosphatidy choline biyosentezini
inhibe eden bir organofosfata (Ou, 1985; Katagiri ve Uesugi, 1977) alternatif olarak
trisiklazol (Tricyclazole) kullanilmakta ve basarili sonuglar elde edilmektedir (Zhang
vd., 2009).

DHN melanin sentezi inhibitorii trisiklazol (Tc) sentez sirasindaki iki

rediiktaz basamagini da inhibe eden bir agrokimyasaldir (Howard ve Valent, 1996).

OH OH
Acetyl CoA R— (o))
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1,3,6,8-THN Scytalone 1,3,8-THN Vermelone
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Sekil 1.11. Fungusit olarak kullanilan trisiklazol (Tc) polyketide sentez yolagi
vasitasiyla tiretilen DHN melanin sentezini iki basamakta inhibe edebilir (Howard ve
Valent, 1996).
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Trisiklozollin melanin iiretimini inhibe etmesi sonucu olusan turuncu kirmizi
ve kahverengi birkag pigment kimyasal olarak heniiz tam anlamiyla
belirlenememistir ama trisiklozol varliginda iiretilen fungusta DHN-melaninden
salinan 2 -hydroxijuglon, flaviolin gibi bilesiklerin oksidasyon firiinlerinin artis

gosterdigi belirtilmektedir (Butler vd., 2009; Okamoto vd., 2001).

1.7. Melaninin Hiicrelerdeki Yerlesimi

Melaninin hiicrelerdeki yerlesimi organizmalar arasi farklilik gostermektedir.
Memelilerde melanin, 6zel vakuoller olan melanozomlarda yer almaktadir
(Nosanchuk ve Casadevall, 2003). Mikrobiyal melaninler ise hiicre i¢inde veya hiicre
disinda  bulunabilmektedir. Alternaria spp.’de  DHN melanin sitoplazmada
sentezlenmekte ve hiicre duvarina tasinarak burada lakkaz tarafindan polimerize
edilmektedir (Thomma, 2003). Mikrobiyal melanin en fazla hiicre duvarinin dis
tabakasinda bulunmaktadir. Ayni zamanda C. neoformans, Cochliobolus sp. ve
Alternaria sp. gibi tiirlerde ise melanin, konidyalarda da bol miktarda
sentezlenmektedir (Takano vd., 1997).

Hiicre duvarinda bulunan melanin, ayni boyutta, ¢ok sayida farkli
graniillerden olusmakta ve bu graniiler yap1 ¢esitli bilesiklere baglanmaya olanak
taniyan yiizeyin genis olmasini saglamaktadir (Nosanchuk ve Casadeval, 2003).
Bitkilerin patojenik fungal parazitleri, gelistirdikleri melanize konidyalar veya
appresorya adi verilen oOzellesmis organelleri aracilifiyla, bitki yiizeylerine
adezyonunu ve konakc¢i dokular: igine hiflerin penetrasyonunu kolaylastirmaktadir
(Howard ve Valent, 1996). Ayrica appresoryumlardaki melanin araciligiyla
gerceklesen basing artist ve bu yiiksek basincin neden oldugu itici gli¢ patojenin
konakg1 bitki igerisine mekanik penetrasyonunu da saglamaktadir (Howard ve
Ferrari, 1989). Melanin biyosentezinin inhibe edilmesi ile fungus yiiksek basing
olusturamaz ve boylece appresoryalar konak¢1 dis zarma penetre olamaz (Kubo ve
Furusawa, 1991). Melanin ¢esitli mekanizmalarla mikroorganizmalarin viriilansinda
artisa neden olarak tarimsal ya da tibbi agidan patojeniteye neden olan
organizmalarla miicadeleyi zorlastirmaktadir. UV-C, gama radyasyon gibi

sterilizasyon i¢in kullanilan 1sinlarin, kaspofungin ve amfoterisin B gibi antifungal
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ilaglarin miicadelede yetersiz kalmasi, melaninin etkili ilag gelistirilmesinde ideal bir

hedef molekiil durumuna gelmesine neden olmustur (Kubo ve Furusawa, 1991).

1.8. Ultraviyole Radyasyon

Elektromanyetik radyasyonun ana kaynagi gilinestir. Gama, X, ultraviole
isinlar1 (mor Otesi), goriiniir 151k, infrared 1sinlar, mikrodalgalar ve radyo dalgalar
elektromanyetik radyasyonu olusturmaktadir. Radyasyon iyonize ve iyonize olmayan
radyasyon olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Iyonize radyasyon, parcacik olarak
adlandirilan belli bir kiitleye ve enerjiye sahip ¢ok hizli hareket eden pargaciklarla
(alfa, beta ve noétron), belli bir enerjiye sahip ancak kiitlesiz olan dalga tipi
radyasyondan (gama ve X 1sinlar1) olusmaktadir. Iyonize olmayan radyasyonun
(mikro dalgalar, goriiniir 151k, kizil 6tesi, radyo dalgalari, UV) ise sadece dalga tipi
bulunmaktadir (Biilbiil, 2003).

Ultraviyole (UV) radyasyon, giinesten gelen 1sik enerjisinin bir seklidir.
Giines elektromanyetik spektrum diye bilinen bir dizi enerji yayar. Enerjinin degisik
sekilleri, dalga boylarina gore siniflandirilmaktadir. En kisa dalga boylu radyasyon
en fazla enerjik olandir. UV radyasyonu 320-400 nm arasinda UVA, 280-320 nm
arasinda UVB ve 200-280 nm arasinda UV-C olmak iizere ii¢ kategoride
siiflandirabilir (Bogazici, 2000). Ultraviyole (UV) radyasyon, yeryiiziine erisen
giines enerjisinin bir parcasidir. Yeryiiziine ulasan giines radyasyonunun yaklasik %
5' ini olusturur ve dalga boylar1 100-400 nm arasindadir. Araligin % 95-98'i UVA, %
2-5't UVB'dir, UV-C yeryiiziine ulagmadan stratosferik ozon tabakasinda
emilmektedir. Eger normalin iistiinde miktarda UV diinyaya ulagsaydi, en kisa dalga
boylu UV radyasyonu (UV-C) canlilar {izerinde ¢ok ciddi boyutlarda biyolojik zarara
neden olabilirdi (Karaduman, 1999). UVA, UV radyasyonun en az zararl seklidir ve
ozon tabakasinin i¢inden dogrudan gecerek diinyaya biiyiik oranlarda ulasmaktadir.
UVB radyasyon potansiyel olarak ¢ok zararlidir. Giinesin UVB radyasyonunun ¢ogu
stratosferde ozon tarafindan yutulur. UV-C radyasyon ise ¢ok enerjik oldugundan
canlilar tlizerinde potansiyel olarak bilinenen en zararli iyonize olmayan isindir
(Berkow, 1997). Stratosferik ozondan bagka giines 1sinlarinin yeryiiziine egik veya
dik gelmesi, yeryiiziine ulasan UV radyasyon miktarini etkileyen faktorlerden biridir.

Bunun yaninda, giinesin giin icerisindeki konum degisikligi de, atmosfer igerisinden
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gecen UV radyasyon miktarini etkilemektedir. Giines gokyliziinde algak oldugunda,
sabah ve aksam saatlerinde 1sinlar atmosfer icerisinde daha uzun bir mesafe kat
etmektedir ve su buharn ile diger atmosferik bilesenler tarafindan sacilmaya
ugrayabilir ve yutulabilirler. Giines kendisinin en yiiksek noktasinda oldugunda
(6glen), yani giin ortast civarinda UV'nin daha biiylik miktarlar1 diinyaya ulasir.
Ayrica topografik yiikseklik de etkilidir. Bulut diinya ylizeyine erisen UV
radyasyonun miktar1 {izerinde dnemli bir etkiye sahiptir. ince bulut &rtiisiinden ¢ok
daha fazla UV radyasyon geg¢isi olur (Bogazici, 2000). Yagis kosullar1 ve hava
kirliligi de UV taginim miktarin1 azaltmaktadir. Zararli UVB radyasyonu statosferik
ozonun konsantrasyonuna bagli olarak yer yiizeyine ulagir. UVB 'nin yer yiizeyine
ulagmasini stratosferik ozon, bulutlar, havada asili kalan partikiiller ve aerosoller
engellemektedir. Bulutlar, UV iginlarmi  degisik  yonlerde absorbe edip
dagitmaktadirlar (Lubin, 2002; Mutlu vd., 2003).

1930 yilinda Westinghouse UV lambalarinin gelistirilmesi ve germisidal
etkilerinin kanitlanmasi i¢in ¢aligmalar yapmistir. Sonug olarak ultraviole 1sinlarinin
bakteriler, viriisler, funguslar gibi organizmalar {izerinde inaktive edici etkisi oldugu
kanitlanmistir. UV 15181, 151k kaynagi olarak kullanilan lambalarda cam tiip
icerisindeki diisiik basingli civa buharmin i¢inden akan elektrik akimi sayesinde
tiretilir. Elektromanyetik radyasyon mikroorganizmalar i¢in zararlidir. Gama, X ve
UV 1simlart gibi diistik dalga boylu, yiiksek enerjili elektromanyetik radyasyonlar
organizmaya temas ettiginde enerji hiicreler tarafindan absorbe edilir ve hiicreye
zarar vererek hiicre dliimiine neden olabilir (Ozkiitiik, 2007).

UV 1gmlart (germisidal) herhangi bir mikroorganizmayi 6ldiirmek igin 1siya
gereksinim duymazlar bu sebeple mikrobiyal kontrollerde uzun siiredir yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Ancak funguslardaki radyasyon direngliligi melaninli
funguslarin gida sterilizasyonu igin uygulanan gama radyasyon ya da UV-C gibi

1sinlarla yok edilememesine yol agmaktadir (Dadachova ve Casadevall, 2008).
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Sekil 1.12. Elektromanyetik spektrum (Gtiler 1991).

250-260 nm dalga boyu, UV 1smimnin en etkin oldugu boélgedir. DNA, bu
dalga boyunu gii¢lii bir bicimde absorbe etmektedir. Absorbe edilen UV 1gminin
enerjisi, bitisik timin bazlari arasinda kovalent bag olusturarak timin dimerlerini
meydana getirmektedir. Olusan timin dimerleri DNA ipliklerinde katlanmalara neden
olmakta, boylece DNA’nin helikal yapisi bozulmaktadir. Bu durumda hiicre
bolinmesi Oncesi kromozom replikasyonu giiglesir. Kromozom, replikasyonu
yapilabilse dahi mutant hiicreler meydana gelmektedir. Timin dimerleri, DNA
replikasyonunu engellediginde oOldiiriicii olmaktadir. Bazi organizmalar DNA
hasarini onarabilir ve tekrar iireyebilecegi aktif bir duruma donebilir. UV 1s1n siddeti
yogun oldugunda hasar biiyiik olur ve onarim imkansizlasir (Sizer ve
Balasubramaniam, 1999; Guerrero ve Barbosa, 2004; Franz ve ark., 2009;
Koutchma, 2009). Aym1 zamanda UV 1sinlar1 serbest radikaller meydana getirerek

hiicrelerde oksidatif strese neden olurlar. Olusan bu serbest radikaller hiicrede
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biyomolekiillere hasar vererek, hiicrenin biitiinliigliniin bozulmasina, yaslanmasina

ve hiicre 6lumiine neden olabilmektedirler.

UVC isim

Sekil 1.13. UV-C iginlarinin DNA tizerine etkisi (Herring, 2010).

UV 1sminin 1s1ma siiresi veya siddeti arttikg¢a vejetatif hiicre oliimii fazlalasir.
Birim alana verilen ultraviole 1sininin enerjisinin 6l¢ii birimi mikrowattir. Sistemler
genellikle 30.000 pW/cm? - 40.000 pW/cm? 1sin yogunlugunu saglayacak sekilde

dizayn edilmektedirler.

Biyomolekiiler
bozukluklar
(Kimyasal Kademe)

Baslatic1 reaksiyonlar
(Fiziksel Kademe)

Biyolojik bozukluklar
(Biyoloji Kademe)

Hiicre 6limi

Iyonlagmalar

Uyarilmalar

Serbest radikaller
Niikleik asitler ve
proteinlerde hasarlar

Organizma Sliimi
Mutasyonlar

Kanser olusumu

Cizelge 1.3. Canlilarda radyasyon bozukluklarma yol agan olaylar (Ozalpan, 2001).

1.8.1. UV Radyasyon ile Melanize Fungus Habitatlarimmn Iliskisi

Melanize funguslar ve sporlari yeryiiziinde ¢cok genis dagilim gostermektedir.
Atmosfer siklikla yiiksek oranda (10*m®) fungal spor icermektedir ki bu bakteriyel
hiicre konsantrasyonlarindan ¢ok daha yiiksek bir miktardir (Yanagita, 1990).
Havada bulunan fungal sporlarin baskinligr ve bulunma siklig1 tiim diinyada rapor
edilmistir. Ornegin Ispanya’da baskin cins olarak Cladosporium, Ustilago, Pleospora

(Herrero vd., 2006), Israil ve Tiirkiye’de sirasiyla Cladosporium, Alternaria (Waisel
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vd., 1997; Sen ve Asan, 2001), Litvanya’da Cladosporium, Alternaria, Aspergillus
niger (Lugauskas vd., 2003), Brezilya’da Cladosporium, Leptosphaeria, Alternaria
(Zoppas vd., 2006), Afrika’da (Cladosporium, Alternaria, Arthrinium, A. niger
(Prospero vd., 2005) funguslarinin siklikla bulundugu rapor edilmistir (Horikoshi,
2011). Hiicre duvarlarindaki koruyucu melanin ve melanin benzeri pigmentasyon
sayesinde fungal sporlar UV radyasyon hasarina bakteri hiicrelerinden daha
direnclidir.

Bitki yapraklan ¢esitli fungal biyotalarin gelisimi i¢in ¢ok uygun bir ortam
saglamaktadir. Bitki yapragi mikobiyotasindaki melanin igeren funguslarin yiizdeleri
hesaplandiginda (Ellis ve Ellis’in Klasik kitabinda) Britanya adalarindaki bitkiler
tizerinde 4300 tiir tanimlanmustir; bu tiirler icerisinde melanize tiirlerin ezici bir
cogunlukta oldugu (% 95) belirlenmistir (Ellis ve Ellis, 1997). Portekiz’in Akdeniz
kiyilarindaki bitkilerden elde edilen mikrofungal komiinitelerde (Pereira vd., 2002)
ise melanin igeren tiirler (Aureobasidium pullulans, Cladosporium cladosporioides,
C. spherospermum, Alternaria alternata) toplam fungal izolatlarim % 80’ini
olusturmaktadir.

Bitki ortlisiinden yoksun kayalik yiizeylerde, sicak ve soguk ¢ollerde ayni
zamanda yiiksek daglarda goriilen karasal ylizeyler, lizerinde yasayan organizmaya
ekstrem ve zorlu bir yasam ortami saglamaktadir (Shilo, 1978). Ama bu ekstrem
kosullara ragmen kayalik yiizeyler serbest yasayan mikroskobik funguslarin ¢ok
Ozellesmis bir grubu tarafindan 1srarla yagsama alani olarak kullanilmaktadir (Staley
vd., 1982; Sterflinger ve Krumbien, 1995; Gorbushina, 2003). Kaya yiizeylerinde
yasayabilen bu funguslar MCF (microcolonial fungi) olarak adlandirilan ¢ok kii¢iik
koloniler olusturmaktadirlar. Mikrokoloniyal funguslar hiicre duvarlarinda yiiksek
konsantrasyonda siyah pigment bulundurarak yiiksek UV radyasyona ragmen hayatta
kalabilmekte hatta biiyiimeye devam edebilmektedir (Urzi vd., 1995).

UV radyasyonun topragin sadece 100 mikron derinligine niifuz edebildigi
bilinmektedir (Johnson, 2003). Ama topragin giines 151gina maruz kalan iist tabakasi
ise mikrofungal komineteler i¢in ¢ok Onemli bir yagsama ortamidir. Hemen hemen
analiz edilmis tiim ¢6l topraklarinda da koyu renkli mikrofunguslarin baskinliginin
tesbit edilmesi sasirtict olmamaktadir (Ranzoni, 1968; Christensen, 1981; Halwagy
vd., 1982; Skujins, 1984; Abdullah vd., 1986; Hashem, 1991; Ciccarone ve
Rambelli, 1998; Mulder ve El-Hendawy 1999, Zak, 2005). Israil Gazze

yakinlarindaki Negev ¢o6liinde incelenen mikrofungus tiirlerinin % 55’i melanin
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iceren mikrofunguslardir ve yayilim sikligi da cok yiiksektir (% 58-77 farkli
lokalitelerde). Bu funguslar Ulocladium atrum, U. botrytis, A. alternata, ve A.
chlamydospora olarak belirlenmistir (Ellis, 1971; Ellis, 1976). Funguslarin g¢ok
hiicreli spor morfolojileri ile birlikte melanin pigmentasyonu, ¢6ldeki yiiksek UV
radyasyon, ekstrem sicakliklar ve kurakliga ragmen ¢6l toprak mikobiyotasinin

yasayabilmesini saglamaktadir.

Alternaria Ulocladium
alternata atrum

Sekil 1.14. Negev ¢6lii merkezindeki Nahal Nizana bolgesinden alinan 6rnekler; A.
Toprak yiizeyindeki mikrofungal kominiteler (0-0,2 cm), B. 0,2-5cm lik derinlikten
izole edilen mikrofungal kominite (Horikoshi, K., 2011).

Col topraginin st tabakasinda yiiksek sicaklik ve UV radyasyon
maruziyetine ragmen yasayabilen ¢ok hiicreli konidyali, melanin igeren fungus
tiirleri bulunmakta (U. atrum, A. alternata, Embellisia phragmospora, Stemphyllium,
Pleospora tarda) iken tabakanin sadece 0,2 cm altinda ise agik renkli fungus
tirlerinin (Aspergillus, Penicillium, Fusarium ve Mortierella) kolonize oldugu
goriilmektedir (Horikoshi, K., 2011).

1.9. Melaninin Reaktif Oksijen Tiirleri ve Antioksidanlarla iliskisi

Melaninin polimerik yapisi, oksidasyon ve rediiksiyon olaylarinin es zamanli
gerceklesmesini saglamaktadir. Melanin pigmentinin Kinon (quinon) kisimlarinin
pigmentin bu redoks potansiyelinden sorumlu olan kisimlari olduguna inanilmaktadir
(Turick vd., 2011). Iyonize ya da iyonize olmayan radyasyon melanin bulunduran

fungus tilirlerinde pigmentin elektron yapisinda degisiklikler meydana getirerek
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radyasyonun neden oldugu ortaklagsmamis elektronlara karsi elektron tutucu (elektron
akseptorii) olarak gorev yapmaktadir (Coates vd., 2002). Melaninin elektron alici
olarak gorev almasi serbest elektronlarin hedef biyomolekiillere enerji aktarimini
engelleyerek molekiillerin yapisal olarak bozunmasimi da onlemektedir. Melanin,
radyasyon maruziyeti sonucu olusan eslenmemis elektronlar1 yakalayarak oksijenin
tekil oksijene donismesini de engelleyebilmektedir. Hatta melaninli funguslar
radyasyon uygulandiginda ¢ok cesitli ekstraseliiler indirgeyiciler de iireterek hiicre
zarindan melanine elektron transferi sirasinda devam eden oksidasyon maruziyetine
kars1 pigmente yeterli rediiksiyon giicii bile saglamaktadir (Turick vd., 2011).

Gama radyasyon melaninin donisiimlii  oksidasyonuna neden olarak,
melaninin NADH’a okside olabilme yetenegini artirmaktadir (Dadachova vd., 2007).
Bu sayede melanin miktar1 fazla olan organizmalarin ekstrem kosullara karsi

dayaniklilig1 da artmaktadir.

" : Ve

-
solunum zincirindaki elektron tagmime

H“/ S=HO

N
P

Olkside

H, \ . f s . Fe(lll)

veya HS ve diger slektron alictlar
"/ elektron taginiou —\.
H Redikts Fe(ll)
melanin

ATP

Sekil 1.15. Melaninin mikroorganizmalarda solunum zinciri sirasindaki elektron
tutucu Ozelliginin olas1 fonksiyonlarinin sematik gosterimi (Plonka ve Grabacka,
2006).

Canlilar 1s1nlandirildiklarinda radyasyon enerjisinin biiyiik oranda hiicredeki
su molekiilleri tarafindan absorplanmasi olasiligi ¢ok yiiksektir. Radyasyonun etkisi
ile su molekiilleri iyonlasirlar ya da uyarilirlar. Iyonlagma ile pozitif yiiklii bir iyon

ve hizl1 bir serbest elektron olusur (Ozalpan, 2001).
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H,O > H20+ +e

Bu olay1 izleyen c¢esitli sekonder reaksiyonlar ile degisik tipte serbest
radikaller meydana gelirler. Yaklasik 10" sn sonunda serbest elektron birgok
sekonder iyonlagsma olayina yol acarak enerjisini kaybeder ve ortamda su molekiilleri
tarafindan sarilarak hidrat elektron (e aq) haline gecer. Pozitif yiikli iyon ise, bir
hidrojen iyonu ile bir hidroksil radikali (OH) olusturacak sekilde ayrilir. Bu olaylarla
birlikte bir hidroksil radikali de meydana gelebilir (Ozalpan, 2001).

e » eaq
H,O" » H'+OH
e aq + H" » H

‘OH ve H' radikalleri su molekiillerinin uyarilmasi ve uyarilmis molekiiliin
ayrilmasi ile de meydana gelebilir. Ayrica olusan bu reaktif tlirler kendi aralarinda
reaksiyona girerek hidrojen peroksit gibi ¢ok reaktif bir molekiil de olusturabilirler
(Ozalpan, 2001).

HO — % H0*——» H +OH
H+H——  H,
OH+ OH —— H,0,

H-+ OH ——— H,0

Serbest radikaller diger su molekiilleri ile de reaksiyona girebilir ya da kendi
aralarindaki reaksiyonlar sonunda ortaya ¢ikan iriinlerle de tekrar reaksiyona

girebilir (Ozalpan, 2001).

H,0 + H ————  H,+ OH

H,O, + OH— H,O0 + HO»

Sonug olarak canlilar yaklasik % 70-90 oraninda su igerdigi icin, indirekt
etkiler direkt etkilerden daha 6nemlidir ve radyasyon hasarlarinin biiylik olciide

indirekt yoldan oldugu kabul edilmektedir.
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Melanin pigmenti giicli bir antioksidan Ozellige sahiptir. Antioksidanlar
cesitli nedenlerle olusan reaktif oksijen tiirleri (ROT) ile denge saglayarak,
organizmayl oksidatif strese karst korumaktadir. Bu savunma patojenik
mikroorganizmalar i¢in ¢ok daha bliyiik 6nem tasimaktadir; ¢linkii patojenler sadece
kendi iirettikleri ROT’ lara maruz kalmayip buna ek olarak konak¢inin savunma igin
irettii ROT’lara da maruz kalir. Eger bir parazit, konak¢inin dokularina zarar
vermek amaciyla reaktif oksijen tiirlerinin yikici etkisini kullanirsa ROT’larin kendi
hiicrelerine zarar vermesini engellemek icin koruyucu mekanizmalarinin patojen
olmayan organizmalara gore ¢ok daha gii¢lii olmasi gerekmektedir (Gessler vd.,
2007). Bu yiizden olusan yiiksek radikal miktarina karsi organizmalarin antioksidan
mekanizmalarmma ek olarak pigment olusumu gibi adaptasyonlar gelistirme
zorunlulugu dogmustur. Melaninin bulundugu organizmanin patojenitesini arttirmasi
da bu nedenledir.

Melaninin peroksidaz araciligiyla gerceklesen oksidasyonu, hidrojen peroksit
(H20y) ile reaksiyona girerek hidrojen peroksit miktarinda azalisa neden olarak veya
pigment enzimlere baglanip onlari inhibe ederek engellemektedir (Shcherba vd.,
2000). Yapilan bagka bir ¢alismada kurbagalarda ortaya ¢ikarilan bir mekanizmaya
gore ¢esitli stres kosullart altinda melanin SOD’ un gorevlerini iistlenerek siiperoksit
iyonlarinin dismutasyonunu katalizlemektedir (Jacobson vd., 1994). Ayrica fenol
oksidazin melanin {reten bir enzim oldugu ve melaninin siiperoksit iyonlarini
tiikkettigi goz Oniine alindiginda, melanin fizyolojik anlamda fenol oksidazin
regiilasyonunu saglamakta ve SOD’un tamamlayicis1 olarak gorev almaktadir
(Geremia vd., 1984; Sichel vd., 1991).

Melanin bir¢ok gecis metaline baglanabilmektedir (Swartz vd.,1992;
Jacobson, 2000). Melaninin metallere baglanmasi hiicredeki serbest radikallerin
konsantrasyonlarinin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica melanin pigmenti hiicre
icin gerekli temel metalleri bagladigi i¢in hiicrelerde depo olarak gorev almaktadir.
Ornegin melanin Fe (II)’yi ekstraseliiler sivida depolayabilmektedir. Pigmentin
elektronlar1 doniistiiriicii rolleri sayesinde metalleri okside ya da rediikte edebilir,
tekil elektron transferini kolaylastirir ya da inhibe edebilir. Bu sayede serbest radikal
olusumuna neden olan metalleri de etkili bir sekilde baglayabilmektedir. Ornegin Fe
(I), zayif selator (ADP) varliginda melanine baglanarak Fe (I1)’den ve H,O,’den
olusan  hidroksil  radikali  olusumunu inhibe edebilmektedir. = EDTA

(Etilendiaminetetraasetik asit) gibi giiglii selatorler varliginda ise melanin Fe (II)’e
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baglanamaz, Fe (Il) ve H,O; reaksiyona girer bdylece hidroksil olusumu kaginilmaz
olur (Jacobson, 2000). EDTA selatorii varliginda melanin Fe(II) miktarinda da
azalisa neden olur ama bunu Fe(Ill)’e baglanarak yapmaz; Fe (II)’nin HyO, ile
reaksiyona girerek hidroksil radikali iiretimi nedeniyle Fe (II)’nin ortamdan azalis1

sonucu ger¢ceklesmektedir (Pilas vd., 1988; Jacobson, 2000).

Fe (I1) + melaning, <«— Fe(lll) + melaningeg

Yapilan bu deneyler ve bilgiler 1s1ginda melaninin antioksidan sisteme
yardimcr gorev istlendigi kanitlanmistir. Ayrica radyasyon koruyucu bir molekiil
olarak radyasyonun oksidasyon etkisine yipranma olmaksizin ve uzun streli bir
koruma saglamasi belki de pigmentin en onemli o6zelliklerinden biri olarak
gosterilmistir (Turick vd., 2011). Melanin belirtilen bu mekanizmalarla organizma
icerisinde olusabilecek ROT’lar1 Onleyerek hiicreleri oksidatif strese karsi
korumaktadir. Bu da neden melanize funguslarin radyoaktif izotoplarla kontamine
topraklarda bol bulundugunu (Dighton vd., 2008), hatta diisiik dozlarda gama
radyasyonun melanize fungus biiylimesini stimiile ettigini ve bazi c¢alismalarda
funguslarin radyasyon kaynagina dogru biiylidiigiinii de agiklamaktadir (Dadachova
vd., 2007).

1.10. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla cift
olusturmamus elektron igeren yiiksek enerjili, stabil olmayan bilesiklerdir (Halliwell
ve Gutteridge, 1990). Baska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron alisverisine giren bu
molekiillere oksidan molekiiller veya reaktif oksijen partikiilleri de denmektedir. Bu
ciftlenmemis elektron, serbest radikallere biiyiik bir reaktiflik kazandirarak protein,
lipid, DNA, niikleotid ve koenzimler gibi bir¢ok biyolojik materyale zarar
vermelerine neden olmaktadir (Koca ve Karadeniz, 2012).

Oldukca kiigiik bir anaerobik bakteri grubu hari¢ organizmalarin ¢ogu i¢in
oksijen hayati bir 6nem tagimaktadir. Aerobik yasamin vazgecilmez eleman1 oksijen,
temel enerji seviyesindeki molekiiler oksijenin (O;) siiperoksit radikali (O"),

hidrojen peroksit (H20;) ve hidroksil radikaline (HO") doniisiimii nedeniyle toksik
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etkilere de sahip olmaktadir (Fridovich,1998). Hiicresel antioksidan diizeyinin ¢esitli
cevresel ya da biyolojik nedenlerle reaktif oksijen miktarlarina kars: yetersiz kalmasi
sonucu toksik bir etkinin baslamasi olayina oksidatif stres adi verilmektedir
(Altmisik, 2000). Oksidatif stres, giinlilk yasamda oksijenli solunumun kag¢inilmaz
sonuglarindandir.

Mitokondrilerdeki  oksijenli  solunumda oldugu gibi  ksenobiyotik
metabolizmasi, fagositik aktivasyon, ¢esitli sentez ve degradasyon reaksiyonlari gibi
birgok anabolik ve katabolik islemler sirasindaki endojen reaksiyonlarla molekiiler
diizeyde reaktif oksijen tiirleri olugmaktadir. Bunlardan O," radikali iyonize
radyasyon ve UV radyasyonu gibi hem c¢evresel etkenler hem de organizmadaki
enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimelerle kolaylikla fazla miktarlarda
olugsmaktadir. Canlilarda diger radikallerin olusumu ¢ogunlukla O, ™"nin birikmesine
baglidir ve bir kere bu radikaller biriktikten sonra bir seri zincirleme radikal

tepkimeler sonucu diger radikallerin olusumu da kaginilmazdir (Kelly ve vd., 1998).
1.10.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT) Simiflandirilmasi

Organizmada pek ¢ok tiirde ROT olugmaktadir.

1.10.1.1. Siiperoksit Radikali

Canlilarda diger radikallerin olusumu ¢ogunlukla O, nin birikmesine baglidir
ve bir kere bu radikaller biriktikten sonra bir seri zincirleme radikal tepkimeler
sonucu diger radikaller de olusur (Kelly vd., 1998).

Stiperoksit radikali (O,") neredeyse tiim aerobik hiicrelerde molekiiler

oksijenin (O,) bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusmaktadir. Siiperoksit

radikali kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikalin asil 6nemi, hidrojen peroksit

kaynagi olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.

F92+ + 0, > F93+ + O,”
Cu"+0, > Cu®* + 0,”

Orbitallerin tek elektron almasi ile siiperoksit anyonu (siiperoksit radikali,

0y), iki elektron almasi ile de peroksi anyonu (O,%) olusmaktadir (Halliwel ve
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Gutteridge, 1990). O," bir oksitleyici gibi davranip bir elektron daha aldigi zaman
olusan O,” ortamdan iki proton alarak H,O, olusturabilir veya Oy aldig1 elektronu
baska bir elektron aliciya vererek tekrar oksijene oksitlenip indirgeyici gibi
davranabilir. Ya da iki O," birbiri ile etkileserek biri oksitlenirken digeri indirgenir,

boylece H,0; ve O, meydana gelir (Nordberg ve Arner, 2001).

v

O, "+ 0Oy, + 2H"* O, + H,0O;
O2"nin ortamdan temizlendigi bu tepkimeye dismutasyon tepkimesi denir.
Stiperoksit radikali diisik pH degerlerinde daha reaktiftir, oksidan perhidroksi

radikali (HO,) olusturmak iizere protonlanir.

H+
O, <+—>» HOy

Siiperoksit radikali hem oksitleyici hem indirgeyici 6zellige sahiptir. Ornegin
ferrisitokrom c ya da nitro blue tetrazolium ile reaksiyonunda indirgeyici olarak
davranarak bir elektron kaybeder ve molekiiler oksijene okside olur (Ozbey, 2009).

Sitc (F93+) + Oy — O, +Sitc( F92+)

Siiperoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO") ile
birlesmesi sonucu bir reaktif oksijen tiirii olan peroksinitrit (ONOO ) meydana
gelmektedir. Peroksinitrit, nitrit (NO, ) ve nitrat (NO3 ) olusturmak iizere metabolize
edilmektedir. Peroksinitrit, azot dioksit (NO), hidroksil radikali (OH ), nitronyum
iyonu (NO,") gibi toksik iiriinlere doniisebilmektedir. Bu nedenle de nitrik oksitin

(NO") zararh etkileri peroksinitritden kaynaklanmaktadir (Kiling ve Kiling, 2002).

1.10.1.2. Hidrojen Peroksit

H,O,, oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da
stiperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyonu tepkimeleri sonucu
olusmaktadir. Yapisinda paylasilmamis elektron igermediginden radikal o6zellik
tasimaz. H,O,‘In oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin sebebi demir, bakir gibi metal

iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin onciilii olarak davranmasidir. H,O, ve

33



Fe?* varliginda Fenton reaksiyonu, siiperoksitradikali (O ) varliginda da Haber-
Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan
hidroksil radikalini (OH) olusturmaktadir (Koca vd., 2012).

O+ e+ 2H" — > H)O,
O, + 2e -+ 2H" - > H,0O,

Hidrojen peroksit 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile
tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur.
Bu formdaki demir ¢ok gii¢lii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle
biyolojik sistemlerde olusan H;O,nin derhal ortamdan uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Bu gorevi hiicrelerdeki onemli antioksidan enzimler olan katalaz ve
peroksidaz enzimleri yerine getirmektedir (Halliwell, 1984).

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil iiretimi, siiperoksit radikalinin
(O,7) dismutasyonu ile olmaktadir. iki siiperoksit molekiiliiniin, dismutasyonu
reaksiyonuyla iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni

olusturmaktadir (Ozbey,2009).

20, +2 H* » H,0,+0,

Bu reaksiyon, radikal olmayan iriinler meydana getirdiginden dismutasyon
reaksiyonu olarak bilinmektedir, ya spontan gerceklesir ya da siiperoksit dismutaz

(SOD) enzimi tarafindan katalizlenmektedir.

1.10.1.3. Hidroksil Radikali

Oksijen radikalleri i¢inde en reaktif ve toksik etkili olan1 "OH’dir. "OH,
Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten
olusmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi

sonucunda olusur.

02" + H,0, » OH +OH +0;
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Redoks katalizor olarak islev goren bir gecis metali, 6rnegin selat yapmig
demir varliginda Haber-Weiss tepkimesinin biyolojik sistemlerde de calistigi ve
onemli miktarda ‘OH iiretildigi bilinmektedir (Ahmad, 1995). O,;™nin bir kismi
kendiliginden dismutasyon ile H,O; olusturmakta ve biriken H>O,, O, ile etkileserek
‘OH yapmaktadir. in vivoda ‘OH yapimina neden olabilen 6nemli tepkimelerden birisi

Fenton tepkimesidir:

Fe?* + H,0, » Fe’' + OH+ OH

In vivoda 'OH iiretimi bakimindan en Onemli tepkime Haber-Weiss
tepkimesidir. In vivoda O, nin H,0, ile OH tiretmesi, selat yapmis demir

tarafindan katalizlenir.

Fe * (selat) + 0,7 ——» Fe 2* (selat) + O,
Fe % (selat) + H;0, ——» Fe* (selat) + OH + OH"

‘OH iretildigi yerde hemen her molekil ile tepkimeye girip radikal
tepkimelerini baslatabilir. ‘OH’nin yiiksek reaktivitesi nedeniyle istenmeyen toksik
etkilerinin yanisira, {iretimleri normal biyolojik fonksiyon ic¢in de gereklidir.
Fagositoz ve pek ¢ok enzimatik katalizin zorunlu bir pargasi olarak ‘OH iiretilir ve
kataliz olayma dogrudan katilir. Baz1 kimyasal bilesikler, canlida radikal yapimina

neden olduklari i¢in toksik etkilidirler. (Halliwell ve Gutteridge, 1990).

1.10.1.4. Singlet (Tekil ) Oksijen

Enerji absorpsiyonu ile oksijenin paylasilmamis dis elektronlar1 spinlerini
degistirebilirler. Oksijenin bu sekilde uyarilmis durumunda distaki iki elektron ayri
ayr1 veya ayni orbitali isgal edebilirler. Singlet oksijenin delta formununda iki
elektron aym orbitalde bulunur ve spinleri birbirine zittir, diger orbital bostur. *O,’ in
sigma formunda ise iki elektron ayri ayri orbitallerdedir ve dontigiimleri birbirine
zittir. Sigma formunun enerjisi daha fazladir, daha fazla stabildir. Delta formunun
yari omriiniin daha uzun olmast (2x10® s) nedeniyle gdzlenen kimyasal
reaktivitelerden delta formunun sorumlu oldugu kabul edilmektedir (Ahmad, 1995).
'0y’in her iki formu da aldig1 enerjiyi 151k enerjisi halinde vererek eski durumlarina

donebilirler (Y1lmaz, 2010).
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Haber-Weiss tepkimesi ile O, olusumu

metal
02" + H20, > 0,+ OH+ OH

102 ve ‘OH’nin {iretimi tlimiiyle ortamda Oy~ ve H,07’in birikmesine baglidir
(Khan ve Kasha, 1994; Yilmaz, 2010).

1.10.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynagi

Reaktif oksijen tiirleri organizmada eksojen ya da endojen kaynakli olabilir.
Endojen kaynakli radikal olusum mekanizmasinin basinda elektron transport sistemi
gelmektedir. Mitokondrial Elektron Transport Zincirinde makromolekiillerin
yikilmasiyla agiga c¢ikan elektronlar mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron

tasiyicilart araciligiryla molekiiler oksijene aktarilip su olusturulur.

O+ 4H™+ 4¢ — 2H,0

Elektronlarin elektron transport zincirinden kagip molekiiler oksijenle direkt

olarak reaksiyona girmesi siiperoksit radikalini olusturur.

O,+e - 0,7

Mitokondriyal solunum zincirinde akan elektronlarin yaklasik olarak %1-2" si
bu sekilde toksik bir iiriin olusturmak iizere sizintiya ugrar. Siiperoksit radikallerinin
tiretimi ve salinimi i¢ mitokondri membranindan sitozolik tarafa dogru olur (Kehrer,
1993).

Aminoasit oksidaz, sitokrom oksidaz, monoamin oksidazlar, ksantin oksidaz
gibi enzimler de endojen radikal iireten kaynaklardandir. Bunlardan 6zellikle ksantin
oksidaz piirin katabolizmasinin en son iki reaksiyonunu katalizleyen enzim olarak
iskemik kosullarda fazla miktarda O," iretir (Tortop, 2007). Enzim, hipoksantini
ksantine veya ksantini tirik aside oksitler. Bu reaksiyonda elektron alicis1 molekiiler

oksijendir (Southorn ve Powis, 1988).
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Hipoksantin+ H,O+ 20, —  Ksantin + 20,°+ 2H
Ksantin+ H,O+ 20, —  Urik asit + 20"+ 2H"

Solunum patlamas1 olayr da radikal iireten bagska Onemli bir endojen
kaynaktir. Notrofiller fagositoz sirasinda, membran ve sitoplazmalarinda
bulundurduklar1 NADPH oksidaz ve myeloperoksidaz enzimleri ile hem serbest
oksijen radikalleri hem de asir1 okside edici HOCI gibi ajanlar1 iireterek
karsilastiklar1 virus, bakteri, mantar gibi patojenleri yok ederler. Bu islemler
sirasinda hem ana hem de ara iirlin olarak ¢ok miktarda ROT olusmaktadir (Babior,

2000; Tortop, 2007).

©; —= Patlama

»
o Y
>Spontan Reaksiyonlar
vada SOD (

HO; Fe?* Fenton Reaksiyonu

—x
HOUCI’\&) Fel*

iveloperoksidaz —» Otis

= (Bakteri )
Né&trofillerin sitoplazmik
membranlarinin hasan
Sekil 1.16. Solunumsal patlama ile reaktif oksijen tiirlerinin olusumu (Altinisik,
2000).

Eksojen serbest radikal kaynaklarinin basinda radyasyon gelmektedir.
Radyasyonun indirekt etkisi atoma enerji transferi sonucu serbest radikaller
olusturarak molekiiliin par¢alanmasini kapsamaktadir. Biyolojik sistemlerdeki temel
molekiil su oldugu i¢in su genellikle radikal formasyonu ve ¢ogalmasi igin ortam
olustumaktadir. Su molekiilli enerjiyi absorblaymnca degerlik kabugunda
paylasilmamis elektron olan tekil oksijen ve biyolojik sistemler i¢in en tehlikeli olan

‘OH gibi iki serbest radikale (H ve ‘OH) ayrismaktadir (Tortop, 2007).

H-O-H —— > H" + OH (iyonizasyon)
H-O-H ——  H + OH (serbest radikaller) (Halliwell, 1994)
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Demir, bakir, kadmiyum, nikel, krom, civa, kursun gibi metal iyonlar1 da
serbest radikal olusumuna neden olmaktadir. Demir fenton reaksiyonu yoluyla en
giicli serbest radikal olan hidroksil radikallerinin (OH) olusmasini saglarken stabil
lipit hidroperoksitlerinin -~ peroksi ve alkoksi radikallerine  doniisimiini
hizlandirmaktadir (Halliwell, 1994; Suzer vd., 2000).

H,0,+ Fe¥* —— 5 HO, + H'+Fe*

H0, + Fe* ———— OH+OH +Fe*

Gegcis metalleri, lipid hidroperoksitlerinin (LOOH) parcalanmalarini saglar ve
lipid  peroksidasyonunun  zincir  reaksiyonlarmi  Kkatalizleyerek  radikal

olusturmaktadir.

Lipit- OOH + Fe*(Cu") ——» Lipit- O- + Fe*}(Cu*?) + OH’
Lipit- OOH + Fe*¥(Cu*?) ——» Lipit- 0O~ + Fe*?(Cu™*) + H*

1.10.3. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, niikleik asitler (DNA), karbohidrat
ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler. Siiperoksit radikali (O;") ve
hidroksil radikali (OH) sitoplazma, mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum
membranlarinda  lipid  peroksidasyonunu  baglatir.  Membranlarda  lipid
peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran gecirgenligi artar. Serbest
radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein siilthidril gruplar1 ve diger aminoasit
kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur. Eger
serbest radikaller, radikal yok ediciler tarafindan yakalanamazlar ise sitotoksisite

ortaya cikar.
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Etkilenen bilesik Sonuglar

Doymamig aminoasitler ve kiikiirt i¢eren | Protein denatiirasyonu

aminoasitler Capraz baglanma

Enzim inhibitasyonu

Organ ve hiicre gecirgenliginde degismeler

Niikleik asit bazlar1 Hiicre degisiminde gelismeler

Mutasyon
Karbonhidratlar Hiicre ylizey reseptorlerinde degisim
Doymamus lipitler Kolesterol ve yag asitlerinin oksidasyonu
Kofaktorler Nikotinamit ve flavin igeren kofaktérlerin

aktifliginde azalma
Askorbat ve porfirin oksidasyonu

Antioksidanlar a-tokoferol ve B-karoten gibi antioksidanlarin
aktifliginin azalmasi

Proteinler Denatiirasyon
Peptit zincirinde kirilmalar

DNA Baz modifikasyonlari
Zincirde kirilmalar

Cizelge 1.4. Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi molekiiller (Akpoyraz ve Durak,
1994).

1.11. Antioksidan Savunma Sistemleri

ROT olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in viicutta
bircok savunma mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalar “antioksidan savunma
sistemleri” veya kisaca ‘“‘antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidanlar serbest
radikalleri noétralize etmek icin karsilikli etkilesim halinde olan endergonik ve
ekzergonik kaynakli, ¢ok c¢esitli bilesiklerdir. Bu bilesikler enzimatik olmayan
antioksidanlar (C vitamini, E vitamini, karotenoidler, glutatyon (GSH), melatonin,
selenyum-¢inko gibi mineraller, koenzimQ10, kareteneoidler, lutein, zeaksantin,
astaksantin, likopen, flavonoller, lipoik asit, gibi), antioksidan enzimler (SOD,
katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz gibi), metal baglayici proteinler
(ferritin, alblimin, laktoferrin, seruloplasmin gibi) ve bitkilerde yaygin sekilde

bulunan ¢esitli antioksidan fitonutrientlerdir (isbilir, 2008).
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Vitamin E

B—carotene

Vitamins C and E
B—carotene

catalase

sSOD Vitamin C

- glutathione

Lipid bilayer =L peroxidase
of all cellular

membranes SOD +

Vitamin E + glutatathione peroxidase +

B—carotene GSH

Sekil 1.17. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin semasi (Altinisik,
2000).

Antioksidanlar etkilerini iki sekilde gosterirler:
1. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi;

v Baslatic1 reaktif tiirevleri uzaklastirici etki

v" Oksijeni uzaklastirict veya konsantrasyonu azaltici etki

v' Katalitik metal iyonlari uzaklastirici etki

2. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi;

v" Toplayici (scavenging) etki: Reaktif oksijen tiirlerini (ROT) etkileyerek
onlar1 tutma veya ¢ok daha az reaktif baska bir molekiile doniistiiriilmesi
(6rnegin: Enzimler),

v' Bastirici (quencher) etki: Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ile etkilesip
onlara bir proton ekleyerek aktivite gostermesi (6rnegin: Vitaminler),

v" Onarici (repair) etki: Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamir edilmesi
(6rnegin: Glutatyon),

v' Zincir kirici (chain breaking) etki: Reaktif oksijen tiirlerini ve zincirleme
reaksiyonlar1 baglatacak diger maddeleri kendilerine baglayip (6rnegin: Fe

selatorleri) zincirlerini kirarak fonksiyonlarini énleyici etki (Ozbey, 2009).
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1.11.1. Enzimatik Antioksidanlar

1.11.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD: EC 1.15.1.1)

SOD, oksijeni metabolize eden biitlin hiicrelerde bulunan ve O, ’nin H,0,’e

dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir (Fridovich, 1995).

SOD
O, + 0, + 2H" — Hy0,+ 0Oy

Biitiin canlilardaki SOD enzimleri, kofaktor olarak igerdigi metal iyonuna
gore smiflandiriimaktadir (Fridovich, 1995; Yilmaz, 2010). Intraseliiler olarak;
prokaryotlarda matrikste Mn-SOD, periplazmik boslukta Fe-SOD, okaryotlarda ise
sitozol ve nukleusda Cu-Zn SOD bulunmaktadir (Kilig, 1985). Cu-Zn SOD en
yiiksek katalitik aktiviteye sahip dismutazdir ve 6karyotik hiicre sitozoliine ek olarak

eritrositlerde de bulunmaktadir.

1.11.1.2. Katalaz (CAT: EC 1.11.1.6)

H,0,, O, radikalinin dismutasyon tiriinlerinden birisi olup peroksidazlar ya

da katalaz tarafindan detoksifiye edilmektedir.

CAT
H,0, ——» 2H,0 +0,

Hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde bulunan CAT, birbirinin aynis1 dort alt
tiniteden olusan yaklasik 240 kDa agirliginda tetramerik bir molekiildir. Genellikle
peroksizomlarda bulunan katalaz, SOD ve peroksidaz gibi enzimlerle birlikte aerobik
hiicrelerde siiperoksit radikalleri ve hidrojen peroksite karsi savunmadan sorumludur
(Sonntag, 1992). Bu yiizden de katalaz hiicrelerin savunmasinda SOD enzimi ile

birlikte cok dnemli bir gorev yiiklenmistir (Kota ve Misra, 2005).
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1.11.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx; EC 1.11.1.9)

Sitosolik glutatyon peroksidaz sitosolde ve mitokondrial matriksde bulunur
ve sitotoksik hidroperoksitlerin uzaklastirilmasi i¢in ¢ok o6nemli bir enzimdir.
Omurgali tiirlerinde enzimin katalitik aktivitesi i¢in bir hidrojen donérii olan
glutatyona (GSH) mutlak gereksinimi vardir. Enzim H,0O,’1 iki HO molekiiliine ve
membran peroksitlerini (ROOH/LOOH) H,O ve herhangi bir etkisi olmayan bir
molekiil olan alkole (ROH/LOH) indirgemektedir.

GPx
H,0, + 2GSH —» 2H,0 + GSSG

GPx
LOOH +2GSH —» H,0 + LOH + GSSG

Enzim ayn1 inkiibasyon kosullarinda H,0O,, etil hidroperoksit,
tertbutilhidroperoksit, kiimene hidroperoksit, linoleik asit hidroperoksit ve niikleotid
veya steroid tiirevli hidroperoksitleri birbirlerine yakin degerlerde indirgeyebilir.
GPx 76-105 kDa agirliginda tetramerik bir proteindir. Her bir molekiil dort selenyum
atomu igermektedir. Selenyum, enzimin katalitik merkezinde ve selenosistein
selenolat olarak bulunur. Hidroperoksit reaksiyonlarinin katalizlenmesi birkag
basamakta yiiriimektedir. Once enzimin katalitik merkezi hidroperoksiti indirger ve
enzim yiikseltgenir, ikinci basamakta, okside enzim bir molekil GSH ile bir
kompleks meydana getirir, liclincli basamakta, kompleks bagka bir molekiil GSH’1
kullanarak enzim baglangic durumuna doniisiirken iki molekiil GSH, okside

glutatyonu (GSSG) olusturarak okside olmaktadir (Ahmad, 1995; Yilmaz, 2010).

1.11.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GR: EC 1.6.4.2)

Glutatyon rediiktaz, GPx vasitastyla hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu
olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH)

donisimiinii katalize etmektedir.

GR
GSSG + NADPH +H" ————— 2GSH + NADP*
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GSH, ¢evredeki oksidan molekiillerin etkisini kendi iizerine ¢ekerek hiicrenin
fonksiyonel proteinlerinin oksidasyonunu engellemektedir. Ayn1 zamanda oksijen
radikallerinin biyolojik molekiillere saldirmasi sonucunda meydan gelen peroksitleri
ortadan kaldirmak i¢in bazi peroksidaz enzimler tarafindan da kofaktér olarak
kullanilmaktadir. Bunun sonucunda kendisi oksitlenerek okside glutatyona
doniismekte ve olusan bu okside glutatyonun da rediikte glutatyon haline doniistimii
GR enzimi tarafindan katalizlenmektedir (Ozbey,2009).

Siiperoksit dismutaz Fe?* Fe*

202'- I — HzOz % OH
7 x>

2H" 0O,
2GSH NADP”*
H,0, Glutatyon Glutatyon
peroksidaz rediiktaz
GSSG \ NADPH"
H+

2H,0+0, 2H,0

Sekil 1.18. Glutatyon rediiktaz.

1.11.1.5. Glutatyon S-Transferaz (GST, EC 2.5.1.18)

Glutatyon S-transferazlar (GST), her biri iki alt birimden olusmus bir enzim
ailesidir. Glutatyon S-transferazlar (GST), basta arasidonik asit ve lineolat
hidroperoksitleri olmak {tizere lipid peroksitlerine karsi selenyum-bagimsiz GPx

aktivitesi gostererek bir antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar.

GST
ROOH + 2GSH » GSSG + ROH + H,0
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Glutatyon S-transferazlar (GST) katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida
fonksiyona sahiptirler. Bunlar hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre i¢i
baglayici ve tastyici rolleri vardir. GST'ler, karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi
tarafindan reaktif ara tirlinlere doniistiiriilen yabanci maddelerin daha az reaktif

konjugatlara doniisiimiinii katalizlerler (Ozbey, 2009).
1.11.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
1.11.2.1. Glutatyon (GSH, y-L-glutamil-L-sistein-glisin)

Tiyol gruplari, enzimatik reaksiyonlar araciligiyla ve serbest radikalleri
yakalamak suretiyle gorev yapan hiicresel antioksidanlardir. Tiyol grubu tasiyan bir
tripeptid olan glutatyon, serbest radikallerin yikici etkilerini Onleyen veya azaltan
transferazlar, peroksidazlar gibi birgok enzimin substrati olarak gorev yapmaktadir.
Suda ¢oziinebilen bir tiyol olan ve bir¢ok hiicrede ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda
bulunan glutatyon, biyolojik membranlari lipid peroksidasyonuna kars1 korumaktadir
(Mascio vd., 1991; Koca ve Karadeniz, 2012). Glutatyon ayn1 zamanda hiicre i¢inde
102, O,-", ‘OH gibi bir¢ok zararli oksidanla enzim katalizi olmaksizin da reaksiyona
girmektedir. Bu sayede hiicreleri oksidatif hasara karsi korumakta ayn1 zamanda da
aminoasitlerin transportunda gorev almaktadir (Larson, 1988; Koca ve Karadeniz,
2012).
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2. KAYNAK OZETLERI

Jacobson ve arkadaslar1 1995 yilinda yaptiklart ¢aligmada, 1,8 DHN melanin
ireten A. alternata ve Wangiella dermatitidis funguslarinin yabanil ve albino suslari
oksidan ajan olarak permanganat, hipoklorit ve hidrojen peroksite maruz
birakilmistir. Permanganat ve hipoklorit gibi oksidanlari, yabanil susun albino
susundan daha fazla nétralize edebildigi ve daha yiiksek dozlara dayanabildigi
saptanmistir. Wangiella dermatitidis’in yabanil tipinde ise melaninin H,O, oksidan
ajanina kars1 fungusu koruyamadig1 belirlenmistir (Jacobson vd., 1995).

Belozerskaya ve arkadaslar1 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada A. alternata,
Cladosporium cladosporoides, Mucor hiemalis, Paecilomyces lilacinus gibi Cernobil
reaktorlerinden izole edilen radyotrofik funguslari, H,O, ve diisiik glukoz igeren
besiyeri gibi ¢esitli stres faktorlerine maruz birakmislardir. Olusturulan yiiksek
oksidatif stres sonucu funguslarin hifsel bliyiime oranlar, SOD ve CAT enzim
degisimleri Dbelirlenmistir. Bu ekstermofilik funguslarin antioksidan enzim
aktivasyonu ve melanin iiretiminin arttigi tesbit edilmis ayrica SOD, katalaz ve
melanin gibi antioksidan savunma sistemi mekanizmalariyla gesitli stres faktorlerine
kars1 ¢ok direngli olduklari belirlenmistir (Belozerskaya vd., 2010).

Zhdanova ve arkadaslar1 1997-1998 yillar1 arasinda yaptiklar1 ¢alismada;
Cernobil reaktorlerinden A. alternata tiiriinii de igeren 37 tiir 19 cins barindiran
fungus izole edilmistir. Funguslar niikleer gii¢ santrallerinde izole edildikleri bolgede
maruz  Kkaldiklar1  radyasyon diizeyine gore kiyaslanmigtir.  Radyoaktif
kontaminasyonun artigina bagl olarak agir kontamine alanlarda melanin bulunduran
tiirlerin biyogesitliliginin ve yayilimmin arttigi tesbit edilmistir (Zhdanova vd.,
2000).

Braghini ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklar1 ¢aligmaya gore tahil bitkisi
izerine inokiile edilen A. alternata belirli dozlarda gama radyasyona maruz
birakilmistir. Diinya saghk orgiiti (WHO) verilerine gore 4-6 kGy gidalardaki
fungus varligin1 tamamen inhibe ettigi bilinmektedir, ama yapilan bu ¢aligmada A.
alternata’nin 5 kGy lik radyasyon dozunda sadece biiyiimesi yavaslamis, ancak
10kGy lik radyasyonda fungal biiyiime tamamen inhibe olmustur (Braghini vd.,
2009).

45



Shcherba ve arkadaslarinin 1999 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; makromycetes
ve mikromycetes grubu igerisindeki baz1 funguslardan melanin izole edilmistir. O-
dianisidine (DA) peroksidaz enzimi ile bakteriyofaj-A DNA’sinda hasar
olusturulmustur. DNA daki bu oksidasyon hasari niikleik asit molekiillerinin ¢apraz
baglanma hareketlerinin elektroforetik incelemesiyle —saptanmustir. Indirekt
karsinojenlerden olan Benzidine (BD) ve methyl (3,3'-dimethylbenzidine, DMBD ve
3,3',5,5' tetramethylbenzidine, TMBD) tiirevlerinin de fungal melaninler tarafindan
inhibe edildigi belirlenmistir. A. alternata’dan izole edilen fungal melaninler
tarafindan benzidine ve tiirevlerinin 200 pg/ml sinin neden oldugu hasar iki kat
azaltabildigi gbzlemlenmistir (Shcherba vd., 1999).

Geng ve arkadaglarinin 2008 yilinda yaptiklari ¢alismada; farkli dozlardaki
UV radyasyonu sonucu DNA plazmiti iizerinde melaninin koruyucu roliiniin
belirlenmesi amaglanmistir. Florometrik oOlglimler melaninin, UVA radyasyonu
sonucu ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerini (SOR) pigment konsantrasyonuyla
dogru orantili olarak noétralize edebildigini gozlemlemislerdir. Ayni1 zamanda
melaninin UVB radyasyonu altindaki DNA plazmitinin koruyucu etkisi, melanin
tarafindan korunmayan DNA’ya gore 10 kat daha fazla oldugu saptanmistir. UV-C
radyasyonu sonucu olusan DNA hasari (zincir kiriklar), laser-induced fluorescence
capillary electrophoresis yontemi ile belirlenmistir. UV-C altinda melaninin
koruyucu etkisi olmadan siiperkoil plazmit yapisinin bulunma yiizdesi % 80 den %
S'lerin altmma diigmiistiir. Biitiin bu sonucglar goz oOniinde bulunduruldugunda
bakteriyel melaninin UV radyasyonuna karst DNA’da olusabilecek hasarlari 6nledigi
bu ¢aligmayla saptanmistir (Geng vd., 2008).

Yehia ve Mahmoud’un 2004 yilinda yaptiklart ¢alismada Alternaria
alternata, Fusarium verticillioides ve Aspergillus pulverulents funguslari
radyoniiklid igeren besiyerlerinde iiretilmistir. Funguslarin radyoaktif kobalt (Co-60)
ve radyoaktif sezyum (Cs-137) alimlar1 ve funguslardan ekstrakte edilen toplam
pigment miktarlar1 ayrica radyoizotoplarla baglanma yetenekleri de tesbit edilmistir.
A. alternata’nin irettigi melaninin, eklenen toplam radioaktif madde miktarinin %
60’11 baglamay1 basardigi saptanmistir. Bu ¢alismada A.alternata radyoizotop
alinimi i¢in diger iki fungusa gore en etkin tiir olarak belirlenmistir (Yehia ve
Mahmoud, 2004).

Allam ve Abd El-Zaher’in 2012 yilinda yaptiklari ¢alismada Aspergillus

fumigatus’un miselleri kademeli olarak UV ye maruz birakilmig ve transmisyon
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elektron mikroskobu (TEM) ile konidya ve miselyumlar gozlenmistir. Melanin A.
fumigatusu 60 dakikalik UVA maruziyetine karsi hayatta kalmasini saglamistir.
Calismanin ikinci asamasinda Bjerkandera adusta’dan izole edilen melaninler
Candidasis saptanmis deney farelerine verilmistir. Sonuglar melaninin immiinojenik
olabilecegini, Ig M’ye takviyede bulundugunu, immiin sistemi uyarabilecegini ve
bdylece de enfeksiyon derecesini azaltabilecegini gdstermistir. Bu deneyle melanin
yardimiyla candidasisin azaldigi ve enfeksiyona yakalanmis farelerde bobrek
faaliyetlerini gii¢lendirdigi saptanmistir (Allam ve Abd EI-Zaher, 2012).

Singaravelan ve arkadaslarmm 2008 yilinda yaptiklar1 bu ¢alisma, Israildeki
(Carmel dagi) cesitli zorlu mikroklimatik ¢evre kosullart altindaki adaptasyonlarin
gozlenmesi ve dogal seleksiyon ¢alismalarinin yiiriitiilebilmesi i¢in ideal bir ortam
olan ‘‘Evolution Canyon’’ (EC) mikrokozmik evrimsel sisteminde yiiriitilmustiir.
““Evolution Canyon”’ iki farkli bolgeye ayrilmistir; “African slope” (AS) 200 m'lik
uzakliktaki “European slope” (ES) a gore %200-800 daha yiiksek solar radyasyon
miktarina sahiptir. Kuzey ve giiney bolgelerde bulunan AS ve ES arasinda gevresel
kosullarin ve yiikseklik farkindan dolay1 olusan bu UV doz farki Aspergillus niger
‘de farkli melanin miktarlar1 olugsmasina yol agmistir. Bu ¢alismada AS adi verilen
bolgede yiiksek UV miktarina bagli olarak A. niger’de daha yiiksek melanin
tiretildigi saptanmistir (Singaravelan vd., 2008).

Tseng ve arkadaglarinin 2011 yilinda yaptiklari ¢alismada; entomopatojenik
bir fungus olan Metarhizium anisopliae’ye Agrobacterium araciligiyla A.
alternata‘dan alinan DHN melanin biyosentez geni aktarilmis ve bu sayede M.
anisopliae’nin melanin iiretmesi saglanmistir. Uzun yillardan beri boceklere karsi
biyokontrol ajani olarak kullanilan M. anisopliae’nin genetik miidahale sonucu
tirettigi melanin sayesinde UV-B radyasyona, ekstrem sicakliklara ve su stresine
kars1 yabanil tipten daha dayanikli oldugu ve fungusun virulansinda artis meydana
getirdigi belirtilmistir. Gen transferi yapilmis fungusla enfekte olan Plutella
xylostella (lahana yaprak giivesi) larvalarinin yabanil tiple enfekte olanlara kiyasla
ortalama Olim siiresinin LTs diistiigii de saptanmistir. Fungusun artan anti-stres
kapasitesi ve virulansi sayesinde daha etkin bir biyokontrol ajani olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir (Tseng vd., 2011).

Schweitzer ve arkadaglarinim 2010 yilinda yaptiklart  ¢alismada,;
radyoimmunoterapi boyunca radyotoksisiteye karst kemik iligini korumak amaciyla

deney farelerine intravendz yolla melaninle kaplanmis nanopartikiiller aktarilmistir.
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Farelerin viicudunun tamamina 125 c¢Gy’lik radyasyon verilmis ve sonugta melaninle
kaplanmis nanopartikiiller eksternal radyasyon veya radyo immunoterapi sirasinda
hematolojik toksisiteyi azaltmis, bunun yani sira tiimor hiicrelerinde herhangi bir
koruma roliiniin oldugu gézlemlenmemistir (Schweitzer, 2010).

Marcel ML Cunha ve arkadaslar1 (2010) insan patojeni olan melaninli fungus
Fonsecaea pedrosoi nin iretildigi besiyerine tricyclazole (Tc) (DHN melanin
biyosentez yolagi inhibitorii) ekleyerek melanin tiretimi inhibe edilmis F.pedrosoi ile
calismislardir. Bu ¢alismada F. pedrosoi ile enfekte olmus fare makrofajlarin nitrik
oksit (NO) {iretimi, oksidatif patlama ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (i-NOS)
aktivitesinin arasindaki iliski belirlenmis ayrica funguslarim H,O, ve NO
direnglilikleri elektron spin rezonansla tespit edilmistir. Sonu¢ olarak melanize F.
pedrosoi hiicreleri NO ve H,0,’ ye karsi Tc ile muamele edilmis fungustan daha
direngli oldugu goézlenmistir. Melaninin NO yakalama kapasitesi makrofajlarin
oksidatif patlamasindan kagmak i¢in 6nemli bir mekanizma ve viriilans faktor oldugu
belirtilmistir (Cunha vd., 2010).

Bryan ve arkadaslarmin 2011 yilinda yaptiklar1 c¢alisgmada; melanize ve
melanize olmayan Cryptococcus neoformans hiicrelerinin goriiniir 151k, UV, gama
radyasyon maruziyeti sonucu enerji seviyelerindeki (ATP konsantrasyonu)
degisimleri tespit edilmistir. ATP miktar1 lusiferaz ve lusiferinin ATP bagiml
reaksiyonunun yaydigi 151k miktarinin Olgiilmesiyle saptanmistir. Tiim radyasyon
formlarinin melanize C. neoformans hiicrelerinde ATP seviyesinin azalmasina neden
oldugu gozlenmistir. Ama melanize olmayan hiicrelerde goriiniir 151k ATP
seviyesinin artmasina neden olmus, gama radyasyonun herhangi bir degisiklige
neden olmamasina karsin, UV’nin ATP miktarin1 arttirdigi saptanmistir. Bu artisin
melanize hiicrelerdeki artistan ¢ok daha kiiglik miktarlarda oldugu da vurgulanmigtir
(Bryan vd., 2011).

Jacobson ve arkadaglarinin 1994 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; Cryptococcus
neoformans’in yabanil tipi ve melanin tiretimi genetigi degistirilerek inhibe edilmis
albino C.neoformans mutant1 kullanilmistir. 37 °C ve 25 °C de yabanil ve albino
suslariin U/mg protein cinsinden SOD aktiviteleri tespit edilmistir. Yabanil tiirlerde
SOD’un 25 °C’de arttigi, 37 °C’de ise herhangi bir aktivite artisina rastlanmadigi
belirtilmistir. Yabanil tiirlerde SOD’un sicaklikla ters orantili ve melaninle birbirini

tamamlayan bir mekanizma oldugu saptanmis, albino susta ise SOD’un sicaklikla
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ilgili bir baglantisinin bulunmadigi gézlemlenmistir. Bdylece melaninin SOD ile
karsilastirilabilecek onemli bir antioksidan oldugu belirtilmistir (Jacobson vd., 1994).

Sharma ve arkadaslarmin 2012  yilinda  yaptiklar1  ¢alismada;
A. alternata, Trichoderma virens ve Curvularia lunata funguslarinin trettigi
pigmentlerin tekstil boyasi olarak kullanimi amaglanmistir. Kiltiirler PDB (patates
dekstroz broth)’de 28 °C’de statik kosullar altinda inkiibe edilerek, her {i¢ fungustan
da izole edilen pigmentlerin ayr1 ayr1 ipek ve yiin kumaslar: boyayabildigi ayrica bu
pigmentlerle boyanmis kumaslarin yikama ve ovalamaya karsi da direngli oldugu
belirlenmistir. Pigmentten elde edilen bu boyalarin, kumaslarin esnekligine karsi
hicbir yan etkisi gozlemlenmemistir; ayrica insan patojeni olan Trichoderma
virens’ten elde edilen pigmentin insan derisine toksik olmadigi da saptanmuistir.
Yapilan bu calismayla melaninin de icinde bulundugu bu pigmentlerin ucuz ve
dogaya zararli olmayan tekstil boyasi olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Sharma
vd., 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢alismada yiiksek diizeyde melanin tireten bir fungus olarak bilinen A.
alternata ve besiyerine trisiklazol eklenerek melanin tretimi inhibe edilmis
A.alternata’ya farkli UV dozlar1 uygulanarak, UV-C radyasyonunun fungusun
antioksidan enzim aktivite diizeylerinde ve glutatyon miktarlarinda meydana
getirdigi degisiklikler tespit edilmistir. Diger taraftan melanin tiretiminin antioksidan

savunma sistemi tizerine etkileri tartigilmistir.

3.1.Arastirmada Kullanilan Besiyerleri

Bu ¢alismada kullanilan A. alternata yabanil tipi Ege Universitesi Temel ve
Endiistriyel Mikrobiyoloji Boliimii, Mikoloji Laboratuvarlarindan temin edilmistir.
Mikoloji laboratuvarlarindan alinan fungus igin besi ortami olarak potato dextrose
agar (PDA), sabouraud dextrose agar (SDA) ve sabouraud dextrose broth (SDB)
kullanilmustir.

Biitiin besiyerleri inokiilasyon iglemi Oncesinde 20 dakika 121°C’de 1 atm
basing altinda otoklavize edilmistir. Ayrica tiim inokiilasyon iglemleri steril kosullar

altinda yapilmigtir.

3.2.Arastirmada Kullanilan Kimyasallar

Bu c¢alismada kullanilan potato dextrose agar (PDA) Lab M firmasindan,
sabouraud dextrose agar (SDA) ve sabouraud dextrose broth (SDB) besiyerleri
Merck firmasindan temin edilmistir. Ksantin, ksantin oksidaz, sitokrom-c, GSH
(Rediikte Glutatyon), GSSG (Okside Glutatyon), BSA (Bovine Serum Albumin),
DTNB (5-5" ditiyobis 2-nitro-benzoik asit), GSSG-rediiktaz (Glutatyon Rediiktaz),
SOD (Stiperoksit Dismutaz), NADPH (Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat) ve
NaOH (Sodyum Hidroksit) Sigma’dan; KH,PO, (Potasyum dihidrojen fosfat),
KyHPO, (Potasyum Hidrojen Fosfat), NaH,PO, (sodyum dihidrojen fosfat), EDTA
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(Etilendaimintetraasetik asit) ve H,O, (Hidrojen peroksit) ise Merck firmasindan

temin edilmistir. Ayrica trisiklazol Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir.

3.3. Alternaria alternata Stoklarinin Hazirlanmasi ve Trisiklozol Eklenmesi

Fungus stoklar1 SDA igeren petrilerde iiretilmis ve 5 giinliik kiiltiirler +4 °C’
de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Buzdolabinda saklanan fungus steril kosullar
altinda yatik PDA’ya igne uglu 6ze yardimiyla batirma yontemiyle ekilmistir. 28°C’
de etiivde 5 giin boyunca inkiibe edilen yatik agardaki kiiltiirler steril distile su ve 6ze
yardimiyla kazimnarak pipetle 1ml/50ml olmak tiizere SDB besiyerine ekimleri
yapilmistir. Bu kiiltiirler 28 °C'de 150 rpm’de calkalanarak 4 giin boyunca inkiibe
edilmistir. 4. giiniin sonunda olusan peletler (homojenizator ucu otoklavize edilmis )
homojenizasyon agamasinin ardindan deneyin sonraki asamalarinda kullanilmak i¢in
pipetle SDB besiyerlerine belirli miktarlarda fungus ekilmistir.

Trisiklozol eklenecek besiyerlerinin hazirlanmasi igin ise her 50 ml’lik sivi
besiyerleri otoklavize edildikten sonra, 0,75 mg trisiklozol / 0,5 ml etanol ¢ozeltisi

steril kosullar altinda erlenlere eklenmistir.

3.4. Funguslarin UV-C Radyasyona Maruz Birakilmasi

v" Deneyin birinci asamasinda, fungal peletler stoktan SDB besiyerine eklenir
eklenmez (inokiilasyon isleminden hemen sonra) UV-C radyasyona maruz
birakilmustir.

v" Deneyin ikinci asamasinda, melanin ihhibisyonu igin besiyerlerine trisiklazol
eklenen funguslar yine inokiilasyon isleminden hemen sonra UV-C’ye maruz
birakilmustir.

v' Deneyin {giincii asamasinda ise 9 glnlilk iretimleri yapilan yagh fungus
kiltirlerinde (Gopalakrishnan vd., 2010) meydana gelecek enzimatik
degisimleri saptamak amaciyla radyasyona maruz birakilmistir.

Deneyin bu ii¢ asamasinda da kiiltiirler s1iv1 besiyerinde, statik kosullar altinda ve

12, 24, 48 ve 72 saat boyunca UV-C radyasyon uygulanmistir.

Bu ¢alismada Philips TUV 15Watt/G15 T8 254 nm dalga boyuna sahip 45 cm

boyunda UV-C lambas1 kullanilmistir. Ornekler sekil 3.1. deki gibi lambadan 11 cm
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uzakliga yerlestirilmistir. Tavana 6 cm mesafe ile yerlestirilmis UV-C radyasyon
kaynagi 45 cm uzunlugunda 254 nm dalga boyundadir. Isinlama i¢in 90x60x70 cm
boyutlarindaki aliiminyum ile kapl tahta bir kabin kullanilmigtir. Lamba {ist 151nlama
mesafesi lambanin yiizeyinden 11 cm uzakliktadir. Lambanin yiizeyinden lcm
mesafede 15 w’lik bir giiciiniin oldugunu diistintirsek 11 cm mesafede gii¢ degeri
0,124 watttir. 11 cm mesafedeki 1sinlama igin ise 46x13 cm’lik (0,46x0,13 m) bir
ylizey alani 1sinlanmistir. cm? basina glic ise 2,07x10™* watt/cm?’ dir (m? basina 2,07
x 108 watt/m?).

UV ile 1s1nlama siiresi Doz Degeri
12 saat (43200 saniye) 0,248 (u(Wh)*/m°) - 8,9 ((Ws/)*cm?)
24 saat (86400 saniye) 0,497 (W(Wh)*/m°) - 17,9 ((Ws)*/cm?)
48 saat (172800 saniye) 0,994 (u(Wh)*/m°) - 35,8 ((Ws)*/cm?)
72 saat (259200 saniye) 1,490 (u(Wh)*/m°) - 53,7 ((Ws)*/cm?)

Cizelge 3.1. Uygulama siiresine bagli olarak uygulanan doz degerleri.

15 < e
N W

NSE
Ot 1%

Sekil 3.1. Funguslarin UV-C’ye maruz birakilmasi.

3.5. Funguslarin UV-C Uygulamas1 Sonrast Alinmasi: Homojenizasyonu,

Sonifikasyonu ve Santrifiigasyonu

UV-C uygulamas: sonrasi siiresi bitip ¢ikarilan erlenlere sirasiyla asagidaki
islemler uygulanmistir:
v' Alnan 6rnekler Whatman filitre kagidindan gegirilerek besiyerinden ayrildi.

v’ Besiyerinden ayrilan rnekler tartilarak agirliklart alindi.
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v" Ornekler homojenizasyon tamponuyla (pH=7,4 PBS) agirliginn 4 kat: kadar
sulandiridi.

v" Buz igerisinde 10.000 devirde 15 dakika belirli araliklarla homojenize edildi

v" Homojenat buz i¢inde 30 sn araliklarla 4 dakika (SONICS Vibra cell marka
sonifikator) sonifiye edildi.

v 15000 devirde/ 15 dk/ +4C’de santrifiij edildi.

v’ Siipernatan kismi alinarak enzim aktivite Ol¢limlerinin yapilmasi igin

ependorflara konuldu.

3.6. Orneklerin Elde Edilmesi ve Saklanmasi

UV-C uygulamasi sonrasinda A.alternata i¢in homojenizasyon, sonifikasyon
ve santrifligasyon islemlerinden sonra ependorflara alinan drnekler enzim tayininde

kullanmak {izere -80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.7. Enzim Aktivite Tayini

Enzim aktivitesi tayin islemlerinde spektrofotometre (SHIMADZU UV-
visible Spectrophotometer UV-1601) ve protein tayini i¢in mikroplaka okuyucu
sistemi (Molecular Devices Corp., Versamax®) kullanilmistir. Biitiin enzimlerin

aktiviteleri her uygulama igin ti¢ tekrarli olarak olgtilmiistiir.

3.7.1 Katalaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Katalaz aktivitesi Luck (1963) tarafindan 6nerilen spektrofotometrik yontem
ile tayin edilmistir (Luck, 1963). Enzim aktivitesi 1 dakika boyunca 240 nm dalga
boyunda absorbans degisimi (Shimadzu-UV-1601, UV/visible) H,0, tiiketimine
bagl olarak tespit edildi. Bu amagla 1ml kuvartz kiivete pH=7 olan 1/15 M’lik
Sodyum—Potasyum (KH,PO, —-NaHPO,) tamponu ve 100 pul siipernatan

pipetlenmistir. Spesifik aktivite pmol/dk/mg protein cinsinden hesaplanmistir.
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3.7.2. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Enzim aktivite tayini Mc Cord ve Fridovich (1969) yontemine gore
yapilmistir (Mc Cord ve Fridovich, 1969). Enzim aktivite tayini i¢in pH= 7,8’lik 50
mM K;HPO, tamponu, 0,1 mM EDTA igeren fosfat tamponu, 0,2 U/ ml ksantin
oksidaz, 10 mM Ksantin ve 1 mM sitokrom-c ¢ozeltileri kullanilarak A ve B
cozeltileri hazirlanmistir. A ¢ozeltisi; 0,76 mg (5 mol) ksantinin 10 ml 0,001 N
NaOH’daki ¢ozeltisive 24,8 mg (2 mol) sitokrom c’nin 100 ml 50 mM pH = 7,8 ve
0,1 mM EDTA icerenfosfat tamponundaki ¢ozeltisi karistirtlmistir. B ¢ozeltisi i¢in
taze olarak hazirlanan ksantin oksidaz (0,2 u/ml) 0,1 mM EDTA igerisinde
hazirlanmistir.  Olgiim  ksantin-ksantin oksidaz sisteminde iiretilen siiperoksit
radikallerinin sitokrome’ yi indirgemesinin SOD tarafindan inhibisyonu temeline
dayanmaktadir. Bu amagla 3 ml’lik kuvartz kiivetine 2,9 ml A ¢o6zeltisi ve 50 ul
ornek ilave edildikten sonra 50 ul B ¢ozeltisi eklendi. 550 nm de 1 dakikalik
absorbans degisikligi okundu. Kor igin 6rnek yerine distile su eklenmistir.

Kalibrasyon  grafigi ¢izmek i¢in saf SOD enzimiyle  belli
konsantrasyonlardaki (5.107 M) SOD ¢bzeltilerinin 5 pl, 10 ul ve 15 pl’deki bilinen
degerlerine karsilik elde edilen % inhibisyon degerleri grafige gegirildi. Bulunan
degerler siipernatanin mililitresindeki miligram proteine boliinerek spesifik aktivite

hesaplanmuistir.

3.7.3. Glutatyon S- Transferaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Habig ve arkadaslarinin (1974) yontemiyle yapilan glutatyon S-transferaz
aktivite tayini igin Tris-HCI tamponu (pH: 7,4) igerisinde hazirlanmig 0,002 M
rediikte glutatyon, etanol igerisinde hazirlanmig 0,15 M CDNB (1-chloro,2-4
dinitrobenzen) ve 0,1 M potasyum fosfat tamponu (KH,PO4- K;HPO,) (pH=6,5)
kullanilmigtir. Spektrofotometrik yontemle yapilan enzim aktivitesi tayini igin;
Iml’lik kiivete sirastyla 400 pl potasyum fosfat tamponu, 400 pl rediikte glutatyon,
50 ul siipernatan ve 100 pul CDNB pipetlenmistir. Daha sonra 344 nm’de 1 dakika
stiresince absorbanslar1 okunmustur (Habig vd., 1974). Kor olarak ise etanol

kullanilmistir. Orneklerin absorbanslar1 okunduktan sonra mililitredeki enzimin iinite
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sayist hesaplanmistir. Daha sonra enzimin {inite sayisi siipernatanin mililitresindeki

miligram proteine boliinerek spesifik aktivite hesaplanmigtir.

3.7.4. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Glutatyon rediiktaz aktivite tayini Carlberg ve Mannervik (1985) yontemiyle
yapilmistir. Bunun i¢in pH = 7.0’lik 0,2 M potasyum fosfat tamponu (K;HPO;-
KH2PO,) (2 mM EDTA iginde) ve enzim aktivitesi Ol¢iiliirken taze olarak hazirlanan
2 mM NADPH/Tris HCI (pH =7.0) ve distile su i¢ginde 20 Mm GSSG kullanilmistir
(Carlberg ve Mannervik, 1985). GR enzim aktivitesinin 6lglimii i¢in potasyum fosfat
tamponu 30°C” de inkiibe edilmis, daha sonra kor tiip hazirlamak i¢in 1 m1’lik kiivete
fosfat tamponundan 0,5 ml konulup, tizerine 100 pl NADPH, 100 ul GSSG ve son
hacim 1 ml olacak sekilde distile su ilave edilmistir. Absorbans okunacak kiivete ise
kor tiipten farkli olarak 200 pl distile su, 100 pl 6rnek eklenip bir kez karistirildiktan
sonra 340 nm’ de 1dakika siiresince absorbans okunarak glutatyon rediiktaz aktivitesi
hesaplanmigtir. Bu degerler siipernatanin mililitresindeki miligram proteine

boliinerek spesifik aktivite hesaplanmustir.

3.7.5. Glutatyon (GSH) Miktar Tayini

Rediikte glutatyon miktar tayini, Akerboom ve Sies (1981) yontemiyle
yapilmis. Bunun i¢in 6,3 mM EDTA igeren 125 mM’lik sodyum disiilfat tamponu
(NagHPO4- NaH,PQO4) hazirlanmigtir. Tampon rediikte glutatyon tayini yapilacagi
zaman mililitresinde 0,248 mg NADPH olacak sekilde taze olarak hazirlanmistir
(pH: 7,5). DTNB de, tamponun mililitresinde 2,378 mg olacak sekilde taze olarak
hazirlanmistir. Taze olarak hazirlanmigs NADPH’l1 tampondan 700 pl ve DTNB’den
100 pl olacak sekilde etiketlenmis deney tiiplerine aktarilmistir. Bu deney tiipleri 30
°C’deki sicak su banyosunda inkiibe edilerek, kor tiip i¢in 200ul, 6rnek tiipler icin de
185 ul distile su eklenmis ve pastor pipetle iki kez karistirildiktan sonra 10-12 dakika
beklenmistir. Daha sonra 700 pl NADPH, 100 ul DTNB, 180 pl distile su igeren
karisim, 1 ml’lik spektrofotometre kiivetine aktarildiktan sonra 5 pl glutatyon
rediiktaz, 20 pl siipernatan eklenerek 412 nm’de 1 dakika siiresince absorbanslari

okunmustur. Daha sonra rediikte glutatyon tayini yapmak igin g¢izilen Standart
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grafikten siipernatanlardaki toplam glutatyon miktar1 dikkate alinarak rediikte
hesaplamalar yapilmistir (Akerboom ve Sies, 1981). Bulunan degerler siipernatanin

mililitresindeki miligram proteine boliinerek spesifik aktivite hesaplanmstir.

3.7.6. Total Protein Tayini

Bradford ve arkadaslarinin (1980) yontemiyle, total protein tayini i¢in 5 pl
supernatan mikroplakalara pipetlenip ve tlizerine 250 pl Bradfoard reaktifi eklenerek
reaksiyon karisimi oda sicakhiginda 15 dakika karanlikta inkiibe edildi. Renk
degisimine bagli olarak 595 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu sistemi
kullanilarak —absorbanslar1 6lgiildii  (Bradford vd., 1980). Protein miktarlar
saptanirken BSA standart egrisi degerleri ile karsilastirma yapilarak ornekteki total

protein degerleri hesaplandi.

3.8. istatiki Analizler

Enzim aktivite tayinlerinden elde edilen bulgularin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi amaciyla istatistiksel paket program (MedCalc for Windows”)
kullanilmigtir. Uygulama gruplar arasinda her bir zaman diliminde enzim aktiviteleri
arasindaki farkliligin incelenmesi ve her bir uygulama grubundaki zamana bagh
degisimin test edilmesi amaciyla Kruskal Wallis testi kullanilmistir. Kruskal Wallis
testi sonrasi ikili karsilastirmalar Mann-Whitney U testi kullanilarak istatistiksel
degerlendirmeler yapilmigtir. Testlerde anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul

edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. UV-C Radyasyona Maruz Birakilan Alternaria alternata Fungusunun

Antioksidan Enzimlerinin Aktiviteleri ve Glutatyon Miktarindaki Degisimler

Farkli dozlarda uygulanan UV-C radyasyonun antioksidan enzim aktiviteleri
tizerine etkisini belirlemek amaciyla yapilan bu c¢alismada, funguslar inokiilasyon
sonrast, 9 giinliik kiiltiirler ve trisiklazol eklenen kiiltlirler ve her birinin kontrolleri
olmak iizere UV-C’ye maruz birakilan gruplarin enzim aktiviteleri ve glutatyon

(GSH) miktarlarindaki degisimler saptanmustir.

4.1.1. Katalaz Aktivitesi

Inokiilasyon isleminden hemen sonra farkli siirelerde UV-C maruziyetinin
katalaz enzimi tiizerindeki etkileri incelendiginde, hem kontrol hemde uygulama
grubundaki enzim aktivitesinin zamana bagli olarak inhibe oldugu gozlenmistir
(Sekil 4.1). 12 saatlik uygulamada kontrole goére UV-C uygulamasi katalaz
aktivitesini inhibe ettigi gozlenmistir (p<0,05). 24. ve 48. saatlerde kontrol ve
uygulama grubu arasinda istatistiksel anlamda bir fark gézlenmezken, 72. saatte ise
uygulama grubunda CAT aktivitesinin kontrol grubuna gore arttig tesbit edilmistir
(p<0,05). Radyasyon uygulanmis gruptaki en yliksek CAT aktivitesi 12. saatte 9,7
umol/dk/mg protein iken, en diisiik aktivite 72. saatte 4,6 pmol/dk/mg protein oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 4.1. Inokiilasyon sonras1 UV-C uygulanan A. alternata’nin Kkatalaz
aktivitesindeki degisimlerin kontrol ile karsilastirilmasi * (p<0,05).

9 giinliik kiiltiirlerinin farkl stirelerde UV-C’ye maruz kalmasi katalaz enzimi
tizerindeki etkileri incelenmistir (Sekil 4.2). Uygulama gruplari karsilastirildiginda
UV-C’ye maruz kalma siiresine paralel olarak enzim aktivitesinin arttig1
gozlenmistir. Kontrol ve uygulama gruplar karsilastirildiginda 12 ve 72 saatlik UV-
C uygulamasinda CAT aktivitesinin kontrole gore arttig1 saptanmigtir (p<0,05). 24
saatlik uygulamada ise CAT aktivitesinin kontrole gore inhibe oldugu tesbit
edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.2. A. alternata’nin 9 giinliik kiiltiirlerine UV-C uygulanmasi sonucu CAT
aktivitesindeki degisimlerin kontrol ile karsilastirilmasi * (p<0,05).

Besiyerine trisiklazol eklenmis kiiltiirlerde inokiilasyon isleminden hemen
sonra farkl siirelerde UV-C’ye maruz kalmanin katalaz enzimi {izerindeki etkileri
incelenmistir (Sekil 4.3.). Kontrol gruplarinda 12. ve 24. saatlerdeki aktivitenin 48 ve
72. saatlerdeki aktiviteye gore daha diisiik oldugu gozlenmistir. Uygulama
gruplarinda 48. saate kadar CAT aktivitesi artarak 11,698 + 0,5238 pmol/dk/mg
protein diizeyine ulagsmis, 72. saatte ise aktivitenin azaldig1 saptanmistir. Kontrol ve
uygulama gruplarn karsilagtirlldiginda ise 12 saatlik ve 24 saatlik UV-C
uygulamasinin CAT aktivitesini inhibe ettigi tesbit edilmistir (p<0,05). 48. saatte ise

kontrole gore 6nemli diizeyde aktivite artis1 gorilmiistiir (p<0,05).
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Sekil 4.3. Besiyerine trisiklazol eklenmis A. alternata kiiltirlerinin  UV-C
uygulanmasi sonucu CAT aktivite degisimlerinin Kkontrol ile karsilagtirilmasi *
(p<0,05).

Inokiilasyon isleminden hemen sonra uygulama yapilan, 9 giinliik
inkiibasyondan sonra uygulama yapilan ve Tc eklenen ii¢ grubun kontrollerinin CAT
enzim aktiviteleri karsilagtirllmistir (Sekil 4.4). 24., 48. ve 72. saatlerde 9 giinliik
kiiltiirlerin enzim aktiviteleri diger gruplara gore 6nemli diizeyde yiiksektir (p< 0,05).
12. saatte ise gruplar arasi Katalaz aktivite degeri ¢ok farkli olmamakla birlikte,
Inokiilasyon isleminden hemen sonra uygulama yapilan grubun CAT aktivitesinin
diger gruplara kiyasla daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Gruplar arasi kontrol
gruplar karsilastirildiginda en yiiksek CAT aktivitesi 9 giinliik inkiibe edilen grupta
48.saatte 23,209 + 3,3381 umol/dk/mg protein diizeyine ulagsmis iken, en diisiik
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aktivite inkiibasyondan hemen sonra uygulama yapilan grupta 72. saatte

0,370+0,05736 pmol/dk/mg protein olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.4. A. alternata’nin ti¢ farkli uygulama grubunun kontrol gruplarindaki katalaz
aktivite degisimleri. 9 giinliik kiiltiiriin inokiilasyon sonrast grubundan farki (p<0,05)
&: Tc eklenen kiiltiiriin inokiilasyon sonras1 grubundan farki (p<0,05) b

Inokiilasyon isleminden hemen sonra, 9 giinliik inkiibasyondan sonra ve Tc
eklenen besiyeri igerisinde inokiilasyon isleminden hemen sonra farkli siirelerde UV-
C uygulama yapilan ii¢ grubun CAT enzim aktiviteleri karsilastirilmistir (Sekil 4.5).
Biitiin uygulama siirelerinde 9 giinliik kiiltiirlerin enzim aktivitelerinin diger gruplara

gore yiiksek oldugu saptanmstir (p< 0,05).
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Sekil 4.5. A. alternata’nin ii¢ farkli uygulama grubunun UV-C uygulamasi
sonrasindaki katalaz aktivite degisimleri. 9 giinliik kiltiiriin inokiilasyon sonrasi

rubundan farki (p<0,05) ®; Tc eklenen kiiltiiriin inokiilasyon sonrasi grubundan fark1
g p

(p<0,05)°.

62



Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi

Inokiilasyon sonras1 farkli siirelerde UV-C uygulamasimin glutatyon rediiktaz
enzimi lizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.6) hem kontrol hemde uygulama
grubundaki enzim aktivitesinin zaman bagli olarak azaldigi gozlenmistir (p<0,05).
UV-C uygulamasi yapilmis gruplar arasindaki en yiiksek GR aktivitesi 12. saatte
0,496 + 0,0327 umol/dakika/mg protein olarak belirlenmistir. 12, 24, 48 saatlik UV-
C uygulanan gruplarda glutatyon rediiktaz aktivitesinin kontrole gore inhibe oldugu
gbzlenmistir (p<0,05). 72. saatte ise uygulama grubunda glutatyon rediiktaz

aktivitesinin kontrol grubuna gore arttig1 tesbit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.6. Inokiilasyon sonrast UV-C uygulanan A. alternata’nin glutatyon rediiktaz
aktivitesindeki degisimlerin kontrol ile karsilastirilmasi * (p<0,05).
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9 ginliik kiltiirlerde farkli siirelerde UV-C’ye maruz kalmanm glutatyon

rediiktaz enzimi tizerindeki etkileri incelenmistir (Sekil 4.7). Kontrol ve uygulama

gruplar1 karsilastirildiginda 12. ve 72. saatte UV-C uygulamasi enzim aktivitesinde

artisa neden olurken (p<0,05), 48 saatlik uygulamanin aktiviteyi inhibe ettigi

gbzlenmistir (p<0,05). 12 saatlik radyasyon uygulamasi sonucunda en yiiksek GR

enzim aktivitesi 0,335 + 0,03172 umol/dakika/mg protein olarak saptanmuistir.
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Sekil 4.7. A. alternata’nin 9 giinliikk kiiltiirlerinin UV-C uygulanmasi sonucu
glutatyon rediiktaz aktivitesindeki degisimlerin kontrol ile Kkarsilagtirilmast *

(p<0,05).
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Besiyerine trisiklazol eklenmis kiiltiirlerde inokiilasyon isleminden hemen
sonra farkli siirelerde UV-C’ye maruz kalmanin glutatyon rediiktaz enzimi
tizerindeki etkileri incelenmistir (Sekil 4.8). Kontrol gruplarinda CAT enziminde
oldugu gibi 48. saate kadar glutatyon rediiktaz aktivitesi diismiis, 72. Saatte ise
aktivitenin tekrar arttigr gézlenmistir (p<0,05). Uygulama gruplarinda 12, 24 ve 48.
saatler arasinda istatistiksel anlamda Onemli bir degisim olmazken 72. saatte
aktivitenin arttig1 tesbit edilmistir. Kontrol ve uygulama gruplar karsilastirildiginda
12 saatlik ve 24 saatlik UV-C uygulamasimin CAT enziminde oldugu gibi glutatyon
rediiktaz aktivitesini de inhibe ettii saptanmistir (p<0,05). 48. ve 72. saatte ise

uygulama grubundaki enzim aktivitesinin arttig1 gdzlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.8. Besiyerine trisiklazol eklenmis A. alternata kiiltirlerinin  UV-C
uygulanmasi sonucu glutatyon rediiktaz aktivite degisimlerinin kontrol ile
karsilastirilmast * (p<0,05).
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Inokiilasyon isleminden hemen sonra uygulama yapilan, 9 giinliik
inkiibasyondan sonra uygulama yapilan ve Tc eklenen ii¢ grubun kontrollerinin GR
enzim aktiviteleri karsilastirllmistir (Sekil 4.9). 12., 24. ve 72. saatlerde Tc eklenmis
besiyeri igerisinde iiretim yapilan grubun enzim aktiviteleri diger gruplara gore
onemli diizeyde yiiksek oldugu gozlenmistir (p< 0,05). Tc eklenmis besiyeri
icerisinde liretim yapilan grubun enzim aktiviteleri 12. saatte 1,248 + 0,2280
umol/dakika/mg protein, 24. saatte 0,865 + 0,1190 pmol/dakika/mg protein, 72.
saatte ise 1,153 + 0,2056 pmol/dakika/mg protein olarak kaydedilmistir.
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Sekil 4.9. A. alternata’nin ii¢ farkli uygulama grubu igerisindeki kontrol gruplarinin
GR aktivite degisimleri. 9 giinliik kiiltiiriin inokiilasyon sonrasi grubundan farki
(p<0,05) #; Tc eklenen kiiltiiriin inokiilasyon sonrasi grubundan farki (p<0,05) b
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Inokiilasyon isleminden hemen sonra, 9 giinliik inkiibasyondan sonra ve Tc
eklenen besiyeri i¢erisinde inokiilasyon isleminden hemen sonra farkl siirelerde UV-
C uygulamasi yapilan ti¢ grubun GR enzim aktiviteleri karsilastirilmistir (Sekil 4.10).
12., 24., 48. saatler karsilastirildiginda gruplar aras1 ¢ok belirgin bir aktivite farki
gozlenmemistir. 72. saatte iSe TC eklenmis besiyeri igerisinde uygulama yapilmis
grupta 2,554 + 0,4033 umol/dakika/mg protein enzim aktivite degeri saptanmis ve
enzim aktivitesinin diger gruplara gore ¢ok belirgin diizeyde indiiklendigi tesbit

edilmistir.

W °GUNLUK
[0 INOKULASYON SONRASI
3,5 [J TCEKLENEN

3,0

2,5

[
|

15

Glutatyon rediiktaz aktivitesi
(umol/dakika/mg protein)

H o

a
ook -I_:I -|:|i_| el =
12s 24s 48s 72s
Zaman (saat)

Sekil 4.10. A. alternata’nin ii¢ farkli uygulama grubunun UV-C uygulamas: sonucu
GR aktivite degisimleri. 9 giinliik kiiltiiriin inokiilasyon sonrasi grubundan farki
(p<0,05) #; Tc eklenen kiiltiiriin inokiilasyon sonras1 grubundan farki (p<0,05) b
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Glutatyon S-Transferaz aktivitesi

Inokiilasyondan hemen sonra farkli siirelerde UV-C’ye maruz kalan grupta,
UV-C’nin glutatyon S-transferaz enzimi iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil
4.11) 12, 24. ve 72. saatte UV-C uygulamasi, kontrole gore enzim aktivitesinde
onemli diizeyde artisa neden olurken (p<0,05), uygulamanin 48. saatte kontrole gore

onemli bir degisime neden olmadig1 gozlenmistir (p> 0.05).
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Sekil 4.11. Inokiilasyon sonras1 UV-C uygulanan A. alternata’nm sonucu glutatyon
S-transferaz aktivitesindeki degisimlerin kontrol ile karsilastirilmasi * (p<0,05).

68



9 giinlik kiiltirlerin farkli siirelerde UV-C’ ye maruz birakilmasinin,
glutatyon S-transferaz enzimi iizerindeki etkileri incelenmistir (Sekil 4.12).
Uygulama grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda 12, 24 ve 48 saatlik UV-C
uygulamalarinin glutatyon S-transferaz enzimini inhibe ettigi saptanmistir (p<0,05).
Kiiltiirlerin 72 saat UV-C’ye maruz kalmasi ise enzim aktivitesinde 236,323 =+
23,5440 umol/dakika/mg protein degerine ulasarak O6nemli diizeyde artisa neden

oldugu belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.12. A. alternata’nin 9 giinlikk kiltirlerine UV-C uygulanmasi sonucu
glutatyon S-transferaz aktivitesindeki degisimlerin kontrol ile karsilagtirilmast *
(p<0,05).

69



Besiyerine trisiklazol eklenmis kiiltiirlerde inokiilasyon isleminden hemen
sonra farkli siirelerde UV-C ye maruz kalmanm glutatyon S-transferaz enzimi
tizerindeki etkileri incelenmistir (Sekil 4.13). Kontrol ve uygulama gruplari
karsilastirildiginda 12 saatlik ve 24 saatlik UV-C uygulamasinin enzim aktivitesini
inhibe ettigi 48. saatte ise enzim aktivitesini arttirdigi tesbit edilmistir (p<0,05).
Uygulama gruplar1 arasindaki en diisiik GST aktivitesi 12. saatte 149,112 + 2,0768
umol/dakika/mg protein, en yiiksek aktivite ise 72. saatte 296,478 + 16,6918
umol/dakika/mg protein olarak belirlenmistir. 72. saatte ise kontrole gére anlamli bir

fark gozlenmemistir (p> 0.05).
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Sekil 4.13. Besiyerine trisiklazol eklenmis A. alternata Kiiltiirlerinin UV-C
uygulanmasi  sonucu  glutatyon  S-transferaz  degisimlerinin  kontrol ile
karsilastirilmast * (p<0,05).
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Inokiilasyon isleminden hemen sonra uygulama yapilan, 9 giinliik
inkiibasyondan sonra uygulama yapilan ve Tc eklenen ii¢ grubun kontrollerinin GST
enzim aktiviteleri karsilastirilmistir (Sekil 4.14). 12., 24. ve 72. saatlerde glutatyon
rediiktaz enziminde oldugu gibi Tc eklenmis besiyeri icerisinde liretim yapilan
grubun enzim aktiviteleri diger gruplara goére Onemli diizeyde yiiksek oldugu
gozlenmistir (p< 0,05). 48. saatte ise 9 giinliik inkiibasyon sonras1 uygulama yapilan
grubun kontroliinlin enzim aktivitesinin diger iki gruptan daha yiiksek oldugu

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.14. A. alternata’nin kontrol gruplarimin ii¢ farkli uygulama igin glutatyon S-
transferaz aktivite degisimleri. 9 giinliik kiiltiiriin inokiilasyon sonrasi grubundan
farki (p<0,05) %; Tc eklenen kiiltiiriin inokiilasyon sonras1 grubundan farki (p<0,05) >
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Inokiilasyon isleminden hemen sonra, 9 giinliik inkiibasyondan sonra ve Tc
eklenen besiyeri igerisinde inokiilasyon isleminden hemen sonra farkli siirelerde UV-
C uygulama yapilan ii¢ grubun GST enzim aktiviteleri karsilastirilmistir (Sekil
4.15.). Biitiin uygulama siirelerinde Tc¢ eklenmis besiyeri igerisinde liretim yapilarak
radyasyona maruz birakilan grubun GST aktivitesinin diger gruplara goére daha

yiiksek oldugu gozlenmistir (p> 0.05).
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Sekil 4.15. A. alternata’nin ti¢ farkli uygulama grubunun UV-C uygulanmasi sonucu
glutatyon S-transferaz aktivite degisimleri. 9 giinliik kiiltiiriin inokiilasyon sonrasi
grubundabn farki (p<0,05) % Tc eklenen kiiltiiriin inokiilasyon sonras1 grubundan farki
(p<0,05) "
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Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

Inokiilasyondan hemen sonra farkl siirelerde UV-C’ye maruz kalmanm SOD
enzimi tizerindeki etkileri incelenmistir (Sekil 4.16). Kontroller kendi aralarinda
karsilastirildiginda UV-C uygulama siiresindeki artisa paralel olarak enzim
aktivitesinin  azaldigi  gozlenmistir. Uygulama gruplart kendi aralarinda
karsilagtirildiginda 12., 24., 72. saatlere gore 48. saatte enzim aktivitesinde azaldig1
belirlenmistir. Kontrol ve uygulama gruplari karsilastirildiginda 12., 24. ve 48. saatte
uygulamanin enzim aktivitesinde inhibisyona neden oldugu, 72. saatte ise enzim

aktivitesinin onemli diizeyde arttig1 gozlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.16. Inokiilasyon sonrast UV-C uygulanan A. alternata’nin siiperoksit
dismutaz aktivitesindeki degisimlerin kontrol ile karsilagtirilmast * (p<0,05).
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9 giinliik kiiltiirlerde farkli siirelerde UV-C’ye maruz kalmanin SOD enzimi
tizerindeki etkileri incelenmistir (Sekil 4.17). Uygulama grubu ile kontrol grubu
karsilastirildiginda  biitliin uygulama siirelerinde UV-C’nin SOD aktivitesini
indiikledigi tesbit edilmistir (p<0,05). Uygulama gruplari arasindaki en yiiksek SOD
aktivitesi 72. saatte 892,497 + 4,2897 umol/dakika/mg protein olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.17. A. alternata’nin 9 gilinlik kiltiirlerinin UV-C uygulanmasi sonucu
stiperoksit dismutaz aktivitesindeki degisimlerin kontrol ile karsilastirmasi *
(p<0,05).
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Besiyerine trisiklazol eklenmis kiiltiirlerde inokiilasyon isleminden hemen
sonra farkli siirelerde UV-C’ye maruz kalmanin SOD enzimi iizerindeki etkileri
incelenmistir (Sekil 4.18). Kontrol ve uygulama gruplar1 karsilastirildiginda 12, 24
ve 72 saatlik UV-C uygulamasinin enzim aktivitesini inhibe ettigi 48. saatte ise
enzim aktivitesinde artisa neden oldugu tesbit edilmistir (p<0,05). Radyasyon
uygulanmis gruptaki SOD enzim aktivitesi 48. saatte 913,044+24,4917
umol/dakika/mg protein iken, en diisiik aktivitenin 218,745+7,5072 umol/dakika/mg

protein oldugu saptanmuistir.
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Sekil 4.18. Besiyerine trisiklazol eklenmis A. alternata kiiltiirlerinin UV-C
uygulanmasi sonucu siiperoksit dismutaz aktivitesindeki degisimlerin kontrol ile
karsilastirilmast * (p<0,05).
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Inokiilasyon isleminden hemen sonra uygulama yapilan, 9 giinliik
inkiibasyondan sonra uygulama yapilan ve Tc eklenen ii¢ grubun kontrollerinin SOD
enzim aktiviteleri karsilastirllmistir (Sekil 4.19.). 12., 24. ve 72. saatlerde glutatyon
rediiktaz ve GST enzimlerinde oldugu gibi Tc eklenmis besiyeri igerisinde iiretim
yapilan grubun SOD enzim aktivitelerinin diger gruplara goére onemli diizeyde
yiilksek oldugu, 24. saatte aktivite degerinin 881,048+7,6929 pmol/dakika/mg
protein degerine ulastigr gozlenmistir (p< 0,05). 48. saatte ise 9 giinliik inkiibasyon
sonrasi uygulama yapilan grubun kontroliiniin enzim aktivitesinin diger iki gruptan

daha yiiksek oldugu goézlemlenmistir.
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Sekil 4.19. A. alternata’nin ¢ farkli uygulama grubu igerisindeki kontrol gruplarinin
siiperoksit dismutaz aktivite degisimleri. 9 giinliik kiiltiiriin inokiilasyon sonrasi
grubundagl farki (p<0,05) % Tc eklenen kiiltiiriin inokiilasyon sonrasi grubundan fark1
(p<0,05) ".
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Inokiilasyon isleminden hemen sonra, 9 giinliik inkiibasyondan sonra ve Tc
eklenen besiyeri i¢erisinde inokiilasyon isleminden hemen sonra farkl siirelerde UV-
C uygulama yapilan ti¢ grubun SOD enzim aktiviteleri karsilastirtlmistir (Sekil
4.20.). 9 giinliik inkiibasyon sonrast UV-C uygulanan grupta 12. ve 72. saatteki
enzim aktivitelerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. TC eklenmis besiyeri
icerisinde iiretim yapilarak radyasyona maruz birakilan uygulama gruplarinda ise 24.

ve 48. saatteki SOD aktivitesinin diger gruplara gore daha yiiksek oldugu tesbit

edilmistir.
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Sekil 4.20. A. alternata’nin ti¢ farkli uygulama grubunun UV-C uygulanmasi sonucu
siiperoksit dismutaz aktivite degisimleri. 9 giinliik kiiltiiriin inokiilasyon sonrasi
grubundabn farki (p<0,05) % Tc eklenen kiiltiiriin inokiilasyon sonrasi grubundan fark1
(p<0,05) ".
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Glutatyon (GSH) Miktar Tayini

Inokiilasyondan hemen sonra farkli siirelerde UV-C’ye maruz kalmanin
glutatyon miktar1 tizerindeki degisimleri incelenmistir (Sekil 4.21). Uygulama
gruplar incelendiginde UV-C’nin 48. saate kadar uygulama siiresi artisina bagh
olarak GSH miktarini indiikledigi gozlenmistir (p<0,05). Kontrol ve uygulama
gruplart karsilastirildiginda ise 12. ve 24. saatlerde uygulamanin GSH miktarinda
azalisa neden oldugu, 72. saatte ise glutatyon miktarini arttirdigi (p<0,05), 48. saatte

ise anlamli bir fark olmadig1 gézlenmistir (p >0.05).
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Sekil 4.21. Inokiilasyon sonrasi UV-C uygulanan A. alternata’nin glutatyon
miktarindaki degisimlerin kontrol ile karsilagtirilmas1 * (p<0,05).
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9 giinliik kiltiirlerde farkli siirelerde UV-C’ye maruz kalmanm glutatyon
miktar1 tizerindeki etkileri incelenmistir (Sekil 4.22). Kontrol ve uygulama gruplari
karsilastirildiginda 12. ve 72. saatlerde UV-C’nin GSH miktarinda artisa neden
oldugu, 48. saatte ise azalisa neden oldugu goézlenmistir (p<0,05). 24. saatte ise

onemli bir fark gézlenmemistir (p> 0.05).
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Sekil 4.22. A. alternata’nin 9 giinlik kiiltiirlerinin UV-C uygulanmasi sonucu
glutatyon miktarindaki degisimlerin kontrol ile karsilagtirmasi * (p<0,05).
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Besiyerine trisiklazol eklenmis kiiltiirlerde inokiilasyon isleminden hemen
sonra farkli siirelerde UV-C’ye maruz kalmanin GSH miktar1 iizerindeki etkileri
incelenmistir (Sekil 4.23). Kontrol ve uygulama gruplar1 karsilastirildiginda 12. ve
72. saatte UV-C uygulamasinin GSH miktarini inhibe ettigi, 24. ve 48. saatte ise
GSH miktarin arttirdigi tesbit edilmistir (p<0,05). Uygulama gruplar1 arasindaki en
yilksek GSH miktarn 12,827 + 0,4603 pmol/dakika/mg protein, en diisik GSH
miktar1 4,1204+0,5406 p mol/dakika/mg protein olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.23. Besiyerine trisiklazol eklenmis A. alternata kiiltiirlerinin UV-C
uygulanmasi sonucu glutatyon miktarindaki degisimlerin kontrol ile karsilastiriimasi
* (p<0,05).

Inokiilasyon isleminden hemen sonra uygulama yapilan, 9 giinliik
inkiibasyondan sonra uygulama yapilan ve Tc eklenen ii¢ grubun kontrollerinin GSH
miktarlart karsilastirilmistir (Sekil 4.24). 12., 24. ve 72. saatlerde inokiilasyon sonrasi

uygulama yapilan grubun kontroliiniin glutatyon miktarimin diger gruplara gore
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onemli diizeyde yiiksek oldugu gozlenmistir (p< 0,05). 48. saatte ise 9 giinliik
inkiibasyondan sonra uygulama yapilan kontrol grubunun GSH miktarinin diger iki

gruptan daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.24. A. alternata’nin Gi¢ farkli uygulama grubu igerisindeki kontrol gruplarinin
GSH miktarlarinin degisimleri. 9 giinliik kiiltliriin inokiilasyon sonrasi grubundan
fark1 (p<0,05) ?; Tc eklenen kiiltiiriin inokiilasyon sonras1 grubundan farki (p<0,05) b

Inokiilasyon isleminden hemen sonra, 9 giinliik inkiibasyondan sonra ve Tc
eklenen besiyeri igerisinde inokiilasyon isleminden hemen sonra farkl siirelerde UV-
C uygulama yapilan ii¢ grubun GSH miktarlar1 karsilagtirilmistir (Sekil 4.25.). En
yiiksek GSH miktarinin inokiilasyon sonrast 48 ve 72 saat UV-C radyasyonuna

maruz kalan gruplarda oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.25. A. alternata’nin ti¢ farkli uygulama grubunun UV-C uygulanmasi sonucu
GSH miktarlarinin degisimleri. 9 giinliik kiiltiirlin inokiilasyon sonrasi grubundan
farki (p<0,05) ?; Tc eklenen kiiltiiriin inokiilasyon sonras1 grubundan farki (p<0,05) b

Tc eklenmis kiiltiirlerde melanin pigment inhibisyonu gergeklesmis ve

flavoloin ve benzeri pigmentler sentezledigi igin kontrole kiyasla hem kati

besiyerindeki hem siv1 besiyerindeki kiiltlirler kirmizimsi renkte goriilmiistiir.

Sekil 4.26. Tc eklenmis (solda) ve eklenmemis (sagda) PDA’daki A.alternata; Tc
eklenmis (solda) ve eklenmemis (sagda) PDB’deki A.alternata.
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5. TARTISMA VE SONUC

Reaktif oksijen tiirleri ve olusan ROT’lar1 temizleyen enzimler arasindaki
denge pek ¢ok abiyotik ya da biyotik stres faktorleri nedeniyle bozulabilmektedir. Bu
faktorlerden biri olan UV radyasyon bu hassas dengeyi bozarak hiicrelerde reaktif
oksijen tiirlerinin olusmasina neden olmaktadir (Gill ve Tuteja, 2010). Organizmalar,
maruz kaldiklar1 gesitli stres faktorlerine ragmen canliligini siirdiirebilmek i¢in
bircok adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bu mekanizmalardan biri de
pigment olusumudur. Melanin pigmenti iiretebilen organizmalar karsilastiklart
ekstrem ¢evre kosullarina karsi direng saglayabilmektedirler. Melanin radyoprotektif
ozelligi sayesinde ROT olusumunu engelleyerek organizmayi oksidatif hasarin
neden oldugu olumsuzluklara kars1 korumaktadir (Cox vd., 2003).

UV-C’nin neden oldugu oksidatif stresi belirlemek amaciyla kullanilan
biyobelirteglerden biri de antioksidan savunma sisteminde yer alan parametrelerdeki
degisimlerin saptanmasidir. UV-C uygulamasinin antioksidan sistem {izerine
etkisinin melanin pigmenti ile iliskilendirilerek arastirdigimiz bu c¢alismada,
inokiilasyon sonrasi uygulama yapilan, 9 giinliik inkiibasyondan sonra uygulama
yapilan ve Tc eklenmis besiyeri icerisinde inokiilasyon isleminden hemen sonra
uygulama yapilan {i¢ grubun radyasyon siiresine bagli olarak antioksidan enzim
aktiviteleri ve GSH diizeylerinde meydana gelen degisiklikler tesbit edilmistir.

Katalaz aktivitesi incelendiginde 9 giin inkiibe edilen yash kiiltiirlerlerde
enzim aktivitesi hem kontrol hem UV-C uygulanmis gruplarda diger iki uygulama
grubuna gore daha yiiksektir. Ciinkii 9 giinlikk fungal kiiltiirlerde iiretilen yiiksek
diizeydeki melanin, UV-C radyasyonunun indiikledigi reaktif oksijen radikallerini
notralize ederek bu radikallerin, katalaz enzimi tizerindeki oksidasyonu engelleyip
enzimi olasi hasarlara kars1 korumaktadir. Maresca ve arkadaslarinin (2008) yaptigi
bir caligmada koyu pigmentli melonositlerin UV radyasyonunun zararli etkilerine
kars1 organizmay1 korumasimin, melanin tretimi ve katalaz aktivitesinin sinerjistik
olarak hareket etmesi sonucu ile ilgili oldugunu belirlemislerdir. Bunun tersi olarak
diisiik diizeyde melanin iireten hiicrelerde katalaz aktivitesinin de daha diisiik oldugu
tesbit edilmistir (Maresca vd., 2008). Bu c¢alisma buldugumuz sonucu

desteklemektedir.
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Inokiilasyondan hemen sonra UV uygulanan grupta ise katalaz aktivitesinin
kontrol gruplarina gore diisiik oldugu saptanmistir. Bu uygulama grubunda katalaz
aktivitesinin 9 giinliikk uygulama gruplarinin katalaz aktivitesinden de daha diisiik
oldugu bulunmustur. CAT aktivitesindeki bu azalis melanin iiretimi ile
iliskilendirilebilir. Inokiilasyondan hemen sonra radyasyon uygulanan funguslar
tarafindan tretilen melanin, 9 giinliik yash kiiltiirlere gore daha diisiik diizeyde
oldugu i¢in enzim, UV radyasyonunun neden oldugu oksidan zarara maruz kalarak
inhibe olmustur.

9 giinliik yash kiiltiirler ve inokiilasyon isleminden hemen sonra radyasyon
uygulanan grupta da 72 saatlik UV-C uygulamasi CAT aktivitesini ¢ok belirgin bir
bigimde arttirmistir. Sonuglarimiza paralel olarak, Steel ve Greer (2005) asma
kallusunu belirli dozlarda UV-B radyasyona maruz birakarak CAT aktivitesini tesbit
etmisler ve uygulanan en yiliksek dozda aktivitenin de buna paralel en yiiksek
miktarina ulastigini belirlemislerdir (Steel ve Greer, 2005).

Inokiilasyon sonrasi1 UV-C uygulamasi yapilan grupta glutatyon rediiktaz
enzim aktivitesi incelendiginde 72. saate kadar radyasyon uygulama siiresi arttikca
kontrole gore enzim aktivitesinin distiigli gozlemlenmistir. Li ve arkadaslarinin
(2012) bir makro alg tiirii olan Sargassum thunbergii lizerinde yaptigi calismada UV-
B radyasyonuna maruz birakarak, glutatyon rediiktaz enzim aktivitesindeki
degisimleri tesbit etmislerdir. UV-B dozu ve siiresi arttirildikga GR aktivitesinin
kontrole gore diistiiglini belirlemislerdir (Li vd., 2012). Melanin iiretiminin yiiksek
diizeyde oldugu 9 giinliik yash kiiltiirlerde ise inokiilasyon sonras1 uygulama yapilan
grubun tam tersi UV maruziyet siiresi arttikga kontrole gore enzim aktivitesinin de
arttig1 gézlenmistir. Bu sonug inokiilasyondan hemen sonrasinda UV-C uygulanan
grubun melanin tiretiminin daha az miktarda olmasiyla iligkilendirilebilir.

Her ii¢ grup i¢in kontrol gruplari arasinda GR enzim aktivitesi degerleri
karsilastirildiginda melanin miktar1 fazla olan 9 giinliik yash kiiltiirlerde GR enzim
aktivitesinin diger gruplara gore daha diisiik oldugu saptanmistir. Bu yiizden en
diisiik GR aktivite degeri 9 giinliik kiiltiirlerde, en yiiksek aktivite degeri de Tc
eklenmis besiyerinde iiretilen funguslarda gozlenmistir. Tc, melanin tiretimini inhibe
etmektedir ve UV-C uygulanan hiicrelerde melaninin antioksidan koruyuculugu
olmayacaktir. Bu nedenle olusan radikallerin temizlenmesinde antioksidan enzimler
melaninin gorevini iistlenecektir. Diger taraftan Tc bir fungal ilagtir. Fungusitlerin

detoksifikasyonlar1 da GST ve GPX enzimleri tarafindan glutatyon kullanilarak
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yapilmaktadir. GSH’in kullanilmas: sonucu olusan GSSG’nin de tekrar GSH’a
doniistiiriilmesi gerekmektedir. Bu donilisiimii yapan enzim de GR oldugu i¢in Tc
eklenen gruplardaki GR aktivitesi diger gruplara gére daha yliksek olacaktir. Wu ve
Von’un (2002) yaptig1 bir ¢calismada Hordeum vulgare L. bitkisine iki farkli fungusit
uygulayarak glutatyon rediiktaz enzimi aktivitesini incelemiglerdir. Calismanin
sonucunda 2 farkli fungusitin de GR aktivitesinde artisa neden oldugunu
gozlemlemislerdir (Wu ve Von, 2002). Her ii¢ grupta da hiicrelerin 72 saat UV’ye
maruz kalmalar1 GR enzim aktivitelerini kontrol grubuna gore onemli diizeyde
arttirdigt  gozlenmistir.  GST’nin  antioksidan  aktivitesine ilave olarak
ksenobiyotiklerin ve Tc gibi fungal pestisitlerin hem biyotransformasyonunda hem
de detoksifikasyonunda 6nemli rol oynamaktadirlar. GST, niikleofilik glutatyon ile
birlikte ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda ve Sitokrom P450 tarafindan
tiretilen reaktif ara frlinlerin detoksifikasyonunda da 6nemli rol oynamaktadir.
Cilinkii reaktif ara {irlinlerin araciligi ile de bir toksisite olusabilir. Reaktif ara {irtinler
ayrica hiicresel GSH depolarin da tiikkenmesine yol agabilmektedir. GR, hiicre i¢i
NADPH ve GSSG konsantrasyonu ile kontrol edilmektedir. Oksidatif bir stres
sonucu, GSSG’nin hiicre i¢i seviyesi artinca (6rnegin; UV-C radyasyonu) GR tekrar
aktive olmaktadir.

9 giinliik grupta GST aktivitesi kontrol gruplarina gére UV’ye maruz kalma
siiresine bagl olarak azalmistir. Inokiilasyon sonrasi uygulama yapilan grubun ise
enzim aktivitesi kontrol gruplarina gore UV uygulamasina bagl olarak genel bir artis
gorilmiistiir.

Glutatyon rediiktaz enziminde oldugu gibi GST aktivitesi de gruplar arasi
incelendiginde hem kontrol hemde UV uygulamalarinda diger iki gruba gore en
yiiksek aktivitenin Tc eklenmis grupta oldugu tesbit edilmistir. Tc eklenen grupta
diger iki uygulama grubuna gore GST iiretiminde 6nemli diizeyde artis goriilmiistiir.
Tc’nin fungusit 6zelligi disiintilecek olursa fungusitlerin detoksifikasyonunda gorev
yapan GST enzim miktar1 da artacaktir. Tc eklenmis grupta GST enzim aktivitesi
200-350 pmol /mg total protein iken diger gruplarda bu deger 50-250 aras1 pmol/mg
total protein arasinda oldugu saptanmistir. Mates (2000)'in yaptig1 ¢alismada gesitli
stres kosullar1 altinda hiicrelerde oksidatif stres olusarak gen regiilasyonunun

indiiklendigi ve boylece de antioksidan enzim sentezinde artis oldugu saptanmigtir
(Mates, 2000).
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Inokiilasyon sonras1 ve Tc eklenmis grupta SOD aktivitesi igin kontrol ve
uygulama grubu karsilastirildiginda genel olarak aktivitenin kontrole gore daha
diisiik oldugu saptanmistir. UV-C uygulamasina bagli olarak olusumlari indiiklenen
radikaller, radikal siipiiriicii enzimleri oksidasyona ugratarak fonksiyonel ve yapisal
hasarlara neden olurlar. Diger taraftan oksidatif strese neden olan radikaller,
trankripsiyon faktorlerinin regililasyonunu da bozarak antioksidan enzimlerin
sentezini inhibe edebilirler (Wood ve Schallreuter, 2008). Shindo ve arkadaslarinin
(1994) yaptiklari ¢alismada, fare cilt dokusu iizerine UV-A+UV-B uygulayarak
dokulardaki antioksidan enzim aktivitelerini tesbit etmislerdir. Bizim sonuglarimiza
benzer olarak, ¢alismadan elde edilen verilere gore CAT, GR ve SOD enzimlerinin
aktivitesi radyasyon uygulanan grupta diistiigii saptanmigtir. (Shindo vd., 1994).

9 giinlik uygulama grubunda ise UV’ye maruz kalan hiicrelerde SOD
aktivitesinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Ciinki 9
giinliik fungal kiiltiirlerdeki melanin tiretimi yliksek diizeydedir. Melaninin, gerek
peroksidaz gibi enzimleri radikallerin oksidasyonuna kars1 koruyarak, yada SOD gibi
radikal stipiiriicii enzimlerin gorevlerini Ustlenerek, gerekse de H,O; ile reaksiyona
girip, hidrojen peroksit miktarinda azalisa neden olarak antioksidan enzimleri radikal
hasarima kars1 koruduklart bilinmektedir (Shcherba vd., 2000). Lee ve arkadaslarinin
(2001) yaptiklar: ¢calismada, mayalara cesitli dozlarda iyonize radyasyon uygulayarak
SOD aktivitesinde meydana gelen degisimleri tesbit etmislerdir. Caligma sonucunda
radyasyon dozu arttikga SOD enzim aktivitesinde artis oldugunu saptamiglardir (Lee
vd., 2001). Yapilan bagka bir calismada ise kurbagalarda ortaya c¢ikarilan bir
mekanizmaya gore ¢esitli stres kosullar1 altinda melanin SOD enziminin gérevlerini
tistlenerek  siiperoksit iyonlarinin dismutasyonunu Kkatalizledigi bildirilmistir
(Jacobson vd., 1994).

9 giinliik uygulama grubundaki GSH miktar1 UV uygulamasina bagli olarak
kontrole gore genel bir artis oldugu dikkat ¢cekmistir. Erkan ve arkadaslarinin (2008)
yaptig1 bir calismada, cilek bitkisine c¢esitli dozlarda UV-C uygulayarak GSH
miktarmi tesbit etmislerdir. UV-C uygulamasimin GSH miktarinda artisa neden
oldugunu belirlemislerdir (Erkan vd., 2008). inokiilasyon sonrasi uygulama yapilan
grupta ise kontrol grubuna gore 72. saate kadar bir azalma gézlenirken UV uygulama
stiresine bagli olarak ise artis saptanmistir. Tc uygulanan grupta ise 24 ve 48.

saatlerde UV uygulamasi1 GSH sentezini indiiklemistir.
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Calismamizda GR aktivitesi ve GSH miktar1 arasinda pozitif bir korelasyon
saptanmistir. GR enzimi okside glutatyonu rediikte glutatyona c¢eviren bir enzimdir.
Rediikte glutatyonun miktar1 hiicreleri radikal hasarina karsi korumada 6nemlidir.
GSH hem detoksifikasyon hem de antioksidan enzimlerden glutatyon peroksidaz ve
GST enzimlerinin kofaktorii olmasindan dolayr stirekli tliketilmektedir. GSH’1n
hiicre igindeki seviyesini belirli diizeyde tutmak igin hiicrede GR enziminin
indiiklenmesi gerekmektedir. GR enzimindeki artis GSH miktarindaki artisla paralel
olmalidir. Calismamizda da 9 giinliikk funguslara UV uygulamasindan sonra UV’ nin
indiikledigi reaktif oksijen tiirlerini ndtralize etmek icin gerekli olan GSH glutatyon
rediiktaz tarafindan saglanmistir. GR aktivetisinin yiiksek oldugu 9 giinlik
kiiltiirlerde GSH igeriginin de yiiksek oldugu saptanmaistir.

Zhang ve arkadaslariin (2005) yaptig1 calismada koyu yesil ve agik yesil Poe
pratensis L. bitkisi UV-B radyasyona maruz birakilarak SOD ve CAT enzim
aktiviteleri saptanmistir. Klorofil ve karetenoid olusumunun antioksidan enzim
aktivitesiyle pozitif korelasyon gosterdigi, lipit peroksidasyonu ile ise negatif
korelasyon gosterdigi tesbit edilmistir (Zhang vd., 2005).

Yapilan bir¢cok caligmada cesitli stres faktorlerine karsi hiicrelerdeki GSH
miktarinin arttigr belirlenmistir. Bu artista da eksojen ve endojen pigmentasyonun
onemli rol oynadigi bilinmektedir. Wang ve Li (2006); Kadioglu ve arkadaslari
(2011) yaptiklar ¢alismalarda cesitli stres kosullarinda bitkilerdeki GSH miktarinin
arttigin1 ve antioksidan etkiye sahip salisilik asitin eksojen uygulamalarinin da strese
maruz kalmis bitkilerdeki GSH miktarini artirdigini saptamiglardir (Wang ve, Li,
2006; Kadioglu vd., 2011).

Calismamizda inokiilasyon sonrast UV uygulanan gruptaki SOD ve CAT
enzimlerinin kontrole gore disiisii UV uygulamasinin sonucu olusumu indiiklenen
reaktif oksijen tiirlerinin bu enzimlerin aktivitelerini inhibe etmeleriyle agiklanabilir.
Jiang ve Yang (2009) yaptiklar1 ¢alismalarda bugday bitkisine uyguladiklar
herbisitin SOD ve CAT gibi radikal siiptiriicii enzimlerin aktivitelerindeki diisiisiin
herbisit uygulamasina bagli biriken HO, ve siiperoksit radikalinin CAT ve
peroksidaz gibi hem grubu iceren enzimlerin aktivitelerini inhibe etmeleriyle
aciklamigslardir.

SOD, CAT, GPX, GR gibi enzimatik ve askorbat/C vitamini, GSH ve a
tokoferol gibi enzimatik olmayan diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlar kompleks

bir ag icerisinde redoks balansini siirdiirebilmek i¢in ¢alismaktadir. Bu kompleks ag
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icerisinde  antioksidanlar, oksidanlarin nétralizasyonu, oksidatif hasarlarin
inhibisyonu ve trankripsiyon faktorlerinin regiilasyonunu kapsayan hiicre i¢ dengesi
ve fonksiyonlarini korumakla gorevlidirler. (Wood ve Schallreuter, 2008).

Sonug olarak melaninin, antioksidan o6zelliklere sahip oldugunu ve bu
ozellikleri ile de antioksidan sistem elemanlari ile korelesyon iginde calistigini
sOyleyebiliriz.  Melaninin,  antioksidan  etkileri  ¢esitli ~ mekanizmalarla
gerceklesmektedir. Melanin, peroksidaz gibi enzimleri radikallerin oksidasyonuna
karst korumaktadir. Diger taraftan melanin, hem SOD gibi radikal siipiiriicii
enzimlerin gorevlerini istlenerek, hem de SOD’un katalizledigi reaksiyonun tirlinii
olan H,0; ile reaksiyona girerek, hidrojen peroksit miktarinda azalisa da neden
olmaktadir. Diger taraftan melanin, radikal olusturan enzimlere baglanip, radikallerin
olusumlarmi da engellemektedir (Shcherba vd., 2000). Ayrica fenol oksidazin
melanin iireten bir enzim oldugu ve melaninin siiperoksit iyonlarini tiikettigi goz
online alindiginda, melanin fizyolojik anlamda fenol oksidazin regiilasyonunu
sagladigi ve SOD’un tamamlayicisi olarak gorev aldigi da bilinmektadir (Geremia
vd., 1984; Sichel vd., 1991).

Melaninler, omurgalilar, bocekler, bitkiler ve mikrobiyal organizmalar dahil
biitiin biyolojik alemlerin igerisindeki tiirlerde bulunan multifonksiyonel bir
pigmettir. Melaninin 6nemli koruyucu rolleri bulunmaktadir. Melaninler kamuflaj
gorevi gorerek organizmayi cevresel predatorlere karsi, sicak-soguk ve kuraklik
stresine karsi, metal iyonlaria gosterdigi yliksek baglanma kapasitesi sayesinde agir
metallere karsi korumaktadir (Castanet ve Ortonne, 1997). Ayrica UV ve solar
radyasyon gibi fiziksel ajanlara kars1 fotoprotektér olarak koruyucu gorev
tistlenmektedir. Hem literatiirlerden elde edilen, hem de yaptigimiz calismanin
sonuglarindan elde ettigimiz verilere istinaden melaninin, canli organizmalar
ekstrem cevre kosullarina kars1 hayatta kalma sanslarini arttirdiklarini sdyleyebiliriz.

Melaninli funguslarin habitati, ¢ok yiiksek radyasyon seviyelerinin oldugu
cevrelerdir. 2007°de kesfedilen bu mikroorganizmalarla daha sonra bir¢cok bilim
adami tarafindan c¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu alanlarda yasayabilen
mikroorganizmalarin bdylesine yliksek diizeyde radyasyonlu habitatlarda nasil
yasayabildikleri konusu bilim adamlarinca ilgi odagi olmustur. Bu ekstrem cevre
kosullarina meydan okumanin molekiiler ve hiicresel boyutta incelenmesi sonucunda

hiicre duvarlarinda lokalize olan melanin iiretimine bagli oldugu tesbit edilmistir. Bu
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nedenle melanin tretimi ile fonksiyonlart ¢ok sayida arastirict ve mikologlar
tarafindan oldukca yeni ve popiiler bir konu haline gelmistir

Radiotrofik funguslarin agir metallere, oksidatif zararlara, ultraviyole
radyasyonuna, sicak ve soguk stresine ve kurakliga karsi ekstrem dayanikliliginin
olmasi gibi ¢cok sayida dikkate deger 6zellikleri vardir. Bu 6zelliklerinden dolay1 son
yillarda melaninli funguslar ve bakteriler ile c¢esitli c¢alismalar yapilmaya
baslanmistir.  Ozellikle genetik miihendislikle ilgili ¢alismalarin  yanisira,
biyoremediasyonla ilgili ¢alismalar ve ciddi ¢evre problemlerine neden olan agir
metallerin ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuyla ilgili yogun arastirmalar
yapilmaya baglanmigstir.

Cogu bitki patojeni olan fungus da, uygun olmayan ¢evre kosullarina karsi
canli kalmalarini irettikleri melanin pigmentine borgludurlar. Melanin, funguslar
litik enzimlerden, ekstrem sicakliklardan ve kurakliktan korudugu gibi fungusit
direncliligini de indiklemektedir. Bu bitki patojeni funguslar tarafindan melanin
tretimini etkileyen faktorlerin Ogrenilmesi, potansiyel biyokontrol ajami olarak
kullanilmasina imkan saglayacaktir.

Melanin, bazi insan patojeni olan funguslar i¢in de antioksidatif, termostabil,
antiradyoaktif, paramanyetik ve metal baglayict 6zelliklerinden dolayr 6nemli bir
virulans faktordiir. Fungal melaninler, patojen fungusu konagin immiin sistemine
kars1 korumaktadir.

Melanin {iretiminin mekanizmasinin anlasilmasi ile yeni antimikrobiyal
ilaglarin gelistirilmesi, kanser terapisi ve enerji transdiiksiyonu gibi bircok alanda
onemi giderek artmistir. Melanin liretimini engelleyen ¢esitli mekanizmalarin fungal
patojeniteyi azalttigt saptanmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak melanotik
mikroorganizmalarda melanin iiretimini engelleyen ilaglar dnemli bir potansiyel
antimikrobiyal ajan olmustur.Daha ilginci funguslardaki melaninin yapis1 bizim
derimizdeki melaninden kimyasal olarak farklilik gostermemektedir. Fungal ve
memeli melaninlerindeki benzerlik, melanoma tedavisinde énemli olan monoklonal
antibadi iiretiminde yol gostericidir. Ayn1 zamanda melaninin yiiksek enerjili iyonize
1sinlar1 tutma 6zelliginden dolayi, melanotik mikroorganizmalar i¢in biiyiik avantaj
saglamaktadir.

Yapilan bu g¢alismalarin sonuglar ile Mikrobiyoloji, Biyoteknoloji, Tip ve

Eczacilik alaninda temel diizeyde yeni bilgiler sunacaktir.
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EK 1.

INOKULASYON SONRASI
Zaman n Kontrol uv
12s 3 12,8890 + 0,3798 9,7169 + 0,0971*
24s 3 8,9344 + 0,5575 8,4089 + 0,4574
CAT 48s 3 6,8016 + 0,2583 6,6974 + 0,05966
72s 3 0,3703 + 0,05736 4,6049 + 0,5366 *
12s 3 0,752 + 0,02754 0,496 + 0,0327 *
24s 3 0,561 + 0,02219 0,387 + 0,008719 *
GR 48s 3 0,271 + 0,00686 0,192 + 0,02314 *
72s 3 0,0597 + 0,01523 0,173 + 0,0335 *
12s 3 75,340 + 1,8589 106,506 + 5,8704 *
24s 3 50,624 + 3,2617 97,313 + 4,8824 *
GST 48s 3 105,751 + 2,2032 101,514 + 10,9548
72s 3 46,377 £ 5,1289 109,179 + 4,1813 *
12s 3 315,347 + 8,2879 254,304 + 17,0160 *
24s 3 277,648 + 4,1232 256,638 + 0,0000 *
SOD 48s 3 236,626 + 4,2818 184,645 + 0,8516 *
72s 3 79,955 + 3,6584 252,170 + 3,2317 *
12s 3 13,375 + 0,1037 5,7840, + 3549 *
24s 3 14,999 + 2,5224 10,334 + 0,8897 *
GSH 48s 3 11,475 + 1,5296 11,851 + 0,8283
72s 3 6,015 + 0,5043 12,640 + 0,1695 *

Cizelge 1. Inokiilasyon sonrasi uygulama yapilan Alternaria alternata kiiltiirlerinin
her bir zaman diliminde UV-C’ ye maruz kaldiktan sonraki enzim aktivite

degisimleri: * kontroliin uygulama gruplarindan farki (p<0,005).
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9 GUNLUK KULTUR

Zaman n Kontrol uv
12s 3 8,915 + 0,3355 11,115 + 0,5356*
24s 3 20,269 + 0,5063 11,235 + 1,1945*
CAT 48s 3 23,209 + 3,3381 20,800 + 0,2634
72s 3 10,722 + 0,4603 21,264 + 0,9996*
12s 3 0,125 + 0,0307 0,335+ 0,03172 *
24s 3 0,125 + 0,03387 0,148 + 0,001391
GR 48s 3 0,303 + 0,02589 0,208 + 0,0156 *
72s 3 0,0554 + 0,003544 0,146 + 0,01171 *
12s 3 77,718 + 4,7796 57,609 + 3,6458 *
24s 3 230,410+ 16,9362 160,352 + 6,7280 *
GST 48s 3 198,257 + 6,0439 137,039 + 19,6246 *
72s 3 95,126 + 7,1974 236,323 + 23,5440 *
12s 3 208,223 + 4,0727 439,428 + 3,8240 *
24s 3 215,694 + 2,6483 359,673 + 17,9792 *
SOD 48s 3 506,378 + 2,4816 531,658 + 5,6221 *
72s 3 327,293 + 13,0306 892,497 + 4,2897 *
12s 3 7,319 + 0,5834 9,796 + 0,4281 *
24s 3 7,134 +0,8275 7,632 +0,2413
GSH 48s 3 14,352 + 1,7393 9,115 + 0,9914 *
72s 3 2,792 + 0,5782 5,078 + 0,6210 *

Cizelge 2. Her bir zaman diliminde UV-C’ ye maruz kalan 9 giinliik Alternaria

alternata kiiltiirlerinin  enzim aktivite degisimleri: * kontroliin uygulama
gruplarindan farki (p<0,005).
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Tc EKLENEN KULTURLER

Zaman n Kontrol uv
12s 3 11,697 + 0,5257 3,655 + 0,4074*
24s 3 11,312 +1,4313 8,582 + 0,6614*
CAT 48s 3 3,308 + 0,03341 11,698 + 0,5238*
72s 3 5,942 + 0,4970 6,479 + 0,4342
12s 3 1,248 + 0,2280 0,546 + 0,03316 *
24s 3 0,865 + 0,1190 0,276 + 0,08745 *
GR 48s 3 0,256 £ 0,04289 0,399 + 0,06037 *
72s 3 1,153 + 0,2056 2,554 + 0,4033 *
12s 3 186,668 + 11,5527 149,112 +2,0768 *
24s 3 329,861 + 36,9444 222,176 + 6,1895 *
GST 48s 3 156,207 + 4,9070 248,648 + 17,2874 *
72s 3 295,923 + 10,4667 296,478 + 16,6918
12s 3 348,582 + 15,2564 218,745 + 7,5072 *
24s 3 881,048 + 7,6929 719,798 + 12,6806 *
SOD 48s 3 221,634 + 4,2404 913,044 + 24,4917 *
72s 3 581,743 + 25,0163 464,482 + 21,7219 *
12s 3 6,341 + 0,4578 5,196 + 0,7032
24s 3 11,272 + 0,3760 12,827 + 0,4603 *
GSH 48s 3 2,385 + 0,3795 7,921 +2,1193 *
72s 3 5,053 + 0,4829 4,120 + 0,5406

Cizelge 3. Tc eklendikten sonra uygulama yapilan Alternaria alternata kiiltiirlerinin
her bir zaman diliminde UV-C’ ye maruz kaldiktan sonraki enzim aktivite

degisimleri: * kontroliin uygulama gruplarindan farki (p<0,005).
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