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Turkiye'deki Yabani ve Kiiltiire Ainmigs Ganoderma
lucidum'un Suluy Ekstraktlarinin In Vitro Bazi Enzim
Inhibitér Ozelliklerinin Karsilastiriimasi
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Oz: Deri hastaliklari, Alzheimer ve diyabeti de igeren kiiresel saglik sorunlarinin
tedavisinde en ¢ok kabul gbren stratejilerden birisi anahtar enzim inhibisyonu teorisidir. Bu
sebeple bu galismada Tirkiye'deki yabani ve kiltire alinmis Ganoderma lucidum (Curtis) P.
Karst'in sulu ekstraktlarinin kolinesteraz, tirozinaz, a-amilaz ve a-glukozidaza karsi enzim
inhibitdr potansiyelleri arastiriimistir. In vitro enzim inhibitér potansiyelleri bir mikroplate
okuyucuyla olgilmis ve ekstraktlarin bu enzimler Uzerinde etkili oldugu bulunmustur.
Aktiviteler standart esdegerler olarak degerlendirilmistir. Genel olarak yabani G. lucidum,
kiltdr 6rnegine kiyasla daha fazla enzim inhibitér potansiyele sahiptir. Elde edilen sonuglar
G. lucidum'un, 6nemli saglik sorunlarinin tedavisi igin dogal enzim inhibitérleri elde etmede
énemli bir kaynak olabilecegini gbstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Enzim ,inhibisyon, Ganoderma lucidum, Turkiye

In Vitro Some Enzyme Inhibitory Properties of Aqueous Extract of
Wild-Grown and Cultivated Ganoderma lucidum from Turkey: A
Comparative Study

Abstract: The key enzyme inhibitory theory is one of the most accepted strategies in
the treatment of global health problems including skin diseases, Alzheimer's disease and
Diabetes mellitus. For this reason, the enzyme inhibitory potentials of water extracts of wild-
grown and cultivated Ganoderma Ilucidum (Curtis) P. Karst from Turkey were investigated
against cholinesterase, tyrosinase, a-amylase and a-glucosidase. The in vifro enzyme
inhibitory potentials were measured with a microplate reader. The extracts were found to be
effective on these enzymes. The activities were evaluated as standard equivalents.
Generally, wild grown samples have more enzyme inhibitory potential as compared to
cultivated samples. The results suggested that G. lucidum could be considered as a source
of natural enzyme inhibitors for the treatment of major health problems.
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Girig

YUz yillardir birgok medeniyet tarafindan
Ozellikle de Cin, Kore, Japonya gibi Uzakdogu
Ulkelerinde insanlar tarafindan yogun bir sekilde
kullanilan Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst,
Reishi, Ling Zhi ve Olimsiizlik Mantari gibi
isimlerle bilinmektedir. G. lucidum'un uykusuz-
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luk, halsizlik, istahsizlik, bas dénmesi, sinir
hastaliklari, kronik nefrit, eklem iltihabi, gastrik
Ulser, kronik karaciger iltihabi, yliksek tansiyon,
mantar zehirlenmeleri, astim, yasgh bireylerde
bronsiyal 6ksurik ve kolesterol sentezi inhibis-
yonu gibi bircok hastaliga iyi geldigi bildiril-
mektedir.
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Bunlarin yani sira G. lucidum karaciger
yetmezligi, cesitli kanser turleri, HIV, herpetik
enfeksiyonlar gibi rahatsizliklarin tedavisinde de
kullanilmakta ve immunolojik ve antitimor
6zelliklerinden dolayl her gegen gun bilim
dinyasinin daha cok ilgisini gekmekte, cesitli
arastirmalara tabii tutulmakta ve ilag¢
gelistirmeye katki saglamaktadir. Japonya'da
2005 yihindan itibaren kanser ve diger bircok
hastaligin tedavisinde G. lucidum'un
kullanimina Saghk Bakanhgi tarafindan resmi
olarak izin verilmistir (Hobbs, 1995; Borchers ve
ark, 1999; Wasser ve Weis, 1999; Kim ve ark.,
2004; Berger ve ark., 2004; Huie ve Din, 2004).

GUnumiz dinyasinda pek c¢ok saglik
sorununun tedavisinde en c¢ok kabul gdren
stratejilerden birisi anahtar enzim inhibisyonu
teorisidir. Bu teori anahtar enzimleri inhibe
ederek hastalik semptomlarinin hafifletiimesi
temeline dayanmaktadir. Bu sebeple ¢ok sayida
enzim inhibitdru olan sentetik ilag Uretilmektedir.
Bununla birlikte bu ilaglarin etkinliklerinin sinirli
olmasi ve yan etkileri olmasi gibi dezavantajlari
dogal enzim inhibitdrlerinin dnemini artirmakta-
dir. Asetilkolinesteraz (AChE) ve bdtirilkolin-
esteraz (BChE) Alzheimer hastalidi, tirozinaz
deri hastaliklari, a-amilaz ve a-glukozidaz ise
diabet hastaliklariyla iligkili enzimlerdir ve bu
hastaliklarin tedavisinde bu enzimleri inhibe
eden sentetik inhibitdrlerden faydalaniimaktadir.
Ancak bunlarin yerine dogal inhibitérlerin
belirlenmesine ydnelik calismalar her gegen giin
daha ¢ok ilgi odagi haline gelmektedir (Melzer,
1998; Tocco ve ark., 2009; Tundis ve ark. 2010).

Bitkiler gibi mantarlar da beslenmenin
yani sira igerdikleri bilesiklerle insan saghgi
acgisindan oldukga buyuk 6neme sahiptirler.
Sentetik ilaglarin yan etkilerinin fazla olusu,
dogal ilaglarin daha ucuz ve kolay temin
edilmesi, ginimizde sentetik ilaglarin yerine
dogal ilaglarla tedavi yontemlerini yayginlastir-
maya baslamistir. Bu durum mantarlarin da
6nemini her gegen gun artirmaktadir. Turkiye'de
dogal olarak bazi bdlgelerde yetisen, son
yillarda Ulkemizde de kultur yetistiriciligiyle
glindeme gelen G. lucidum sabun, dis macunu,
kapsul seklinde ve o6zellikle cay, kahve gibi
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alternatiflerle insanlara sunulmaktadir. Bu
¢alismayla insanlarin yodun sekilde tiketimine
sunulan G. lucidum'un Turkiye'deki yabani ve
kaltire alinmis formlarinin sulu ekstraktlarinin,
Ozellikle Alzheimer, deri hastaliklari ve diabetle
iliskili olarak bazi enzim (kolinesteraz, tirozinaz,
a-amilaz ve a-glukozidaz) inhibitér 6zelliklerinin
belirlenmesive karsilastirilmasi amaclanmigtir.

Materyal ve Metot

Mantar materyali ve ekstraktlarin

hazirlanmasi

Kaltire alinmis G. lucidum &rnekleri
kurutulmus ve dilimlenmis olarak ticari bir
isletmeden (GanoTurk-Seyhan, Adana) satin
alinmistir. Yabani G. lucidum &rnekleri Karabik-
Yenice (Kanyon girisi, 41°08'16K, 032°21'51D,
456 m) ilgesinden toplanmis (Sekil 1) ve teshis
edilerek laboratuvarda 6zel kurutma dolapla-
rinda 40-45°C'de kurutulmustur. Kuru érnekler
degdirmende ayri ayri toz haline getirilmis ve su
ekstraktlarinin hazirlanmasi igin 10 g 6gutilmus
mantar 300 ml kaynar bidistile suyla 15 dk
karistirilmistir. Ardindan &érnekler liyofilize
edilerek kullanilincaya kadar buzdolabinda
+4°C'de muhafaza edilmistir.

Sekil 1. Yabani Ganoderma lucidum'un
toplandigi yerden bir gérinimu
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Antikolinesteraz aktivitesi

Kolinesteraz inhibitér aktivite Elmann ve
ark. (1961)'nin metoduna gére 96 kuyucuklu
mikroplatede dlgulerek belirlenmistir. Mikroplate
kuyucuklarina 2 mg/ml konsantrasyondaki 50 pl
mantar ekstrakti, 125 pyl DTNB [5,5-Dithio-bis(2-
nitrobenzoik) asit], 25 pl Tris-HCI tamponunda
(pH=8.0) hazirlanmis AChE veya BChE enzim
¢cOzeltisi ilave edilmigtir. Ardindan karisim oda
sicakliginda 15 dakika bekletilmis sonra 25 pl
asetiltiyokolin iyodur (ATCI) veya butiriltiyokolin
iyodur (BTCI) eklenmistir. Ayni sekilde, AChE
veya BChE enzim ¢6zeltisi olmadan hazirlanmis
reaksiyon reaktiflerine 6rnek coézeltisi ilave
edilerek kor hazirlanmistir. Oda sicakhginda 10
dakika sireyle inkiibe edildikten sonra érnekle-
rin ve kdrlerin absorbanslari mikroplate okuyu-
cuda 405 nm'de kaydedilmistir. Kérlerin absor-
banslari érneklerden cikarilarak gercek absor-
banslara ulasiimistir. Kolinesteraz inhibitér
aktiviteleri g ekstraktta galantamine esdeger
(mgGALAE/g) olarak sunulmustur.

Antitirozinaz aktivitesi

Tirozinaz inhibitor aktivite L-DOPA'nin
substrat olarak kullanildigi dopachrome
yontemiyle belirlenmigtir (Orhan ve ark., 2014).
Mikroplate kuyucuklarina 2 mg/ml konsantras-
yondaki 25 pl mantar ekstrakti, 40 pl tirozinaz
¢Ozeltisi ve 100 pl fosfat tamponu (pH=6.8) ilave
edilmistir. Bu karisim 15 dakika sireyle 25°C'de
bekletildikten sonra 40 pl L-DOPA eklenmisgtir.
Ayni sekilde, tirozinaz enzim ¢ézeltisi olmadan
hazirlanmis reaksiyon reaktiflerine érnek
cozeltisi eklenerek kor hazirlanmistir. Orneklerin
ve korlerin absorbanslari 10 dakika oda
sicakliginda inkube edildikten sonra mikroplate
okuyucuda 492 nm'de kaydedilmistir. K&rlerin
absorbanslari drneklerden c¢ikarilarak gergek
absorbanslara ulasiimistir. Tirozinaz inhibitor
aktiviteleri g ekstraktta kojik asite esdeger
(mgKAE/qg) olarak sunulmustur.
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Antiglukozidaz aktivitesi

a-glukozidaz inhibitér aktivite Palanisamy
ve ark. (2011)'na goére belirlenmigtir. Mikroplate
kuyucuklarina 2 mg/ml konsantrasyondaki 50 pl
mantar ekstrakti, 50 pl glutatyon, fosfat
tamponunda ¢6zunmuis 50 pl a-glukozidaz
cozeltisi ile 50 pyl PNPG (4-p-nitrofenil-a-D-
glukopiranozid) ilave edilerek 10 dakika sureyle
37°C'de inkube edilmigtir. Ayni sekilde, a-
glukozidaz enzim ¢ozeltisi konmadan hazirlan-
mis reaksiyon reaktiflerine 6rnek cozeltisi
eklenerek koér hazirlanmistir. Reaksiyon 0.2 M
50 pl sodyum karbonat ilavesiyle tamamlan-
mistir. Orneklerin ve kérlerin absorbanslari
mikroplate okuyucuda 400 nm'de kaydedilmistir.
Korlerin absorbanslari érneklerden cikarilarak
gercek absorbanslara ulagiimigtir. a-glukozidaz
inhibitdér aktiviteleri g ekstraktta akarboza
esdeger (mmolAKAE/g) olarak sunulmustur.

Antiamilaz aktivitesi

a-amilaz inhibitér aktivite Caraway-
Somogyi iyot/potasyum iyodir (IKI) yéntemiyle
belirlenmistir (Zengin ve ark., 2014). Mikroplate
kuyucuklarina 2 mg/ml konsantrasyondaki 25 pl
mantar ekstrakti ve fosfat tamponunda (pH=6.9
ve 6 mM sodyum klorir) hazirlanmis 50 pl a-
amilaz ¢ozeltisi eklenerek, 10 dakika sireyle
37°C'de inklibe edilmistir. Ardindan bu érneklere
%0.05'lik 50 pl nigasta ¢ozeltisi eklenmigtir. Ayni
sekilde, a-amilaz enzim ¢dzeltisi olmadan
hazirlanmis reaksiyon reaktiflerine érnek ¢ézel-
tisi ilave edilerek kér hazirlanmis ve karisim 10
dakika slreyle 37°C'de inkube edilmistir. 1 M 25
pl HCI eklenerek reaksiyon durdurulmus ve
ardindan 100 pl iyot-potasyum iyodur ¢gozeltisi
ilave edilmistir. Orneklerin ve korlerin absor-
banslari mikroplate okuyucuda 630 nm'de
kaydedilmistir. Kérlerin absorbanslari érnekler-
den cikarilarak gercek absorbanslara ulasiimis-
tir. a-amilaz inhibitér aktiviteleri g ekstraktta
akarboza esdeger (mmolAKAE/g) olarak
sunulmustur.
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Bulgular ve Tartisma

Gunumuzde kuresel boyutlara ulasan
saglik problemleri ve bunlarin tedavilerine
ybnelik yaklagimlar bilim didnyasinin en ilgili
¢ekici konularindandir. Alzheimer, diyabet ve
deri hastaliklarinin toplumdaki goérilme
sikhklarinin 21. Yuzyilin basinda artis gdster-
mesi bu hastaliklarin tedavileri igin yeni
stratejileri gerekli hale getirmistir. Bu stratejiler
arasinda en ¢ok kabul géreni anahtar enzimlerin
inhibisyonudur. Bu teori belirtilen hastaliklarin
patolojilerinde rol oynayan enzimlerin
(Alzheimer icin AChE, BChE; Diabet icin a-
amilaz ve a-glukozidaz; deri hastaliklari igin
tirozinaz) inhibe edilmesi ve hastaliklarin
gbzlenen patolojilerinde azalmayi kapsar.
Alzheimer hastaliginin fizyolojisine bakildiginda
ndron ve akson kaybi ile asetilkolin seviyesinde
azalma s6z konusudur. Bundan dolayi asetilkolin
seviyesini artirmak Alzhemier tedavisinde
6nemlidir. Asetilkolin dizeyini arttirmanin bir
diger yolu ise asetilkolini yikan kolinesteraz
enzimlerinin baskilanmasidir. AChE ve BChE
farkl genlerle kodlanan ancak 6zellikle substrat
secicilikleri ve bazi katalitik mekanizmalarindaki
farkliliklar sebebiyle birbirinden ayrilan yaygin
dagilimh enzimlerdir (Howes ve ark., 2003).
Yapilan arastirmalarda, kolinesteraz inhibis-
yonuna baglh asetilkolin dizeyindeki artiglarin,
Alzheimer hastaliginin erken dénemlerindeki
biling kayiplarini iyilestirebilecegi belirtiimektedir
ve bu amagcla Alzheimer tedavisinde galatamin,
fizostigmin gibi sentetik kolinesteraz inhibit&rleri
gelistirilmigtir. Yapilan arastirmalarda bu sentetik
inhibitdrlerin cesitli toksik etkileri olmasi ve kisa
Omurld olmalari klinik anlamda kullanimlarinin
sinirlandiriimalarina yol agmistir (Melzer, 1998).

Tirozinaz bakir iceren bir enzim olup
melanin sentezinin en dénemli enzimidir. Bu
isleviyle tirozinaz deri ve sa¢ renginin olugsmasin-
da goérev alir. Tirozinaz enzimi ayrica fenolik
bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyerek meyve
ve sebzelerde koyulagsmadan sorumludur.
Tirozinaz inhibisyonu deri hastaliklarinda
hiperpigmentasyonun tedavisinde temel
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stratejidir. Ayrica sadece dermatolojik
bozukluklarin tedavisinde degil esmerlesmenin
engellenmesiyle gida renklerinin korunmasinda
kullaniimaktadir. Hidrokinon, arbutin ve kojik asit
bilinen tirozinaz inhibitérleridir. Bu inhibitorler
beyazlatici ajanlar olarak kozmetik alaninda
kullaniimaktadir. Ancak bu bilesiklerin yan
etkileri gbz ardi edilememektedir (Cooksey ve
ark., 1997; Briganti ve ark., 2003; Kim ve Uyama,
2005; Solano ve ark. 20086).

a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri
karbohidrat sindiriminde gérev alan anahtar
enzimlerdir. Nisasta, a-dekstrin ve maltoz a-
amilaz tarafindan hidrolize edilir. a-glukozidaz
ise ince barsakda disakkaritleri ve oligosak-
karitleri glukoz monomerlerine hidrolize eder. Bu
sebeple a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerinin
inhibisyonu artan kan glukoz seviyesinin
azaltilmasinda énemli bir stratejidir. Akarboz ve
miglitol gibi glukoz seviyesini dusuren inhibitor
ilaclarin yerine dogal inhibitérlerin 6nemi diinya
saglik 6rgta (WHO) tarafindan yapilan éneriden
sonra daha da artmaktadir (Laube, 2002; Singh
ve ark., 2010).

Bu baglamda bahsedilen enzimlerin
inhibisyonlarina yénelik inhibitdrlerin gelistiril-
mesi blyldk 6nem arz etmektedir. Mantarlarin bu
noktada dogal enzim inhibitdrlerinin bir kaynagi
olabilecegi cesitli ¢calismalarda ortaya
konulmustur (Sekil 2) (Afrin ve ark., 2016; Gheibi
ve ark., 2016).

Calismamizda G. lucidum'un kiltir ve
yabani &érneklerinin su ekstraklarinin enzim
inhibitor ozellikleri spektrofotometrik yéntemler
kullanilarak belirlenmis ve sonuglar Tablo 1'de
sunulmustur. Sonuglara genel olarak bakil-
diginda yabani toplanan G. lucidum ekstraktinin
kiltir ortamindan elde edilen G. lucidum'a
kiyasla daha guclu inhibitdér &zelliklere sahip
oldugu gdérulmektedir. Enzim inhibitér etkinligi
AChE ve a-amilazda her iki G. lucidum ekstrakti
icin birbirlerine olduk¢a yakin iken, BChE ve
tirozinaz Uzerine olan inhibitdr etkiler arasinda
onemli farkliliklar g6zlenmistir.
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Biyolojik ve "Mar}fa-r
kimyasal 2LLE AL
aktivite tespiti

s ~~tlari

Yeni nesil ilaglarin gelistiriimesi icin dogal kaynaklar

Sekil 2. Yeni nesil ilaglar igin bir kaynak: Mantarlar.

Tablo 1. G. lucidum'un Tirkiye'deki yabani ve kiltire alinmig formlarinin sulu ekstraktlarinin enzim
inhibitdr 6zellikleri

Parametreler Kiiltiir Form Yabani Form
Asetilkolinesteraz inhibisyonu (mgGALAE/g ekstrakt)  0.92+0.01 1.0210.01
Butirilkolinesteraz inhibisyonu (ngGALAE/g ekstrakt)  0.30+0.04 1.29+0.37
Tirozinaz inhibisyonu (mgKAE/g ekstrakt) 0.59+0.01 9.04+0.01
a-amilaz inhibisyonu (mmolACAE/g ekstrakt) 0.14+0.01 0.18+0.01
a-glukozidaz inhibisyonu (mmolACAE/g ekstrakt) 0.60+0.04 1.111£0.01

*Ug paralel élgiimiin ortalamasitstandart sapma. GALAE: Galantamin es degeri;
KAE: Kojik asit esdegeri; ACAE: Akarboz es degeri
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Zengin ve ark. (2015) Ganoderma Ornegin Lee ver ark. (2011) G. lucidum'dan
applanatum ve Ganoderma resinaceum kolinesteraz inhibitér etkileri olduk¢a ylUksek
ekstraktlarinin biyolojik ve kimyasal 6zelliklerini olan triterpenoidleri izole etmiglerdir. Yine
arastirdiklari ¢alismalarinda enzim inhibitér yapilan cesitli ¢calismalarda G. lucidum'un o-
Ozellikleri rapor etmislerdir. Calismalarinda amilaz ve a-glukozidaz enzimleri Uzerine gugli
genel olarak metanol ekstrakti su ekstraktlarina aktiviteler sergiledikleri rapor edilmistir (Kim ve
kiyasla daha yiksek etkinlik gostermistir. Su Nho, 2004; Santhoshkumar ve Nagarajan,
ekstraktlarina bakildiginda G. applanatum'un 2014). Ayrica Ulkemizde halk arasinda G.
AChE, BChE ve a-glukozidaz Uzerine inhibitér lucidum'un kapsul, cay ve kahve gibi trinlerinin
etkinligi sirasiyla su sekildedir: 1.58 mgGALAE/g tuketiminin 6zellikle diyabet hastalarina iyi
ekstrakt, 0.70 mgGALAE/g ekstrakt ve 0.53 geldigi ifade edilmektedir. Bu noktadan
mmolACAE/g ekstrakt. G. resinaceum'un sulu hareketle, G. lucidum'un enzim inhibitor
ekstraktlarinin AChE, BChE ve a-glukozidaz potansiyeli acisindan olduk¢a 6nemli bir
Uzerine inhibitdr etkinlidi sirasi ise su sekilde konumda oldugu sdylenebilir. Ayrica ek olarak
tespit edilmistir: 0.62 mgGALAE/g ekstrakt, 1.35 bircok mantarin enzimlerin dogal bir kaynagi
mMgGALAE/g ekstrakt ve 0.78 mmolACAE/g olarak kullanilabilecedi rapor edilmis ve bu
ekstrakt. Bununla birlikte tirozinaz ve a-amilaz durum mantarlarin tibbi agidan potansiyellerini
Uzerine herhangi bir inhibitdér etki ortaya koymustur.
gb6zlememislerdir. Calismamizda ise hem Calismamizin sonuglarina goére G.
yabani hem de kiltir G. lucidum su lucidum, dogal enzim inhibitérlerin kaynagi
ekstraktlarinin galisilan tim enzimlere karsi olarak yeni ilaglarin dizayninda oldukga énemli
inhibitdr aktivite sergiledigi tespit edilmistir. bir potansiyele sahiptir. Bununla birlikte

Yine cgesitli calismalarda G. lucidum'dan yapilacak yeni ¢alismalarla Glkemizdeki yabani
elde edilen aktif bilesenlerin énemli derecede ve kultir G. lucidum'un aktif bilesenlerinin
inhibitér 6zellikler sergiledikleri rapor edilmistir. izolasyonu ve bunlarin olasi toksik dzelliklerinin
Bu galigmalarin buyuk g¢ogunlugu kolinesteraz arastiriimasi gerekmektedir.

ve noroprotektif etki Uzerine yogunlasmistir.
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