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OZET

Tez caligmasi kapsaminda T. anatolicum H.H. Dogan & Intini mantarindan farkli
yontemlerle iki polisakkaritge zengin ekstre, bir etanol ekstresi elde edilmistir. Elde
edilen ekstreler tizerinde; kompozisyon analiz ¢alismalari, in vitro antioksidan etkinlik
tayinleri, kanser hiicre hatlar1 tizerinde in vitro antikanser etkinlik ¢aligmalar1 yapilmistir.
Polisakkaritce zengin ekstrelerden biri ayrica fraksiyonlandirilmistir. Elde edilen
fraksiyonlarin sitototoksik etkinligi Ol¢lilmiis ve antikanser etkinligi gii¢lii bulunan
fraksiyonun yapisi; monosakkarit analizi ve spektrometrik ¢alismalar ile aydinlatilmaya

calisiimistir.

Ekstrelerin kompozisyonlari (toplam fenol, toplam, flavonoit, toplam flavonol, toplam
seker, toplam protein) spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir. Ekstrelerin
antioksidan aktivitelerini belirleyebilmek i¢in demir indirgeme giigleri, 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH?®) radikalini siiptiriicti etkileri, 2,2’-azino-bis (3-etilbenzatiyazolin-
6- siilfonik asit) (ABTS"®) radikalini siipiiriicii etkileri, spesifik olmayan hidroksil
radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasini engelleyici etkileri ve askorbat—Fe
(111)-katalizli fosfolipit peroksidasyonunu engelleyici etkileri dl¢iilmistiir. Tiim ekstreler
antioksidan etki giicli agisindan zay1f etkili bulunmustur. Ekstrelerin sitotoksik etkinligi
dl¢iilmiis ve sonuglara gore ekstrelerin, MCF-7(Insan Meme Adenokarsinoma Epitelyal
Hiicresi) A-549 (insan Akciger Karsinoma Epitelyal Hiicresi), COLO-205 (Insan
Kolorektal Adenokarsinoma Epitelyal Hiicresi) hiicre hatlarinin higbirinde, ¢alisilan
hicbir konsantrasyonda (100, 500, 1000 pg/mL) canlilig1 %50'nin altina indiremedikleri,
dolayisiyla zayif sitotoksik etkiye sahip olduklari tespit edilmistir. Ayrica denenen iki
ekstrenin (polisakkaritce zengin sicak su ekstresi, etanol ektresi) HEP-G2 (Insan

Hepatoseliiler Karsinoma Epitelyal Hiicresi) hiicre hattinda proliferasyona yol agtiklar
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goriilmiistiir. Zayif bulunan sitotoksik etkinligi artirmak igin polisakkaritge zengin sicak
su ekstresi iki farkli yontemle fraksiyonlanmis ve dort fraksiyon elde edilmistir.
Fraksiyonlarin sitotoksik etkinligi 6l¢iilmiis ve Ters Faz RP-18 kolon kromatografisiyle
elde edilen fraksiyonlardan digerine goére apolar olanin etkisinin elde edilen tiim
fraksiyonlara gore yiiksek oldugu goriilmiistiir. Etkin fraksiyon, A-549 hiicre hatt1 i¢in
1000 pg/mL'de canliligr yaklagik % 88, COLO-205 hiicre hatt1 i¢in 500 pg/mL'de
canliligr yaklasik % 90 ve MCF-7 hiicre hatt1 i¢in 500 pg/mL'de canlilig1 yaklasik % 88
inhibe ederek gii¢lii sitotoksik etki gostermistir. Etkin bulunan fraksiyonun yapisal
analizinde; monosakkarit igerigi olarak %99’dan fazla glukoz monomerlerinden
olustugu ve MALDI-QIT-TOF spektrumlarinin karsilastirilan glukan standarti ile
benzerlik gosterdigi gorilmistiir. Tirkiye'de yetisen ve ilk tespiti yine iilkemizde
yapilan T. anatolicum mantarinin polisakkarit¢e zengin ekstrelerinin in vitro antikanser

etkinliginin belirlenmesi adina yapilmis ilk ¢aligmadir.

Anahtar Kelimeler: Tricholoma anatolicum, antikanser, polisakkarit, hiicre kiiltiirii
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Caglayan KOCAKAYA

Erciyes University, Gradute School of Health Sciences
Ph. D. Thesis, March 2017
Supervisor: Prof. Dr. Miiberra Kosar

ABSTRACT

Within the scope of this thesis, two polysaccharide rich extracts obtained by two
different methods, and one ethanol extract were obtained from the T. anatolicum H. H.
Dogan & Intini fungus. On the extracts; composition analysis studies, in vitro
antioxidant activity assays, in vitro anticancer activity studies on cancer cell lines, were
carried out. Additionally one of the polysaccharide rich extract was fractionated. The
structure of the fraction, which have the most potent anticancer effect on cancer cell

lines, was tried to be elucidated by monosaccharide analysis and spectrometric studies.

The compositions of the extracts (total phenol, total, flavonoid, total flavonol, total
sugar, total protein) were calculated by spectrophotometric methods. In order to
determine the antioxidant activities of the extracts; the iron reducing powers, the
scavenging effects of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH*) radical, the scavenging
effects of 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzathiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS**) radical,
Inhibitory effect of 2-deoxyribose degradation formed by non-specific hydroxyl radical
and inhibitory effects of ascorbate-Fe (I11) -catalyzed phospholipid peroxidation were
measured. All extracts were found to be weakly effective in terms of antioxidant
potency. The cytotoxic effects of the extracts were measured. The extracts have weak
cytotoxic effects because they can not lower the viability below 50% at any of the
working concentrations on MCF-7 (Human Breast Adenocarcinoma Epithelial Cell), A-
549 (Human Lung Carcinoma Epithelial Cell), COLO-205 (Human Colorectal
Adenocarcinoma Epithelial Cell) cell lines. In addition, two extracts (polysaccharide-
rich hot water extract, ethanol extract) led to cell proliferation in HEP-G2 (Human
Hepatocellular Carcinoma Epithelial Cell) cell line. To enhance the poor cytotoxic

activity, the hot water polysaccharide rich extract was fractionated by two different
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methods and four fractions were obtained. The cytotoxic activity of the fractions was
measured. The effect of more apolar fraction obtained by reverse phase RP-18 column
chromatography was found to be higher then all four fractions. Effective fraction
inhibited approximately 88% viability at 1000 pg/mL concentration for the A-549 cell
line, approximately 90% viability at 500 pg/mL concentration for the COLO-205 cell
line and approximately 88% viability at 500 pg / mL concentration for the MCF-7 cell
line. Thus showed stronger anticancer activity compare extracts and other fractions.
Structural analysis of this active fraction found that the fraction contained more than
99% glucose monomers as monosaccharide content and that the MALDI-QIT-TOF
spectrum was similar to the spectra of the glucan standard. This is the known first study,
to determine the in vitro anticancer activity of polysaccharide rich extracts of T.
anatolicum fungus, which is grown in our country and the first detection was also

performed in our country.

Key words: Tricholoma anatolicum, anticancer, polysaccharide, cell culture
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1. GIRIS VE AMAC

Mantarlar heterotrof, klorofil bulundurmayan ve okaryotik canlilardir (1). Mantarlarin
onceleri bitki olduklar1 diisiiniilmiis ancak sonrasinda yapilan aragtirmalar neticesinde
ayr1 bir alem oldugu tespit edilmistir (2). Mantarlar alemi kendi icerinde 4 farkli gruba
ayrilmaktadir (3). Calismamizda incelenen kisim ise hifleri bélmeli, ileri yapili olan
makromantarlardir (4). Bundan sonra mantar kavrami, yliksek yapili makromantarlar

temsil edecektir.

Mantarlar yiizyillardir besleyici ve lezzetli olduklar icin tiiketilmektedir (5). Besinsel
degerleri igerdikleri yiiksek oranda karbonhidrat ve protein, eser elementler,
aminoasitler vb. maddeler nedeniyle olduk¢a yiiksektir (6). Besleyiciliklerinin yiiksek
olmasi1 yani sira sagliga olan faydalari ile de 6ne ¢ikmaktadirlar. Japonya ve Cin'de bu
mantarlarin tibbi kullanimi ile ilgili genis bilgi birikimi dolayisiyla mantarlara karsi
yogun ilgi vardir. Antioksidan, antimikrobiyal, antikanser, kolestrol diisiiriicii, immiin-
stimiilan vb. etkiler gdsteren bircok mantar tiirii vardir. Ozellikle kansere kars: etkilerini
icerdikleri polisakkarit ve polisakkarit-peptit kompleksleri ilizerinden gosterdikleri
bilinmektedir. Polisakkarit yapida antikanser etkili bir¢ok bilesik izole edilmistir (7).

Bunlardan bir kisminin klinik kullanimi bulunmaktadir (8).

Kanser diinya genelinde yiliksek boyutlarda 6liime yol acan zorlu bir hastaliktir (9).
Hastaliktan korunma ve bu hastalikla miicadele i¢in alternatif bir yol olarak mantarlarin
kansere karsi etkileri arastirilmakta ve mantar tiirlerinden kanser ilaci1 elde edilmeye

calisilmaktadir (7).

Calismamiza konu olan Tricholoma anatolicum H. H. Dogan & Intini mantar
tilkemizde Akdeniz ve Ege bdlgelerinin ormanlik bolgelerinde Sedir agaglart (Cedrus
libani) altinda dogal olarak yetismektedir. Sedir agaglar1 ile ortak bir yasam kurmaktadir
(10). Mantar yetistigi bolgelerde bulunan halk tarafindan bilingli veya bilingsiz bir

sekilde toplanmaktadir. Toplanan bu mantarlar i¢ piyasada tiiketilmekte veya dis



tilkelere 6zellikle Japonya'ya ihra¢ edilmektedir. Teshisi ilk olarak iilkemizde yapilan bu
mantar ekonomik ac¢idan degerlidir. Japon'larin Matsutake olarak siniflandirdiklar
degerli bir mantar ailesine mensup olan mantarin bu sebeple Japonlardan talep gordiigii

distintilmektedir (11).

Yapilan literatiir ¢alismasiyla tiire ait birkag kimyasal kompozisyon ve biyoaktivite
calismasi haricinde ¢alismalarin azlig1 dikkat ¢cekmektedir. Matsutake ailesindeki diger
mantar tiirlerinin ve Tricholoma tiiriine ait bazi mantarlarin antikanser etkiler gosterdigi
cesitli caligmalarin bulunmasi sebebiyle; bu mantar ailesine mensup ve iilkemize ait
olan tiirtin, calismamizda antikanser etkinligi genis bir ¢er¢evede ele alinmistir. Yapilan
calismayla hem ileride ilag olabilecek vasifta maddeler aragtirilmig, hem de literatiiriin

bu baglamdaki eksikligine katkida bulunulmaya ¢alisilmistir.

Yapilan c¢aligmalar ile mantar Orneklerinden, antikanser etkiden sorumlu oldugunu
diistindiigiimiiz polisakkaritge zengin ekstreler iki farkli yolla elde edilmis ve
saflagtirillmaya ¢aligilmigtir. Ayrica mantardan etanol ekstresi de elde edilmistir.
Ekstreler iizerinde toplam fenol, toplam flavonoit, toplam flavonol, toplam seker,
toplam protein miktar1 tayin edilerek kompozisyon analizi yapilmistir. Ayrica bu
ekstrelere ait antioksidan aktiviteler de incelenmistir. Hazirlanan ekstrelerde in vitro
aktivite testleri olan; indirgeme giicliniin belirlenmesi (Fe(II)'a Fe(Il)'ye indirgeme),
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH?®) radikalini siipiiriicii etki tayini, 2,2’-azino-bis (3-
etilbenzatiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS"®) radikalini siipiiriicii etki tayini, askorbat—
Fe (l11)-katalizli fosfolipit peroksidasyonunun inhibisyonu tayini ve spesifik olmayan
hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasini onleyici etki tayini

deneyleri yapilmis sonuglart 6lciilerek degerlendirilmistir.

Elde edilen ilk ham ekstrelerin (iki polisakkarit¢ce zengin ekstre, bir etanol ekstresi), A-
549 (insan akciger karsinoma epitelyal hiicresi), MCF-7 (insan meme adenokarsinoma
epitelyal hiicresi), COLO-205 (insan kolorektal adenokarsinoma epitelyal hiicresi)
kanser hiicre hatlari tizerinde sitotoksik etkinlikleri, MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazoliyum bromit) testi ile oOlgiilmiistiir. Akabinde sitotoksik etkinligi
artirmak amactyla elde edilen polisakkaritce zengin sicak su ekstresi Sephadeks LH-20
Kolon Kromatografisi (SFK) ve Ters Faz RP-18 Kolon Kromatografisi yontemleri ile

fraksiyonlandirilmistir.  Sonu¢ olarak; Jel Filtrasyon Sephadeks LH-20 Kolon



Kromatografisinden JEL-6, JEL44 fraksiyonlari, Ters Faz RP-18 Kolon
Kromatografisinden RP-25 ve RP-138 fraksiyonlari elde edilmistir.

Bu dort fraksiyona ait sitotoksik etki yine 3 farkli kanser hiicre hatt1 (A-549, MCF-7,
COLO-205) tizerinde MTT testi ile 6l¢lilmiistiir.

En yiiksek sitotoksik etkinligin gozlendigi fraksiyon olan RP-138'in monosakkarit
kompozisyonu belirlenmistir. Diger adimda ise etkin fraksiyon RP-138 ve glukan
standart1 (Sigma), MALDI-QIT-TOF kiitle spektrometrisi ile karsilastirilarak igerik

benzerlikleri spektrumlarla gosterilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mantarlar
2.1.1. Mantar Tanimi

Mantarlar uzunca bir siire hem bitki hem de hayvan benzeri 6zellikler gosterdikleri i¢in
taksonomik olarak smiflandirilamamislardir. Bilimsel arastirmalar sonunda fizyolojik,
anatomik ve morfolojik yapilarinin bitkilerden ve hayvanlardan oldukga farkli olduklari,
ayr1 bir alem olduklar1 fark edilmistir. Mantarlara ait ilk sistematik c¢alismasini 1836

yilinda Fries yapmistir ve hala bu sistem kullanilmaktadir (2).

Mantarlar, ¢ok hiicreli 6karyot canlilardir. Mantar hiicreleri dallanmis iplik¢ikler halinde
bulunur ve bu yapilara “hif” veya “misel” adi verilir. Hifler birleserek “miselyum”
yapisini olusturur. Hiicre ¢eperinin ana bileseni ise kitindir. Kitin ise azot tagiyan bir
polisakkaritten olusur (2). Yenilebilen mantarlarin kaba olarak 100 graminda 88-90
gram su, 3.8 gram protein, 0.3 gram yag, 4.9 gram karbonhidrat ve 1.2 gram kiil
bulunmaktadir (12). Mantar igeriginde bulunan karbonhidratlarin 6nemli kismi
polisakkaritlerdir. Polisakkaritler mantarlarda heksoz, pentoz veya uronik asit
polimerleri halinde bulunur (2).

Klorofil bulundurmayan, heterotrof canlilardir. Bir kismi predatdér olsa da mantarlar
cogunlukla saprofit (¢iiriik¢iil) veya parazitiktirler. Saprofit olanlar sindirim enzimlerini
hiicre disina salarlar, hiicre disinda sindirilen besinleri “riyozit” veya “haustorium”
denilen kok tiiylerine benzeyen yapilar1 sayesinde absorbe edebilirler. Parazitik olanlari
Ise hiicre dist sindirim yapabilir veya ihtiyaci olan besinleri etkilesimde oldugu canlidan

dogrudan absorblayabilirler (2).

Bazi mantarlar insanlarda dahil olmak {izere hayvanlar i¢in parazitiktir ve patojendir.

Ornegin insanlarda goriilen atlet ayag: hastaligi etkeni Epidermophyton floccosum (Harz)



Langeron & Miloch, patojen bir mantardir. Bazilar1 ise bitkiler i¢in parazittir. Bitkilerde

goriilen rastik hastalig1 buna 6rnektir (2).

Algler ve bitkilerle kurduklar1 mutual birliktelikler bulunur. Bunun en gilizel 6rnegi
mantarlarin 6zellikle yiiksek yapili bitki kokleriyle kurduklari mikorizal birlikteliktir.
Mantarlar hem eseyli hem de eseysiz iireyebilirler. Eseyli veya eseysiz iireyen sporlar
uygun bir siibstrat bulduklar1 zaman yapiskan bir miisilaj salarak yapiya tutunurlar ve
hifler ve ardindan miseller olusur. Mantarlar alemi kendi igerisinde 4 boliime ayrilir;

Chyrtridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota (3).

Son iki boliim olan Ascomycota ve Basidiomycota hifleri blmeli olan mantarlar: temsil
eder. Digerlerine gore daha biiyiik ve ileri yapili organizmalardir ve ger¢ek mantarlar

olarak da anilirlar (4).

Ascomycota bolimii mantarlarda sporlar askus yapisi igerisinde bulunur. Askus tulum
veya torbaya benzer bir yapidir. Basidiomycota boliimiinde ise sporlar bazidyum
denilen siskin hif uclarinda ve agikta olusur (4). Bu yapilar mantarlarin teshisinde

onemlidir.

Makrofunguslarin yenilebilen, yenilemeyen, tibbi 6zellige sahip veya zehirli olan birgok

tird vardir.

2.1.2. Ektomikorizal Yasam Dongiisii

Mikoriza, Yunanca kokenli mykes (mantar) ve rhiza (kok) kelimelerinden olusan ve
“kdk mantar’” manasma gelen bir terimdir. Ilk kez orman patolojisti A.B. Frank
tarafindan mantar ve agag iliskisi i¢in kullanilan bir kavramdir. Ototrof konukcu olan
bitki ile heterotrof organizma arasindaki iliskiyi ifade eder. Ektomikoriza tanimi1 daha
cok yiiksek yapili bitkiler (orman agaclari, ¢alilar) ile makromantarlar arasinda kurulan
ve bitki kokleri ile mantar miselyumu arasinda olusturulan simbiyotik birlikteligi ifade

eder (13). Calismamiza konu olan “T. anatolicum ™ bir ektomikoriza mantaridir.

Ektomikorizal simbiyoz yasamda mantar miselyumu, agacin kok yiizeyini gevreleyerek
yogun bir kilif veya manto olusturur. Agacin kokciiklerinin su ve mineral alma
vazifesini misel {istlenir. Miselyumun bir kismi1 kok korteks hiicrelerinin arasina girer ve

hiicre dis1 alanlarda kok hiicrelerine girmeden ags1 bir yap1 olusturur. Bu ag bitki ile



mantar arasinda besin maddesi aligverigini kolaylastirir. Miselyum ayni zamanda
mantodan uzaklagir ve ylizey alanini biiyiik dl¢lide artirarak besinlerin tiikkendigi toprak
bolgesine kadar yayilim gosterir. Artmis yiizey alani sayesinde mantar hifleri topraktan
su ve mineralleri alarak bitkiye aktarirlar. Bitki ise mantara fotosentez ile karbonhidrat

(karbon kaynagi) saglar (14).

2.1.3. Makromantarlarin Tibbi Kullanimi

Mantarlar yiizyillardir tiim diinya genelinde 6zellikle Cin ve Japonya’da besin olarak ve
icerdikleri bilesikler sebebiyle geleneksel olarak tibbi amacl kullanilmaktadirlar.
Antioksidan, antimikrobiyal, antikanser, kolestrol diisiiriicii, immiin-stimiilan vb. etkiler
gosteren bircok mantar tirii vardir. Diinyada yaklasik olarak 140.000 mantar tiirii
oldugu varsayilmaktadir. Ancak simdiye kadar yiizde onu incelenmistir. Etkilerini
icerdikleri biyoaktif bilesenler sayesinde gostermektedirler. Glikolipitler, sikimik asitten
tireyen bilesikler, aromatik fenoller, yag asitleri, poliasetilamin, poliketitler,
niikleozitler, seskiterpenler vb. bilesikler ornek verilebilir. Bu bilesenler viicudun
hastalik ve enfeksiyon durumunda verdigi biyolojik cevabi etkilerler. Mantarlarin
tilketimi gilivenli oldugu ve yan etkileri (toksik olanlar hari¢) olmadigi i¢in ilgi
cekmektedir. Son yillarda arastirmacilar i¢in 6zellikle mantar polisakkaritleri gbzde bir

konudur (5).

Mantarlar lezzetli olmalariin yani sira; igerdikleri proteinler, karbonhidratlar, yaglar,
vitaminler, lifler ve baz1 esansiyel minerallerle viicudun gereksinim duydugu

iceriklerden dolay1 besleyicidirler (6).

Mantarlarda bulunan polisakkaritler ve polisakkarit-peptit kompleksleri immiin yanit ve
biyolojik cevap siireclerini aktive etmektedir. Dahasit karsinojenez ve metastazi
engelleyerek antitlimoral etkinlikler gostermektedir. Antikanser etkinlik caligmalari
1970’lerde, Lentinus edodes (Berk.) Singer ’den elde edilen “lentinan” isimli bir g-
glukan ile baglamistir. Devam eden yillarda Schizophyllum commune Fr.’den elde edilen
“sizofilan” ile yapilan g¢alismalarda; sizofilanin hasta hiicrelerde makrofajlar aracili
immiin yanita sebep olarak antitiimoral etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Sonraki
yillarda yapilan ¢alismalarla homoglukan, heteroglukan, heteroglikan ve polisakkarit-
protein kompleksi birgok bilesik izole edilmistir (7).



2.2. Botanik Ozellikler
2.2.1. Tricholomataceae Familyasinin Genel Ozelikleri

Familya ismi kokenini yunanca iki kelime olan “trich”: kil, “loma”: sagak
kelimelerinden alir. Bunun sebebi ise (tiim tiirlerde olmasa dahi) mantarin sapka

kenarlarinda bulunan fibrile ¢ikintili dokudur (15).

Familya daha onceleri 78 cins igerirken 2014 yilinda Sanchez-Garcia ve ark. tarafindan
yapilan ¢alisma sonucunda yeniden simiflandirilmis ve 7 cinse ayrilmistir; Leucopaxillus,
Tricholoma, Dennisiomyces, Porpoloma, Corneriella, Aloomagister, Pseudotricholoma
(16).


https://en.wikipedia.org/wiki/Leucopaxillus
https://en.wikipedia.org/wiki/Tricholoma
https://en.wikipedia.org/wiki/Dennisiomyces
https://en.wikipedia.org/wiki/Porpoloma
https://en.wikipedia.org/wiki/Corneriella
https://en.wikipedia.org/wiki/Pseudotricholoma

2.2.2. Cins Tayin Anahtar

Tricholomatacea familyasina ait cinslerin tayin anahtar1 agagidaki gibidir (16).

1-) Sporlart amiloit AEGil........cccvevueiieiieiiiiie e 2
1-) SPOTIArT AMILOTE ... .veveiiieieieiie et be e e e sre e e e e nreenee s 3

2-) Keliosistid ve plevrasistid géze ¢arpan ve himenyum altindan dogan uzun bir sap;

kanca baglantilart Meveut ..........cccoviiiiiiiiii Albomagister

2-) Keliosistid var veya yok; plevrasistid nadir bulunur, var ise himenyumdan dogar;

kanca baglantilari nadiren @OTUITT .....ocvevvevveieiieiiiieeieiee e Tricholoma
3-) Sporlar sigilimsi ¢ikintilarla kapli..........ccocoveiiiiiiiiin Leucopaxillus
3-) SPOTIAr PUITIZSTZ .. ..eevveeveeeiee ettt ettt et et e b e e beenneas 4
4-) Keliosistid ve plevrasistid MEVCUL...........ccceceiveeiieri e Dennisiomyces
4-) Plevrasistid yok; keliosistid var VeYa YOK ............ccccceviiiieiieie e 5
5-) Keliosistid var, lamel kenarlari steril; Giiney Yarimkiire’ye yayilmis ........ Porpoloma

5-) Keliosistid var veya yok; Kuzey Yarimkiire’nin iliman orman ve cayirliklarina veya

tropik bolgelere yay1lim gOSTEIMIS.......ccuviiiiiiiiiiieii i 6

6-) Bazidyokarplar kesildiginde veya ¢iiriidiigiinde renk degistirmez; lameller
bazen c¢atallagmis; keliosistid var ve iyi ayirt edilebilir; tropik bolgelerde yayilim

BOSTETIIILS ..ttt ettt e ettt e ettt et e bt e st e b e s st e et e e st e e nbeeambe e beeenteenreeabeenneeas Corneriella

6-) Bazidyokarplar kesildiginde veya ¢iiriidiigiinde kirmizilagir; lameller catallagmis;
keliosistid yok veya giicliikle ayirt edilebilir; Kuzey Yarimkiire’nin iliman orman ve

cayirliklarinda yayilim gOStErmMiS.......oocvvvveriiiviiiieiiiiiiie e Pseudotricholoma



2.3. Tricholoma Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Tricholoma tiirleriyle ilgili ilk yazili kaynaklara, eski ¢aglardan bu yana 6nem veren
Japonya’da ulagilmistir. Japon halki agisindan olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Japonlar
bu mantara “Matsutake” ismini vermislerdir. Ozellikle yemek kiiltiirlerinde 1000 yili
askin bir stiredir yer almaktadir. Bu tiirler lezzetli bir besin olmasinin yaninda, kiiltiirel
ve dinsel anlamda da dneme sahiptir. Tarihi ¢ok eski donemlere dayanmaktadir. Milattan
sonra 759 yillarinda yazildig1 belirlenen bir siirde Tricholoma mantarlarinin énemi ve
sagliga olan faydalarindan Ovgiiyle bahsedilmektedir. Ayni zamanda asalet ve
zenginligin de birer gostergesi olmuslardir. Tarihsel donem boyunca gectigimiz yiizyila
kadar Tricholoma mantarlar1 verimlilik, iiretkenlik ve mutlulugun bir sembolii olarak
goriilmiistiir. Ge¢gmiste oldugu gibi giiniimiizde de Japon halk: tarafindan biiyiik deger
ve ilgi gérmektedir (17).

Tricholoma ismi ilk Elias Magnus Fries’in Systema mycologicum (1821-1828) adli
calismasiyla literatiire girmistir. Friedrich Staude’nin c¢alismalariyla 1857 yilindan

itibaren cins olarak ele alinmistir (18).

Yapilan ¢aligmalar ve mantarlarin ekonomik ve besinsel degerleri goz oniine alindiginda

Tricholoma tiirleri igerisinde “Matsutake” grubu mantarlar dikkat ¢ekicidir.

Grupta, Uzakdogu ve Iskandinavya’da yetisen T. matsutake (S. Ito & S. Imai) Singer,
Asya kaynakli T. bakamatsutake Hongo ve T. fulvocastaneum Hongo, “Amerika
Matsutakesi” olarak adlandirilan ve Kuzey Amerika ve Meksika’da yetisen T.
magnivelare (Peck) Redhead, Akdeniz bolgesi iilkelerinde yetisen ilk tiir tayini de
tilkemizde yapilan T. anatolicum ve Avrupa iilkeleri ve iilkemizde yetisen T. caligatum
(Viv.) Ricken bulunmaktadir (19, 20).

2.4. Diinyada ve Ulkemizde Bulunan Tricholoma Tiirleri

“Catalogue of Life” 2016 verilerine gore; diinya genelinde gliniimiize degin, Tricholoma
cinsine ait 364 tir tespit edilmistir (21). Yapilan ¢alismalar neticesinde iilkemizde
Tricholoma cinsine ait 68 tir bulunmustur. Bulunan tiirlerden bazilari; Batman ili
cayirlik bolgelerinde T. auratum Gillet ve T. ustale (Fr.) P. Kumm.; Kayseri ili Hacer

Ormani’nda T. cognatum (Fr.) Gillet, T. imbricatum (Fr.) P. Kumm, T. nudum (Bull.) P.
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Kumm. ve T. terreum (Schaeff.) P. Kumm.; Denizli ilinde T. arvernense Bon,
T. myomyces (Pers.) J.E. Lange, T. stans (Fr.) Sacc. ve T. ustale; Giineyde Toros
daglarinda yeni bir sedir mantar1 tiirii olan T. anatolicum, Ege ve Akdeniz bdlgesinde
Mugla, Aydin ve Antalya gibi illerde ise T. caligatum tespit edilmistir (17, 22, 23). T.
sulphureum (Bull.) P. Kumm. tiirii yok olma tehlikesi ile karsi karsiya iken; T. equestre
(L.) P. Kumm., T. sejunctum (Sowerby) Quél. , T. stans ve T. ustaloides Romagn. ise

saldirtya ag¢ik durumdadir (23).

2.5. Tricholoma anatolicum H. H. Dogan & Intini Tiirii
2.5.1. Tricholoma anatolicum'un Genel Ozellikleri

Matsutake grubunda yer alan ve iilkemiz i¢in olduk¢a onemli olan T. anatolicum,
lezzetli ve kaliteli bir besin maddesidir. Intini ve ark. tarafindan ilk defa 2003 yilinda
tilkemizde tanimlanan T. anatolicum “Anadolu mantar1” manasina gelen “anatolicum”
epiteti ile isimlendirilmistir. Yoresel olarak “sedir mantar1” veya ‘“katran mantar1”
isimleriyle de tanimmakta, toplanmakta ve tiiketilmektedir. T. anatolicum her yil
sonbahar aylarinda sinirli bir siirede yetismekte, yerel halk tarafindan toplanmakta ve T.
matsutake gibi basta Japonya olmak tiizere Asya iilkelerine ihra¢ edilmektedir. T.
anatolicum, iilkemizde yetisen Tricholoma tiirleri arasinda en degerli tiirdiir. Tiiriin
belirli bir toplanma kuralinin olmayisi ve asirt miktarda toplanmasi; makrofungusun
gelecegi i¢in tehdit olusturmaktadir. Ulkemiz icin olduk¢a &nemli bir tiir olan T.
anatolicum’un korunmasi ve bu tiiriin yetistigi bolgelerdeki yerel halkin bu konuda
bilinglendirilmesi olduk¢a onemlidir (11). Sekil 2.1°de T. anatolicum fruktifikasyonlari

gorilmektedir.
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Sekil 2.1. T. anatolicum’a ait fotograflar (23).

2.5.2. Sistematigi

T. anatolicum’ un ayrintili sistematigi asagida verilmistir (24).
Alem: Fungi

Boliim: Basidiomycota

Alt boliim: Agaricomycotina

Smuf: Agaricomycetes

Alt siif: Agaricomycetidae

Takim: Agaricales

Familya: Tricholomataceae

Cins: Tricholoma

Tiir: T. anatolicum H. H. Dogan & Intini (2003).
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2.5.3. Morfolojik Ozellikleri
-Makroskobik Ozellikleri

“Sapka; 4-20 cm capinda basta yari kiiresel, sonrasinda konveks ve en sonunda diizlesen
bir yapidadir. Yiizey; pliriizsiiz, nemlendiginde zayif parlak, kurudugunda parlak ve
ipeksi gorlinlime sahiptir. Beyazimsi, merkeze dogru soluk krem rengindedir. Gengken
beyaz-soluk krem, yaslandikca agik kahverengiden sarimsi kahverengine dogru degisir.
Kenarlari; beyazimsi fibrilli ige dogru kivrik, gencken kortina benzeri bir yapi ile sapa
baglidir. Lameller; gencken beyaz, beyazimsi, yaslandik¢a acgik sarimsi, dar, disli sapa
az bagi ya da serbest, kenarlar diiz, sap 4-10 cm uzunlugunda ve 1-3 cm eninde,
silindirik, dip kisma dogru incelmektedir. Eti 2-5 cm kalinlikta, beyaz, ¢ok serttir.
Katran diye bilinen Liibnan sedirinin kokusuna benzer bicimde ¢ok farkli bir kokuya

sahiptir. Tad1 ¢ok hafif ve hostur” (25).

-Mikroskobik Ozellikleri

“Sporlar elips seklinde, yag damlacikl, piiriizsiiz, renksiz ve 6-7.5 (8.5) x 4-5 (5.5) um
boyutlarindadir” (25).

2.5.4. T. anatolicum’un Habitat1 ve Ulkemizde Yayilisi

Ektomikorizal bir mantar olan T. anatolicum, sadece Cedrus libani A. Rich. (Sedir
agaglar1) altinda bulunur. Genellikle Toros Daglarinda 1300-1700 rakimda
rastlamlmistir.  Mikorizal birliktelik kurdugu sedir agaclart en az 25 wyilliktir.
Olgunlasmas1 Akdeniz iklimi olan bdlgelerde Ekim-Kasim aylarinda sonlanir (10).

Ormanlik arazide yetkin bir sedir mantar1 6rnegi Sekil 2.2°de goriilmektedir.
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Sekil 2.2. Arazide sedir mantarinin (T. anatolicum) yetkin karpoforu (sap ile sapkadan olusan
kisim) ve toprak yiizeyinden yaklasik 10-30 cm derinlikte olusturdugu misel yapisi
(22).

T. anatolicum sedir agaglarinin yogunlukla bulundugu bulundugu Akdeniz Boélgesi’nde
yayilis gostermektedir. Mantara rastlanilan iller batidan doguya dogru Mugla, Antalya,
Konya, Karaman, Adana, Osmaniye ve K. Maras’tir (10). Tirkiye’deki dagilimi Sekil
2.3’te gosterilmistir. Projemizde kullanilan orneklerimiz Adana Feke ilgesinden

toplatilmustr.

Sekil 2.3. T. anatolicum’un Tiirkiye’deki Dagilimi (10).



14
2.6. Tricholoma Tiirleri Uzerinde Kimyasal Cahismalar

Tricholoma tiirleriyle yapilan galismalar neticesinde bu tiirlerin ¢ok sayida sekonder
metabolit icerdigini 6zellikle de terpenoit tiirevleri icerdikleri goriilmiistiir. Son yillarda
Tricholoma tiirlerinin fitokimyasal ¢alismalarinda tespit edilen terpenoitler; diterpenler,
triterpenler, polioksitlenmis steroitler, fenolik monoterpenoitler, dieningeranil
siklohekzenonlar ve diger indol tiirevleri gibi bilesenler olarak karakterize edilmistir

(25).

T. terreum’dan 4 yeni meroterpenoit izole edilmistir. Terreumol A-D olarak
isimlendirilmislerdir. Spektroskopik yontemler ve X-1s11 difraksiyonu sonucu 10 iiyeli
bir halka yapisina sahip olduklar1 gériilmiistiir. Terrumol A, C ve D; 5 kanser hiicre hatti
tizerinde (HL-60, SMMC-7721, A-549, MCF-7, SW48) sitotoksik etkiler gostermistir.
Mukayese olarak kullanilan cisplatine yaklagan 1Cso degerleri tespit edilmistir (26).

Tricholoma tiirleriyle yapilan bir ¢alismada bu mantarlardan 3 yeni diterpen izole
edilmistir. Bu diterpenler rat feokromositoma hiicre kiiltiiriinde norotropik etkiler
gbstermistir. izole edilen 3 yeni diterpene ait molekiiler yapilar1 Sekil 2.4'te
goriilmektedir (27).

=0
1//’\|4
OH 0 OH

Tricholomalide A (1) Tricholomalide B (2) Tricholomalide C (3)

Sekil 2.4. Tricholoma tiirlerinden izole edilen 3 yeni diterpen (27).

T. orirubens Quél.'den hyaluronik asit bozunma inhibitér potansiyeli yiiksek, yara
iyilesmesi, eklem agrisi tedavisi dahil bir¢ok tedavi sisteminde fayda saglayabilecek
yeni fenon tiirevleri izole edilmistir. Izole edilen fenon tiirevleri Sekil 2.5."te verilmistir

(28).
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Sekil 2.5. 1-) Orirubenon-D, 2-) Orirubenon-E, 3-) Orirubenon-F, 4-) Orirubenon-G,
5-) Orirubenon-A, 6-) Orirubenon-B, 7-) Orirubenon-C (28).

Kuzeybati Ispanya’da yetisen iki yabani mantar olan T. portentosum (Fr.) Quél. ve T.
terreum’ un kimyasal igerik ve besin degerleri arastirtlmistir. Diyet lifi, her iki tlirde de
birbirine yakin ve yaklasik kuru materyalin %45’1 kadar bulunmustur. Her iki tiirlin
protein igerigi de benzer ve kuru materyalin yaklasik %16’s1 kadardir. Esansiyel
aminoasitler T. portentosum igin toplam aminoasitlerin %61.8’i, T. terreum igin
ise %63.3’1 olarak hesaplanmistir. Her iki tiiriin protein igerikleri de yumurta aki,
kazein ve biftekle kiyaslandiginda oldukca fakirdir. Fakat karsilastirilan bitkisel
proteinlerden daha zengindir. Yag igerigi T. portentosum i¢in %5.7 ve T. terreum icin %
6.6 hesaplanmustir. Her iki tiir i¢in yag icerig diisiik seviyededir. Her iki tiir i¢in, toplam

yag asitlerinin %75 inden fazlasi oleik asit ve linoleik asit olarak hesaplanmistir (29).
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Ulkemizde yapilan bir ¢alismada Diyarbakir ve Batman yorelerindeki lokasyonlardan
toplanan 6 farkli tliir mantara ait organik element ve protein igerigi arastirilmistir.
Mantarlara ait organik elementler (C, H, N) Carlo-Erba elementel analiz cihaziyla tespit
edilmis. Azot tizerinden toplam protein igerigi hesaplanmistir. T. ustale 6rnekleri igin
protein icerigi %29.7- % 50.5 (% kuru materyal) bulunmustur. Bu farkliligin materyalin
toplandigt  bolgeye gore protein igeriginin  degismesinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir (30).

Ulkemizde Dogu Karadeniz bodlgesinde yetisen, T. terreum ve T. virgatum (Fr.) P.
Kumm. dahil, 16 mantar tiiriiyle ilgili bir calisjmada mantarlarin igerdikleri eser
elementler incelenmis; T. terreum ve T. virgatum i¢in bulgular Tablo 2.1'de verilmistir
(31).

Tablo 2.1. T. terreum ve T. virgatum tiirlerinin selenyum, kadmiyum, demir, manganez ve ¢inko
diizeyleri (ug/g kuru materyal N=3) Ort+ SS (31)

Se Cd Fe Cu Mn Zn

T.terreum  1.32+0.10 23+0.2 963 + 74 32.8+2.5 120+ 10 88.3+6.8
T.virgatum 88.3+6.8 1.2+0.1 238 £25 214+2.1 752+6.3 126 £ 11

Orta Anadolu’da yetisen yenilebilen baz1 mantarlarin agir metal icerikleri, yapilan bir
diger calismayla aydinlatilmistir (32). Bu ¢alismada incelenen tiirlerden birisi olan T.

equestre i¢in agir metal icerigi Tablo 2.2'de verilmistir.

Tablo 2.2. T. equestre igin agir metal bilesimi (mg/kg kuru materyal) , Ort+ SS (32)

Pb Cd Zn Fe Mn Cu Cr Ni
159+0.16 199+003 173.80+044 632+1 10040+3.70 2520+0.34 5.12+0.04 5.68+0.19

Portekiz yabani mantarlarmin fenolik madde igeriginin incelendigi bir ¢aligmada T.
atrosquamosum Sacc., T. sulphureum mantarlari da incelenmis; T. atrosquamosum
tirtinde, p-kumarik asit ve sinnamik asit; T. sulphureum tiirtinde ise p-hidroksibenzoik

asit ve sinnamik asit tespit edilmistir (33).
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Icerisinde T. sulphureum’un da bulundugu, 18 Portekiz yabani mantarina ait calismada
mantarlarin antioksidan gii¢leri ve Floresans-YBSK ile tokoferol igerikleri analiz
edilmistir. T. sulphureum’da ortalama 0.52 pg/g toplam tokoferol bulunmustur. Bunun

40 ug/g’1 f-tokoferol olarak hesaplanmustir (34).

T. matsutake’nin kimyasal kompozisyonu ve besinsel degeri ile bir caligmada
mantarin %20.3 ham protein, %29.10 lif, %36.67 karbonhidrat igerdigi gosterilmistir.
Aminoasit igerigi detayli olarak incelenmis ve tim yumurta aminoasitleriyle
karsilastirilmistir. Mantar ayrica mineral icerigi acisindan da degerlendirilmis; K, Na, P,
Ca, Zn, Fe, Cu, Mn mineralleri tespit edilmistir. Toplam bilesen ve mineral igerigi,

Tablo 2.3'te, karsilastirmali aminoasit i¢erigi Tablo 2.4'te verilmistir. (35).

Tablo 2.3. T. matsutake toplam bilesenler ve mineral igerigi (100 g 6rnek igin, n = 3). (35)

Bilesen Konsantrasyon (Ort £ SS)
Protein (g) 20.30 +£0.02
Yag (g) 5.04 +£0.01
Kiil (g) 8.89 + 0.05
Lif (9) 29.10 £ 0.09
Karbonhidrat (g) 36.67 = 0.04
Suda ¢6ziinebilen seker (g) 7.07 £0.03
Potasyum (mg) 2352+ 0.44
Sodyum (mg) 31 +0.06
Fosfor (mg) 504 +£0.11
Kalsiyum (mg) 41 +£0.04
Cinko (mg) 14+£0.07
Demir (mg) 36.9+0.03
Bakir (mg) 8.72 +£ 0.06

Mangan (mg) 8.31+£0.02
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Tablo 2.4. T. matsutake ve yumurta aminoasitleriyle karsilastirmas1 (-*: Esansiyel aminoasitleri

belirtir) (n=3) (35).

Aminoasitler T .matsutake g/kg % Mantar % Yumurta
(Ort = SS) aminoasitleri aminositleri
Treonin? 0.98 = 0.002 4.0 5.1
Valin? 1.59 £ 0.004 6.5 6.9
Metiyonin? 0.45+0.001 1.8 3.3
Izol6sin? 1.16 £ 0.007 4.6 6.3
Losin? 1.87 +£0.002 7.6 8.8
Feninalanin?® 1.05 £ 0.004 4.2 5.7
Lizin2 1.47 £ 0.002 6.0 7.0
Tirozin 0.64 £ 0.001 2.6 4.2
Serin 0.66 £ 0.001 2.7 7.6
Glutamik asit 5.49 +0.007 22.2 12.7
Glisin 1.42 +0.003 5.8 3.3
Alanin 2.36 £ 0.005 9.6 5.9
Sistein 0.10 £ 0.001 0.4 59
Aspartat 2.31£0.002 94 9.6
Histidin 0.56 £0.001 2.2 2.4
Arjinin 1.11 +£0.002 4.4 6.1
Prolin 1.51 +£0.002 6.4 4.2
Toplam aminoasit 24.73
Toplam esansiyel aminoasit 8.57 34.65

Mantarlardan elde edilen ve antikanser 6zellikler gosteren bilesiklerin ¢ogunlugunun

polisakkaritler oldugu gosteren sayisiz ¢calisma vardir. Bu polisakkaritler ise ¢ogunlukla

mantarlarin hiicre duvarinin yapisinda bulunmaktadir. Her ne kadar kitin ve kitosan da

hiicre duvarinda bulunsa da antikanser etkinlik gostermez. Antikanser etkinlik gosteren

polisakkaritler ¢ogunlukla (1—3), (1—6) f-glukan veya (1—3) a-glukan tiirevleri

olmaktadir. Bu bilesikler lineer veya dallanmis glikoz monomerlerinden veya yan

zincirinde basit sekerlerin ¢esitli kombinasyonlar1 olan (glukuronik asit, ksiloz, galaktoz,

mannoz, arabinoz, ksiloz) tiirevlerden olusabilirler. Proteinlerle kompleks yapmalari

olasidir. Antikanser etkinlik gosteren diger polisakkaritler ise glukoz haricindeki
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monosakkaritlerin polimerlesmesiyle olusan glikanlardir. Bu glikanlar arabinoz, mannoz,
fukoz, galaktoz, ksiloz, glukuronik ait ve glukoz igerebilir (36). Tricholoma cinsine ait
mantarlarda da bu agiklanan yapilar1 biinyesinde barindiran ve antikanser etkinlik

gosteren bircok tiir vardir.

T. matsutake’den su ekstraksiyonu ve alkol ¢oktiirme sonucu elde edilen polisakkarit
fraksiyonunun yapilan analizlerle kimyasal yapisi aydinlatilmaya calisiimistir. Elde
edilen veriler sonucu polisakkaritin molekiiler agirliginin 15.76 kDa oldugu goriilmiistiir.
Monosakkarit analizi sonucu D-glukoz, D-galaktoz, D-mannoz and D-fukoz
monomerlerinden olustugu bulunmustur. Karbonhidrat polimerlerinin birbirine /f-
glikozidik baglarla bagli oldugu IR Spektroskopisi ile belirlenmistir. (1).H-NMR,
(13)C-NMR ve 2D-NMR sonuglarina gore sekerlerin £ ve o baglariyla bagl oldugu; f
bag/o bag oranmnin 4/1 oldugu goriilmiistiir. Bu ana bilgiler 1s18inda molekiiliin ana
iskelet olarak (1-4)-beta-piran glukoz i¢erdigi ve O-6 konumundan bagli olan dallanmis
zincirin fukoz (1-2) mannoz (1-3)-alfa-piran galaktoz oldugu tespit edilmistir (37).

Yine ayni tiirle yapilan baska bir calismada mantara alkol ¢Oktiirmesi, protein
uzaklastirma, DEAE-52 seliiloz iyon degistirme kromatografisi ve Sephadeks G-100 jel
filtrasyon kromatografisi igslemleri uygulanarak MTS-1 ve MTS-2 isimli iki polisakkarit
izole elde edilmistir. MTS-1 ve MTS-2 polisakkaritlerinin molekiiler agirliklar1 YBSK
ve jel gecirgenlik kromatografisi vasitasiyla; monosakkarit analizi ise gaz
kromatografisi ile tespit edilmistir. Sonug olarak MTS-1 5939 Da, MTS-2 ise 232317
Da bulunmustur. MTS-1 glukoz, ksiloz ve galaktozun sirasiyla 12.89: 1.20: 1 oraninda
birlesmesiyle olusurken MTS-2 monomer olarak sadece glukoz icermektedir (38).

T. giganteum'dan sicak su ile polisakkarit ekstraksiyonu i¢in optimum sartlarin
belirlendigi bir ¢alismada ekstraksiyon i¢in optimum kosullar ekstraksiyon sicakligi i¢in
100 °C, ekstraksiyon zamani igin 3 saat, ekstraksiyon sivisi: ekstre edilecek madde oram
20:1 ve polisakkaritleri ¢oktiirmek igin 5 kat1 etanol kullanimi olarak belirlenmistir (39).

Calismamizda sicak su ekstraksiyon yontemi olarak kullanilan yontemle aynidir.

T. lobayense R. Heim, ¢ok saglikli ve besleyici bir mantardir. Yapilan bir
calismayla %99' dan daha fazla saflikta ii¢ polisakkarit ekstresi (TLH-1, TLH-2, TLH-3)
elde edilmistir. Antioksidan deney sonuglarina gore ti¢ ekstre icerisinde en aktif olarak

TLH-3 bulunmustur. Bu ekstrelerin yapisal analizleri sonucu; molekiiler agirliklar:
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TLH-1 igin 8.43 x 10° Da, TLH-2 igin 5.36 x 10° ve TLH-3 i¢in 4.53 x 10° bulunmustur.
TLH-1 ve TLH-2’nin ¢cogunlukla 1-4-bagli-a-D-glukopiranozil’den olustugu; TLH-3’lin
ise C-6 konumundan 1-3-bagli-a-glukopiranozil olarak dallandigr ve 1-3-baglh-f-D-
galaktopiranozil i¢eren ¢ok dallanmis bir glukogalaktan oldugu tespit edilmistir. TLH-
3’lin etki bakimindan en giiglii olmasinin nedeni, molekiiliin molekiiler agirligimnin daha
diisik olmasina, ¢ok dallanmis olmasma, ¢ok yonli baglarinin olmasma ve

konformasyonunun kompleks olmasina bagl oldugu disiiniilmektedir (40).

Amerikan Matsutake mantar1 olarak bilinen T. magnivelare’nin misel ve sporokarp
yapilarinin ugucu bilesikleri arastirilmigti. Ugucu bilesik analizleri GC-MS ile
yapilmisgtir. Sonug olarak sporokarp yapisi ugucu bilesenleri; metil sinnamat, a-pinen,
bornil asetat ve 1-okten-3-ol bulunmustur. Miseller yap1 ugucu bilesenleri ise; 3,5-
dikloro-4-metoksibenzaldehit, 3,5-dikloro-4-metoksibenzil alkol ve hekzanal olarak

bulunmustur (41).

Giiney Kore’de yapilan bir ¢alismada T. matsutake' ye ait ugucu bilesik analizi GC-MS
ile, kokulu madde analizi ise GC-olfaktometri ile yapilmistir. Sapka kisminda 24, sap
kisminda 21 ugucu bilesik, tespit edilmistir. Metil sinnamat ve 1-okten-3-ol bunlarin en
¢ok bulunanlaridir. 1-okten-3-on ise sapka ve sap kisminda mantarin ana kokusunu
olusturan maddedir. Sapka ve sap kismiin koku igerikleri ve kokular1 farkliliklar

gostermektedir (42).

2.7. Tricholoma Tiirleri Uzerinde Yapilmis Biyoaktivite Calismalari
2.7.1. Antihipertansif Etki

T. giganteum Massee fruktifikasyonlar1 Asya’da evde yapilan tedavilerde, farmasotik
amagla uzun zamandir kullanilmaktadir. Bu kullanimlarindan yola ¢ikilarak yapilan bir
calismada bu mantarin distile su ekstresi elde edilmistir. Ultrafiltrasyon, Sephadeks G-
25 kolon kromatografisi ve Ters Faz YBSK ile ACE inhibitorii peptidler
fraksiyonlanmistir. Elde edilen fraksiyonlardan birisi, spontan hipertansif ratlarda, 1
mg/kg dozda yiiksek antihipertansif etki gostermistir. ACE’ nin kompetetif bir inhibitorii
oldugu bildirilmektedir (43).
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T. mongolicum S. Imai’nin misellerinden elde edilen lektinin si¢anlara jugular venden
intravendz 10 mg/kg dozda uygulanmasiyla, arteryel kan basincinda 95.3 + 7.4 mmHg

diisiis saglayarak hipotansif etki gosterdigi gériilmiistiir (44).

2.7.2. Antimikrobiyal Etki

T. giganteum fruktifikasyonlarindan izole edilen lakkazin, HIV-1 revers transkriptazi

(ICs0=2.2 uM) inhibe ederek antiretroviral etkinlik gosterdigi tespit edilmistir (45).

T. giganteum’dan bir¢cok kromatografi teknigi kullanilarak izole edilen trichogin isimli
bir proteinin Fusarium oxysporum, Mycosphaerella arachidicola ve Physalospora
piricola iizerinde antifungal etkinlik gosterdigi; ayrica HIV-1 revers transkriptaz
enzimini (ICs50=83 nM) inhibe ettigi tespit edilmistir (46).

Icinde T. giganteum’un da bulundugu 18 mantara ait ekstreler, Leishmania donovani
protozoasina karsi antilagsmanyal etkinlikleri i¢in incelenmistir. 7. giganteum’a ait
ekstrenin L. donovani’nin gelisim formlarindan biri olan promastigotlara karst etkin

oldugu tespit edilmistir (47).

T. columbetta (Fr.) P. Kumm. ve T. caligatum un da dahil oldugu bir ¢alisma grubunda
mantarlarin  siklohekzan, diklorometan, metanol ve deiyonize su ekstreleri elde
edilmistir. Bu ekstrelerin Gr(-) Pseudomonas aeruginosa, Gr(+) Bacillus cereus ve
Candida albicans’ a kars1 antimikrobiyal etkisi agar difiizyon metoduyla calisiimistir.
Sonug olarak her iki tiire ait metanol ekstrelerinin, ayn1 mantarlara ait diger ekstrelere
gore her ii¢ patojene de (C. albicans, B. cereus ve P. aeruginosa) 20 mg/mL
konsantrasyonda en gii¢lii inhibisyon zonunu olusturarak antimikrobiyal etki gosterdigi
tespit edilmistir. Diger ekstrelerde ve diisiik konsantrasyonlarda ise etkinlik ya hig

bulunamamis ya da daha az bulunmustur (48).

Hindistan’da Bat1 Bengal yenilebilir mantarlariyla yapilan bir ¢alismada Tricholoma
cinsine ait 3 tiir (T. crassum Sacc., T. lobayense, T. giganteum) i¢in antimikrobiyal
etkinlik arastirllmisti. Mantarlardan metanol ekstreleri elde edilmis, akabinde
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Proteus vulgaris, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans icin disk difiizyon metoduyla

antimikrobiyal tarama yapilmis ve T. giganteum’un minimum inhibisyon
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konsantrasyonlari (MIC) belirlenmistir. Sonug olarak T. crassum ekstresi yalnizca B.
cereus ve P. vulgaris’e karsi inhibisyon zonu olusturabilmis; T. lobayense ekstresi
yalnmizca P. aeruginosa ve C. albicans’ a kars1 zon olusturmustur. T. giganteum ekstresi
ise C. albicans haricindeki biitiin mikroorganizmalara karsi etkili bulunmustur T.
giganteum ekstresinin tiim mikroorganizmalar i¢in minimum inhibisyon konsantrasyonu

(MIC) 75 ng/disk bulunmustur (49).

Icerisinde T. mongolicum’dan elde edilen TML-1 ve TML-2 isimli iki lektinin de
bulundugu bir¢ok maddenin antinematodal etkinligi bir ¢alismayla belirlenmistir. D.
dipsaci i¢gin TML-1, H. glycines i¢gin ise TML-2 gii¢lii antimikrobiyal etkili bulunmustur
(50).

2.7.3. Antikanser, immmiinstimiilan ve immiinmodiilator Etkiler

T. mongolicum’dan izole edilen TML-1 ve TML-2 isimli iki lektinin, farelere implante
edilen sarkoma 180 hiicrelerinin biiyiimesini; farelerdeki makrofajlar1 aktive ederek ve
nitrit iyonlarmnin {iretimini stimiile ederek inhibe ettigi tespit edilmistir. Ozellikle TML-

2, yiiksek derecede aktif bulunmustur (51).

Hong Kong’da bulunan lokal bir Tricholoma tiiriiniin misel kiiltiiriinden polisakkarit-
peptit kompleksi bir madde izole edilmistir. Bu maddenin farelerdeki sarkoma 180
hiicrelerinin biiylimesini 6nledigi, makrofaj hiicrelerini aktive ettigi, T-hiicrelerinin
proliferasyonunu stimiile ettigi distintilmektedir. Boylelikle immiinmodulatér ve

antitiimor etkinlik géstermektedir (52)

T .equestre’den elde edilen flavomannin-6,6-dimetileter isimli maddenin, Caco-2 hiicre
hattinda, GO0/G1 fazindaki duraklamay: indiikleyerek ve p27 protein seviyesini
yiikselterek sitostatik etkiler gosterdigi tespit edilmistir (53).

T. matsutake’den ultrasonik etkiyle ekstre edilen polisakkaritler, DEAE-Sepharose
kolon vasitastyla fraksiyonlara ayrilarak TMP-1, TMP-2, TMP-3 olmak iizere 3
fraksiyon elde edilmistir. Bu fraksiyonlarin kimyasal bilesim ve yap1 tayini sonucunda
TMP-2’nin  digerlerinden farklilik gosterdigi ve Glukoz: Galaktoz: Mannoz
monomerlerinden sirastyla 5.9: 1.1: 1.0 oraniyla olustugu tespit edilmistir. Glikozidik

baglarinin 1-6 ve 1- bagl glikozlardan olustugu tespit edilmistir. Antioksidan etkinlik
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gosteren bu madde 4.0 mg/mL dozda, HEPG-2 ve A-549 kanser hiicre hatlarinda
sirasiyla yaklasik %68 ve %59 antiproliferatif etki gostererek canliligi azaltmistir (54).

T. giganteum’dan elde edilen suda ¢Oziinebilen bir polisakkarit ekstresi ve suda
¢Oziinmeyen li¢ polisakkarit ekstresi iyon-degistirici kromatografi, jel filtrasyon ve
affinite kromatografisi ile bir¢ok fraksiyona ayrilmistir. Bu fraksiyonlardan suda
¢oziinebilir olan FA-1 fraksiyonu, Sarkoma-180 hiicreleri implante edilmis farelerde
tiimorti yaklasik %69 oraninda baskilamistir. Suda ¢oziinmeyen fraksiyonlardan FIII-2-a
fraksiyonu, ayni tiimor {izerinde yaklasik %93 oraninda bir inhibisyon gostermistir. Her
iki ekstreye ait kimyasal ve yapisal analiz sonucu olarak; FA-1’in %1 protein igeren ve
molekiil agirhigr 5.2 x 10* Da olan g-D-glukan oldugu, suda ¢dziinmeyen bir fraksiyon
olan FllI-2a’nm ise molekiiler agirlig1 4.1 x 10° Da olan kiiciik miktarlarda ksiloz,
galaktoz ve %3.5 protein igeren bir (1-6)- f-D-glukozil dalli (1-3)- f-D-glukan oldugu
tespit edilmistir (55).

T. lobayanse’nin kiiltiir filtratlarindan izole edilen protein-polisakkarit kompleksinin
farelerde bulunan Sarkoma 180 hiicrelerine kars1 antitiimoral etkinlik gosterdigi, kanser
hiicre hatlarinda ise 30 ve 60 pg/mL gibi diisiik dozlarda dahi sitotoksik etkiler
gosterdigi gozlemlenmistir (56).

Isvigre albino fareleri benzo[a]piren uygulamasi ile midelerinin 6n bolgesinde kanser
olusturulmustur. Hasta hale getirilen farelere T. giganteum’un %80’lik etanol ekstresi,
10-100 mg/kg dozda 16 hafta verilmistir. 16 haftanin sonunda kanserin baskilandigi
goriilmiistiir. Hiicrelerdeki antioksidan deney sonuglar1 da géz Oniine alindiginda T.
giganteum’un bu koruyucu etkisini; lipit peroksidasyonunu diizenlemesiyle, antioksidan
savunma sistemini aktive etmesiyle, hiicre ¢ogalmasinin inhibe etmesiyle ve apoptozu

indiiklemesiyle gosterdigi diigiiniilmektedir (57).

T. crassum alkali ekstresinden hetero-polisakkarit yapida bir madde izole edilmistir. Bu
polisakkarit; makrofajlari, timosit ve splenositleri prolifere ederek immiin cevaplar

olusturmustur (58).
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2.7.4. Antioksidan Etki

T. matsutake tiiriine ait dort ayr1 kalite mantarin serbest radikal siipiiriicii etkisi ve nitrik
oksit iiretimini inhibe edici etkisi incelenmistir. Nitrik oksit inhibe edici etki RAW 264.7
hiicrelerinde calisilmistir. Oncelikle mantarlara ait etil asetat, biitanol, dietileter ve su
fraksiyonlar1 elde edilmistir. Akabinde antioksidan deneyleri yapildiginda dort kalite
mantar i¢in de serbest radikal siipiiriicii etki siralamasi etil asetat fraksiyonu> biitanol
fraksiyonu> dietileter fraksiyonu> su fraksiyonu seklindedir. Nitrik oksit sentezini
inhibe edici siralama ise li¢ fraksiyonda denenmis ve etilasetat> biitanol> su seklindedir.
Biitanol ve etil asetat fraksiyonlarinin daha aktif ¢ikmasinin sebebi fenolik madde ve
flavonoit igerikleriyle antioksidan etkinliklerinin korele olmasi sebebiyle icerdikleri

fenolik madde ve flavonoitlerle alakali oldugu diisiiniilmektedir (59).

T. mongolicum igin optimum polisakkarit ekstraksiyon parametreleri sicaklik: 48.4 °C,
pH: 5.4 ve ekstraksiyon zamani: 134 dakika olarak hesaplanmis ve ekstre verimi bu
sartlarda ortalama %24 bulunmustur. Bu sartlarda elde edilen polisakkarit ekstresi
DEAE-53 anyon degistirici kromatografi ve Sephadeks-100 kromatografi uygulanarak 4
fraksiyona ayrilmis ve her fraksiyonun ayri ayri insan serviks karsinoma hiicre hatti
tizerinde (HeLa) antioksidan ve antiproliferatif etkileri incelenmistir. TMIP-4, hem

antioksidan hem de antiproliferatif etkiler agisindan en etkin fraksiyon bulunmustur (60).

Icinde T. caligatum’un da bulundugu mantarlarla yapilan calismada bu mantara ait
diklorometan, metanol ve sicak su ekstrelerinin (polisakkarit saflastirilmasi yapilmadan
direkt su ekstresi) antioksidan ve antimikrobiyal etkinliklerine bakilmistir. Antioksidan
deneyleri ve toplam fenolik madde gallik asit standart1 lizerinden gore hesaplanmistir.

Sonuglar Tablo 2.5'te gosterilmistir (48).

Tablo 2.5. T. caligatum’a ait diklorometan, metanol ve su ekstrelerinin antioksidan giicii ve
toplam fenolik madde miktarlari. Ort+SS. TE: Troloksa Esdeger (48).

Demir ind.
ABTS"™® DPPH*® Giicii Toplam Fenolik
Ekstreler Radikali Siip. Etki Rad. Siip. Etki Belirlenmesi Madde
(MM TE/g kuru  (uM TE/g kuru (uM TE/g kuru  (mg GAE/g kuru
agirhk) agirhk) agirhk) agirhk)
Diklorometan ekstresi 4.02+0.40 3.72+0.30 8.75+0.42 3.87+0.01
Metanol ekstresi 7.44 +1.58 0.12+0.02 0.43+0.12 4.76 £0.60

Su ekstresi 3.53+£1.77 2.04+£0.46 17.29£0.38 5.89+0.24
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2.7.5. Hepatoprotektif Etki

Parasetamol ile indiiklenerek karaciger hasari olusturulan farelere, igerisinde T.
lobayense’nin de bulundugu ii¢ mantara ait su ekstreleri 300 mg/kg dozda verilmistir.
Sonug olarak tiire ait bu ekstre, hepatoprotektif etkiler gostererek karacigerdeki hasara
ait kan parametrelerinden olan serum glutamik piriivik transaminaz (SGPT) ve serum
glutamik oksaloasetik asit transaminaz (SGOT) seviyelerini kayda deger bicimde

distirmdstiir (61).

2.7.6. Hipoglisemik EtKi

T. mongolicum’un da igerisinde bulundugu bir ¢alismada mantar ekstrelerinin diyabet
tizerine etkileri incelenmistir. Streptozotosinin intraperitoneal enjeksiyonu yoluyla
indiiklenerek diyabetli hale getirilmis farelere bu mantarlara ait ekstreler oral yolla 10
mg/kg dozda verilmistir. 25 giin siiren ¢alismada T. mongolicum’un polisakkaritlerce
zengin fraksiyonunun diger biitiin ekstrelere gore daha giiclii bir etki gdstererek plazma

glukoz seviyelerini diistirdiigii ve hipoglisemik etki sagladig1 tespit edilmistir (62).

2.7.7. Toksisite

2002 yilinda Polonya Gdansk Universitesi Tip Fakiiltesi’ne yatis yapan anne ve oglunu
iceren bir olguda; 9 ardisik yemek boyunca T. equestre yabani mantarindan 100-300
gram yedikleri anlagilmistir. Son yemekten 48 saat sonra baslayan yorgunluk, kaslarda
zayiflik, istah kaybi, hafif bulanti, asir1 terleme sikayetleri ortaya ¢ikmistir.
Rabdomiyoliz (kas dokusunda bozulma) olarak teshis edilen olguda bu durumun altinda
yatan bagka bir parazitik, viral veya immiin hastalik, travma veya ilaca maruziyet tespit
edilememistir. Sonug olarak T. equeste tiiriiniin bir toksin icerdigi ve rabdomiyolize (kas

dokusunda bozulma) yol agtig1 tespit edilmistir (63).

2.7.8. Yaslanma Karsit1 Etki

T. matsutake’den elde edilen polisakkaritin yapilan bir ¢alismayla; insan fibroblast
hiicrelerinde matriks metaloproteinazlarin salinimini inhibe ederek elastaz aktivitesini
artirdigt ve bdylelikle cildin kirigikliklara onarimindan sorumlu elastaz enzimi ile

birlikte yaslanma karsit1 etki gosterdigi belirtilmistir (64).
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Daha onceki ¢aligmalarla antioksidan etkinligi belirlenmis T. lobayense'ye ait TLH-3
polisakkaritinin bu antioksidan etkisinin daha genis anlamda incelendigi bir ¢alismada
polisakkaritin in vitro, insan embriyonik akciger fibroblast hiicrelerinde (HELF)
canliligr artirdigi, reaktif oksijen tilirlerinin (ROS) iiretimini azalttifi ve tert-biitil-
hidroperoksitin (t-BHP) indiikledigi oksidatif hasarlari da azalttigi tespit edilmistir.
Ayrica polisakkaritin yaglanma karsit1 etkisi de; D-Galaktozun indiikledigi yaslanan fare
modeliyle calisilmig; TLH-3 polisakkaritinin fare karaciger ve serumunda bulunan
malondialdehit (MDA) olusumunu inhibe ettigi, siiperoksit dismutaz (SOD), ve
katalazin (CAT) etkisini artirdig1 ve bu sebeplerle yaslanma karsit1 etki gosterdigi tespit
edilmistir (65).

2.8. Tricholoma anatolicum Uzerinde Kimyasal Cahsmalar ve Biyoaktivite

Cahsmalan
2.8.1. Tricholoma anatolicum Uzerinde Kimyasal Calismalar

Bu mantarla ilgili c¢alismalarin ¢ogunlugu iilkemizde yapilmigtir. Giineybati
Anadolu’dan toplanan T. anatolicum orneklerinin kimyasal igerik ve besinsel degeri
belirlendigi bir ¢alismayla belirlenmistir. Mantarin nem, yag, kiil, toplam karbonhidrat
ve mineral bilesimi (Fe, Na, K, Zn, Cu, Ca, Cd, Pb) analiz edilmistir. Ayrica mantarin
enerji degerleri de hesaplamistir. Analizler mantarin 3 gelisim asamasi olan misel, geng
sapka ve olgun sapkada ayr1 ayri incelenmistir (66). Tablo 2.6’da misel, geng ve olgun
sapkalara ait; yiizde olarak nem, kiil, protein, ham yag, toplam karbonhidrat miktar
gosterilmektedir. Ayrica toplam karbonhidrat, yag ve protein iceigi iizerinden oransal
enerji diizeyleri de kcal ve kJ cinsinden hesaplanmistir. Tablo 2.7°de ise mantarin 3

donemde de mineral kompozisyonlar: verilmistir.
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Tablo 2.6. T. anatolicum misel, gen¢ sapka ve olgun sapkalarinin nem, kiil, protein, ham yag,

toplam karbonhidrat miktarlari ve enerji seviyeleri. Ort£SS (66).

Misel Geng sapka Olgun sapka
Nem (%) 33.69 £2.51 14.75+0.16 11.03+£0.16
Kiil (%) 0.26 £ 0.06 2.67+0.12 1.30+0.08
Protein (%) 97.02 £ 0.52 90.24 +0.55 93.95 +0.42
Ham yag (%) 0.97 £0.05 0.56 £ 0.03 0.53+£0.17
Toplam karbonhidrat (%) 1.74 £ 0.56 6.71 £0.58 4.40 +0.54
Enerji (kcal) 403.8 £ 0.6 391.2+1.6 396.6+2.0
Enerji (kJ) 17149+2.0 1668.9 + 6.4 1691.6 + 4.6

Tablo 2.7. T. anatolicum misel, gen¢ sapka ve olgun sapkalarinin mineral kompozisyonu
(Degerler kuru materyalde mg/kg olarak hesaplanmistir). Ort=SS (66).

Misel Geng sapka Olgun sapka
Fe 73.4+£591 77.0 £4.08 68.4 +£0.82
Na 127.7+6.5 69.0 £2.48 79.3 £0.69
K 40.6 + 3.87 53.2+3.04 58.3+3.91
Zn 66.4+0.59 65.41 £0.61 61.4+0.97
Cu 38.0+0.17 38.88 +1.34 46.68 +2.77
Ca 88.13 +1.39 77.86 + 3.44 81.86 £2.35
Cd - - -
Pb - - -

Bagka bir calismada ise mantara ait aroma bilesenlerinin GC-MS ile analizi yapilmistir.

T. anatolicum’a ait aroma ana bilesenleri sirasiyla hekzanal (%27.588), 2-metil biitanal

(%9.802) ve 3-metil biitanal (%9.647) bulunmustur. Aroma bileseninin %64.897’sinin
aldehit, %15.576’sinin alkol, %2.248’inin keton, %10.311linlin diger ugucu bilesik

ve %3.217’sinin terpenlerden olustugu tespit edilmistir (67).

Makrofungusa ait yag asidi kompoziyonunun GC-MS ile belirlendigi baska bir

calismaya ait sonuglar ise Tablo 2.8’dedir (68).
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Tablo 2.8. T. anatolicum’a ait yag asiti kompozisyonu ve T. anatolicum’ a ait yag asitlerinin

yiizde dagilimi (68).
L U Yiizde
Yag asidi Yag asidinin yaygin ve (sistemik adi)

yag asiti %
C 10:0 Kaprik asit (Dekanoik asit) 0.06
C 11:0 Henedekanoik asit (Undesilik asit) 0.04
C 12:0 Laurik asit (Dodekanoik asit) 0.03
C 13:0 (Tridekanoik asit) 0.02
C 13:1 Tridesilik asit (Tridekaenoik asit) 0.01
C 14:0 Miristik asit (Tetradekanoik asit) 0.36
C 14:1 Miristoleik asit (cis-9-Tetradekanoik asit) 0.77
C 15:0 Pentadesilik asit (Pentadekanoik asit) 0.07
C 16:0 Palmitik asit (Hekzadekanoik asit) 10.87
C 16:1 Palmitoleik asit (trans-9-Hekzadekanoik asit) 0.72
C 17:0 Margarik asit (Heptadekanoik asit) 0.13
C 17:1 Margaroleik asit (Cis-10-heptadekanoik asit) 0.42
C 18:0 Stearik asit (Oktadekanoik asit) 6.22
C 18:1 Oleik asit (cis-9- Oktadekenoik asit) 33.80
C 18:2 Linoleik asit (LA) (cis-9, 12- oktadekanoik asit) 35.86
C 20:0 Arasidik asit (Eikosanoik asit) 0.10
C 20:1 Gadoleik asit (cis-11-Eikosenoik asit) 0.50
C 18:3 Linolenik asit (a-linoleik asit, ALA) (cis-9,12,15- Oktadekenoik) 5.04
C 21:0 Heneikosanoik asit 0.89
C 20:2 Eikosadienoik asit (cis-11,14- Eikosadienoik asit 0.32
C 20:3 Di homo-gamma-linoleik asit (DGLA) 0.12
C 20:4 Arasidonik asit (cis-5,8,11,14-Eikosatetraenoik asit) 1.12
C 22:1 Erusik asit (cis-13-dokosenoik asit) 0.15
C 20:5 Eikosapentaenoik asit (EPA) (cis-5,8,11,14,17-Eikosapentaenoik asit) 0.56
C 22:2 Cis-13,16- Dokosadienoik asit 0.10
C 22:4 Dokosatetraenoik asit 0.08
C 24:1 Nervonik asit (cis-tetrakosenoik asit) 0.05
C 22:5 Dokosapentaenoik asit (cis 7,10,13,16,19-Dokosapentaenoik asit) 0.22
C 22:6 Dokosahekzaenoik asit (DHA) (cis,4,7,10,13,16,19-Dokosahekzaenoik asit) 1.41

Diger bir calismada ise mantarin toplam protein, toplam karbonhidrat, C vitamini
miktarlar;; GC-MS sistemi kullanilarak kalitatif ve kantitatif yag asidi analizi; mineral
ve agir metal igerikleri belirlenerek besinsel ozellikleri incelenmistir. Toplam protein
miktar1 29.00 g/100 g, toplam karbonhidrat miktar1 59.35 g/100 g, yag miktar1 3.40
2/100 g, C vitamini miktar1 3.20 mg/g olarak bulunmustur. Yag asidi ana bilesenleri
oleik asit ve linoleik asit bulunmus ve sirasiyla %63,24 ve %17,13 oranlarinda tespit

edimistir. Mineral ve agir metal igerigi ise Tablo 2.9’da verilmistir (25).
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Tablo 2.9. T. anatolicum mineral ve agir metal bilesimi (mg/kg) (25).

Mineral Na Mg Ca K Mn Fe Zn Se P
Konsantrasyonu

1945 3044 55.6 15676 7.6 658 56 04 1783
mg/kg
Agir Metal Pb  Cd Ni As Cl Al Ag Co Cu
Konsantrasyonu

0.36 - 059 0.69 0.19 236.93 0.05 0.08 7.86
mg/kg

2.8.2. Tricholoma anatolicum Uzerinde Yapilmis Biyoaktivite Calismalar

Yapilan sitotoksisite etkinlik ¢alismasinda mantara ait ultrasonik etkiyle elde edilmis su,
metanol, etanol ekstreleri; paklitaksel ve vinkristine direngli MCF-7 hiicrelerine
uygulanmis ve XTT hiicre canlilik testi ile sitotoksik etkinlik belirlenmistir. Sonug
olarak vinkristine direngli hiicrelerde ICso degerleri 1.08-1.80 mg/ml, paklitaksele
direngli hiicrelerde ise 1.11-2.83 mg/mL bulunmustur. En yiiksek etkinlik etanol

ekstrelerinde gézlemlenmistir (69).

Baska bir ¢alismada tiiriin antioksidan giicii ve antimikrobiyal etkisi incelenmistir.
Metanol ekstresi antioksidan deneylerde kullanilmig ve sonug olarak toplam fenolik madde
miktar1 0.265 mg/ml GAE bulunmustur. CUPRAC antioksidan deney sonuglar1 olarak
TEAC degeri 0.129 mg/ml bulunmustur. DPPH® radikalini siiptiriicii etkisi 250 pg/ml
konstantrasyonda %90 oraninda bulunmustur. Linoleik asit oksidanini engelleme
yiizdesi ise 1 mg/mL konsantrasyonda %74.18 bulunmustur. Ayni ¢aligmada mantarin
antimikrobiyal etkinligi de incelenmistir. Hekzan, aseton, kloroform ve metanol
ekstreleri ¢alisilmistir. Sonug olarak kloroform ekstresi, Streptococcus mutans’a karsi 5
mm; aseton ekstresi ise Escherichia coli’ye karst 5 mm genisliginde inhibisyon zonu

olusturarak az da olsa antimikrobiyal etki gostermistir (68).
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2.9. Kanser
2.9.1. Kanser Tanimi

Kanser, kisaca hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasidir. Anormal olarak ¢ogalan bu
hiicreler yapisal olarak da farklilagabilir. Kontrolsiiz sekilde ¢ogalan bu hiicreler kimi
zaman kendi fonksiyonlarmni yerine getiremezken, kimi zamanda yeni fonksiyonlar
kazanabilirler. Kanser hiicreleri koken aldiklari dokudan uzaklasarak farkli dokulari
etkileyerek ordaki sistemik faaliyetleri de etkileyebilirler. Kanser hastalig1 birden ortaya
c¢ikan bir hastalik degildir. Ortalama siire¢ olarak hastaligin olarak ortaya ¢ikmasi 15-20
yillik bir siireci kapsamaktadir. Kanserler koken aldiklar1 dokunun ismine gore
isimlendirilirler. En sik goriilenleri deri, akciger, meme, sindirim sistemi ve lireme

sistemi organlarini tutan kanser tiirleridir (70).

Kanser olusumuyla ilgili giincel dogma; DNA diziliminde degisim (mutasyon) sonucu
olusan sadece tek bir anormal hiicreden koken alan multi-gen ve multi-basamakli bir
hastalik oldugu yoniindedir. Bu hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve ikinci bir
mutasyonla daha kaba bir sathaya gegilir. Artan mutasyonlar ve bu hiicrelerin
cogalmasiyla birlikte tiimor kiitlesi olugsmaya bagslar. Ardarda gelisen mutasyonlar ve
asir1 ¢ogalma sonucu timor biiyiliylip genisleyerek, bazal membran bariyeri ¢evreleyen
dokular1 asarak viicudun bagka bdlgelerine ulasir. Buna “metastaz” denir. Bu kontrol
altina alimamayan ¢ogalma viicuttaki normal dokularin bu hiicrelerce istila edilmesine

ve dolayisiyla kanserden 6liime sebebiyet verir (71).

Kanser hiicreleri hem in vivo hem de in vitro kontrolsiiz ¢ogalmaktadirlar. Normal
hiicrelerde yogunluga bagli inhibisiyon olusur, yani hiicre sayisi belirli bir yogunluga
erisince hiicre siklusu GO fazinda durur. Ancak kanser hiicreleri bu fazda durmak yerine
yogunluk artmasina ragmen c¢ogalmaya devam ederler. Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz
cogalmalart i¢in ikinci bir neden ise; normal hiicrelerin ¢ogalmasini sinirlayan, serum
bliylime faktorlerine duyulan ihtiyacin, bu hiicrelerde normal hiicrelere kiyasla ¢ok az
olmasidir. Bazi durumlarda kanser hiicresi biiylime faktoriinii kendi dahi salgilayabilir.
Kanser hiicrelerinin diger bir 6zelligi ise hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerinin
daha diizensiz olmasidir. Yiizey adezyon molekiillerinin ekspresyonundaki azalmadan
dolay1 bu hiicrelerde tutunma yetenegi normal hiicrelere kiyasla ¢ok azdir. Bu azalma

sonucunda kanser hiicrelerinin diger hiicre ve doku bilesenleri ile etkilesimleri de azalir
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ve kisitlamalardan kurtularak yayilma ve metastaz yapma yetenegine kavusurlar. Hiicre-
hiicre etkilesimi agisindan normal hiicre ve kanser hiicrelerindeki bir diger fark kontakt
inhibisyondur. Ornegin hiicre kiiltiirinde fibroblastlar, kiiltir kabi icinde komsu
hiicrelerle temas edinceye kadar hareket ederek temas halinde dururlarken, timor
hiicreleri bu temasla durmazlar ve hareket etmeye ve ¢ogalmaya devam ederler. Oysaki
burdaki kontakt etkilesim normal hiicreler i¢in sadece hareketi degil ayni zamanda
cogalmayr da sonlandirir. Kanser hiicrelerinin baska doku bilesenleriyle etkilesimini
degistiren ve boylelikle invazyon ve metastaz gibi iki 6nemli Ozelliginin ortaya
cikmasini saglayan farkliliklar1 da vardir. Bunlardan ilki kanser hiicrelerinin hiicre dist
matriks proteinlerini pargalayan protezlar salgilamasidir. Bu sayede malign hiicreler
normal komsu doku igerisine girebilir. Ikincisi ise malign hiicrelerin yeni kan
damarlarmin  olusumunu  (anjiyojenez)  hizlandiran  biiyime  faktorlerini
salgilayabilmeleridir. Hiicre sayis1 belli bir ¢cogunluga ulasinca tlimoriin daha fazla besin
ve oksijen ihtiyact olusur ve anjiyojenez sonucu olusan yeni kapilerle beslenerek
biiylirler. Anjiyojenez ayni zamanda kanser hiicrelerinin kolayca girebildigi yeni
kilcallar olusturdugu icin tiimdrden kopan hiicrelerin dolasima katilarak baska

dokularda metastaz yapmasina da sebebiyet verir (72).

2.9.2. Kanserin Nedenleri

Kanserlerin sebebi ve olusum mekanizmasi heniliz tam anlamiyla bilinmemektedir.
Bilinen ise kanserin bulasict bir hastalik olmadigidir. Kanser hastaliklarinin biiyiik
cogunlugunun sebebi cevresel faktorler iken bazilarinda genetik faktorler ve yine bazi
kanserlerde de her iki faktoriin birden olusum tizerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir.
Baslica sebepleri ise; iyonize radyasyon, ultraviyole isinlari, hava kirliligi, kimyasal
karsinojenler, beslenme faktorleri, sigara, alkol, virilisler ve genetik faktorlerdir. Sonug
olarak kanser tek bir sebebe bagli degildir. Bir¢ok sebebin etkili olabilecegi kompleks
bir hastaliktir (70).

2.9.3. Normal Hiicre Dongiisii

Hiicrelerin normal yasam siklusu boliinme ve dinlenme evrelerinden olugmaktadir. GO
olarak adlandirilan donem dinlenme donemidir ve boliinme evresine gore ¢ok uzundur.

Hiicrenin yasamsal fonksiyonlarinin devam ettirdigi evredir. Boliinme donemi ise mitoz
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evre i¢in hazirliklarin yapildigi G1, S ve G2 evreleri ile mitoz boliinmenin gerceklestigi
M evresinden olugsmaktadir. G1 fazinda DNA replikasyonu icin gerekli protein ve
RNA’larin sentezi yapilirken; S fazinda ise replikasyona baslanacak bolgeler belirlenir
ve DNA replike olur, diploit hale gelir; G2 fazinda ise mitoz igin son hazirliklar yapilir.
Son olarak M fazi mitoz bdliinmenin gergeklestigi ve iki hiicrenin olustugu asamadir

(73). Sekil 2.6’da normal hiicre boliinme evreleri goriilmektedir.

Sekil 2.6. Normal Hiicrede Boliinme Evreleri (74)

2.9.4. Karsinojenez

Bu devrelerin baglatilmasi, zamanlamasi ve tamamen hatasiz yiiriitilmesi bir¢ok protein
sayesinde kontrol edilir. Hata olugsa dahi proteinler tarafindan bertaraf edilerek sistemin
sorunsuz sekilde calismasi saglanir. Bu kontrol proteinlerinin sentezini diizenleyen
genler ise protoonkogenler veya tiimor baskilayict genlerdir. Normalde protoonkogenler
ve tlimor baskilayci genlerin aktiviteleri dengelidir. Protoonkogenlerin aktivitesindeki
bu dengenin bozulmasi kanser gelisimine engel olan proteinlerin sentezini de
etkileyecegi icin kansere neden olabilir. Bu dengeyi ¢esitli mutasyonlarin ve cesitli
sebeplerle DNA zincirinde bozulmalarin meydana gelerek bozdugu diisiiniilmektedir
(73). Protoonkogenlerin anormal eksprese ve mutant hallerine ise onkogen denir.
Onkogenler ise anormal hiicre proliferasyonu ve tiimor gelisimine yol agarlar (75). Bir
diger goriis ise epigenetik modifikasyonlar sonucu tiimor baskilayict genlerin

susmasinin kansere neden oldugudur (73).
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Bu patogenetik evrelerden sonra kanser hiicrelerinin Oliimsiiz olmast ve siirekli
boliinebilmesi de hastaligin olusumunun daha net anlasilmasi bakimindan su sekilde
aciklanmistir. Burda devreye telomeraz aktivitesi ve apoptozis olmak iizere iki énemli
asama girmektedir. Telomerler kromozomlarin ug bolgelerinde bulunur ve her mitozdan
sonra kesilerek kisaltilir. Yasam devam ederek ardarda boéliinmeler olduk¢a bu
kromozom kisalir ve sonugta hiicre yaslanarak oliir. Kanser hiicrelerinde ise artan
telomeraz enzim aktivitesi neticesinde mitoz sonucu olusan bu kisalma bir sekilde
tamamlanir. Bdylelikle boliinme smirlanamaz hale gelir. Apoptozis ise hiicrelerin
intihart veya planlt bir sekilde 6limiidiir. Apoptozis bir emniyet subabi gibi normal
hiicrelerin farklilasarak bu isleyise baskaldirmalarini engeller. Normal sartlarda hiicre
yaslandikca DNA hasar1 da artar; bu hasarlar DNA hasarina duyarli Poly ADP riboz
polimeraz gibi proteinler vasitasiyla giderilir. Bu hasarlar ortadan kaldirilamayacak
boyutta ise bu defa kaspaz gibi proteinler devreye girerek hiicrenin kontrolli bir sekilde
Olumiinii saglar. Apoptozisle boylelikle kanser riski olusturabilecek hiicrelerin yok
edilmesi saglanir (73). Yukardaki bilgiler 1s18inda derleyecek olursak hiicrenin normal
yasam siklusunu saglayan protoonkogenlerin defekti sonucu onkogen olusumu sonucu
veya protoonkogenlerin islevsizlesmesi sonucu, timor baskilayici genler, DNA hasarini
diizelten genler ve apoptozisi saglayan genlerde olusan defektler sonucu kanser ortaya
cikmaktadir.

2.9.5. Anjiyojenez ve Metastaz

Tiimor hiicreleri baglangicta olustuklar: dokunun kapillerinden beslenirler. Bu beslenme
ile 2-3 mm boyuta kadar ulasan tiimor igin artik hiicre 6liimii de artmistir. Daha fazla
cogalabilmek i¢in yeni bir damar sistemine yani anjiyojeneze ihtiya¢ duyar. Anjiyojenez
sonucu tiimor besine ve oksijene kavusur hiicre Oliimii azalarak, tiimor biiyiimeye

devam eder ve metastaza yol agabilir (76).

Yeni damar olusumu ve olgunlasmasi pro-anjiyojenik ve anti-anjiyojenik faktorlerin
dengesiyle gerceklesir. Anjiyojenez bir¢ok uyaran tarafindan uyarilmaktadir. Ancak

bunlarin en 6nemlisi vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)'dir (77).

Biiyliyen tiimdrden belli bir olgunluga eristikten sonra bazi malign hiicreler koparak,

(ayrilma) doku icinde ilerlemeye devam eder (invazyon). Bu malign hiicreler, bir
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damarla karsilastiklarinda damar duvarini delerek damar igerisine girer ve dolasima
geemis olurlar. Kanla birlikte dolasimda ilerleyen hiicreler hedef organlara ait damarlara
ulastiklarinda onlar delerek dokuya gecerler ve hedef dokuda ¢ogalmaya baslarlar.
Buna “metastaz” denir. Kanser hiicreleri vaskiiler sistem igerisine girip ilerlerken her
dokuda metastaz yapmazlar belli dokulara kars: segici davranmaktadirlar. Ornegin mide
kanseri karacigere metastaz yaparken, meme kanseri kemik ve akcigere, kemik kanseri
ise akcigere metastaz yapmaktadir. Bunu belirleyen faktorler ise kanser hiicrelerinin
yiizey Ozellikleri ile organa ait damar yapisi ve organin damar duvarina ait hiicrelerinin
yizey Ozellikleridir. Primer tiimorden kopan hiicreler ekstraseliiler matrikste
metalloproteinazlar (MMP), protein kinaz ve lizozomal enzimler salgilayarak

ilerleyebilirler (83).

KARSINOGENEZ
Radyasyon
A ajanlar viruslar UV, mineral lifler kimyasal ajanlar
&2 m
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MMP: matriksmetaloproteinaz, L: lenfosit, NK: natural killer hiicre, M: mekanik faktaeler, T: trombosit A: adezyon molekilieri

Sekil 2.7. Karsinojenez ve Metastaz (76).

2.9.6. Immiin Denetim, Kanser Hiicrelerinin Yok Edilmesi, Apoptozis

Immiin sistemin ilk ve en 6nemli eleman1 lenfositlerdir. Dolasimda bulunan I18kositlerin
beste biri lenfosittir. Bu hiicreler T, B ve null lenfositler olmak iizere 3’e ayrilir.
Antijenik tiimor hiicrelerini en iyi kontrol eden grup T-lenfositlerdir. Kemik iliginde

tiretilen T-lenfositler timusa ugrayarak antijene 6zgii reseptorler ve ylizey antijenlerini



35

kazanirlar. Timusa ugrayip farklilastiklari i¢cin T-lenfosit adin1 almiglardir. T-lenfositler
yiizeylerinde tasidiklar1 fonksiyonlariyla alakali CD hiicreleriyle adlandirilirlar. CD4 ve
CD8 olmak iizere ikiye ayrilirlar. T-hiicrelerinin antijeni tanimasinda ise T-hiicre
reseptoriic ve CD3 yardimcit molekiilii goérev alir. T-hiicreleri temas ettikleri timor
hiicrelerini lizise ugratirlar. T-lenfositlerin gorev yapabilmesi i¢in daha dnceden o tiimor
hiicresi ile karsilagmalar1 gerekmektedir. B-lenfositler ise tiimore spesifik antikorlar
sentezlerler. Bu sekilde iki yolla tiimor hiicrelerinde lizis olustururlar. ilki antikora
bagimli hiicresel sitotoksisitedir. Burda tlimére spesifik baglanmis olan antikorlara air
serbest Fc kisimlarina, Fc reseptdrii tasiyan sitozolitik T-lenfosit, NK (Dogal
Oldiiriiciiler) hiicreleri, makrofaj ve graniilosit baglanir ve malign hiicre lizise ugratilir.
Ikincisinde ise antikorlarm tiimor hiicre yiizeyine kompleman elemanlarini baglayip
fikse ederek membran ylizeyinde delikler olugsmasina lizise sebep olur. NK hiicreleri ise
daha onceden timorle karsilasmalarma gerek kalmadan tiimor hiicrelerini dogrudan
lizise ugratabilirler. Dogrudan sitotoksik etkilerinin yanisira interferon, IL-1, IL-2, TNF,
NK sitotoksik faktér vb. sitokinler vasitasiyla da immiinite saglarlar. Makrofajlar bir
diger savunma elemanidir. Makrofajlar; hiicre proliferasyonunu, anjiyojenezi, timor
stromasi olusumunu inhibe ederek ve dogrudan veya dolayli olarak tlimor hiicrelerini
oldiirerek immiinite saglarlar. Yalniz, anjiyojenez ve stromalarin yikilmasi timor
kitlesinin biiylimesine ve metastaza da sebebiyet verebilir. Salgiladiklar1 IL-2 ve
gamma-interferon vb. maddeler araciliiyla timor hiicrelerini yok ederler. Yine ters etki
olarak TNF, IL-1 ve prostaglandinler aracili tiimor gelismesi ve metastaz siirecini
hizlandirabilirler. Bir diger grup ise dendritik hiicrelerdir. Potansiyel antijen
sunuculardir. T-lenfositlere yakin lokalizasyonlarda 6lmekte olan tiimor hiicrelerinin
antijenlerini 1isaretleyerek T-hiicrelere sunarlar. Onlar1 aktif hale getirirler. LAK
hiicreleri immiinite de gorev alan bir diger gruptur. Ozellikleri ise IL-2 ile inkiibe
edildiklerinde tiimor hiicrelerinde sitotoksisite olusturmalaridir. TIL (Timori infiltre
eden lenfositler) hiicreleri genelikle lenfosit ve makrofajlardan olusur. LAK hiicrelerine
gore en Onemli avantajlart ise IL-2 ile inkiibasyonda 50-100 kat daha sitotoksik
olmalaridir. Ozellikle metastatik lezyonlarda rastlanilir. Bu hiicresel yapilarin haricinde
tiimoriin ¢evresinde ortaya ¢ikan ve immiin sistem hiicreleri tarafindan salgilanan ve
immiin cevapta rol oynayan proteinlerden olusan sitokinlerin dnemli gérevlerinden biri

de immiinitedir. Sitokinler ayni zamanda tiimdr patojenezinde de rol alabilirler.
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Sitokinlerin bir kisminin inhibisyonu bir kismiinsa aktivasyonu sitotoksik etkiler

saglamaktadir (78).

Immiin sistem bu malign hiicrelere karsi iki ¢esit cevap verir. Bunlar dogal ve edinsel
immiinite olarak ikiye ayrilir. Timor hiicresi antijenlerine karsi viicutta bir sinyal
olusturdugu zaman NK-hiicreleri hizl1 bir cevap olarak, interferon-y gibi (makrofajlari,
dendtritik hiicreleri toplayan ve aktiflestiren kemokinlerin olusumunu saglayan
Ozelliktedir) proinflamatuvar sitokinler salgilarlar (dogal bagisiklik). Bolgeye gelen
makrofajlar tiimor hiicrelerini lizozomal enzimler, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve nitrik
oksit araciligiyla direkt olarak oldiiriirler. Dendtritik hiicreler ise tiimor pargaciklar: ve
proteinlerini lenf nodlarinin drenajina tasirlar ve CD4 ve CDS8 T-hiicrelerine sunarlar,
boylelikle edinsel bagisikligi baslatirlar. Aktif hale gecen CD4 ve CDS8 hiicreleri

timoriin bulundugu yere giderek sitotoksik grantiller salarlar (79).

Organizmanin timor hiicrelerine karsi cevap verdigi bir diger yol ise apoptozis yani

programli hiicre 6limiidiir.

Fakat apoptozis yalnizca kanser hiicrelerine karsi verilmis bir cevap degildir. Normal
hiicre yenilenmesi, organizma gelisimi, bagisiklik sistemi isleyisi, embriyo gelisimi vb.
faaliyetlerde de apoptozis etkindir. Apoptozis; hiicrede 6liim sinyalerinin alimiyla baslar,
kaspazlar aktive olur akabinde hiicre 6liimii gercekleserek hiicre parcalanir ve fagositoz
saglanir. Apoptozisin regiilasyonunda ise kalsiyum, seramid, Bcl-2 gen ailesi gibi
molekiiller, kaspazlar, p53 ve mitokondri gibi organeller vb. bir¢ok yapi ve molekiil

onemli gorev almaktadir (80).

2.9.7. Diinyadaki ve Ulkemizdeki Kanser Vakalari

Tiirkiye’de 2015 yili TUIK verilerine gore nedeni tespit edilen 65 yas altindaki
Olimlerin %29' u kanser nedeniyle gerceklesirken, 65 yas ve iistii 6liimlerde kanserin
oran1 %16 ile ikinci siraya diismektedir. Bu yas grubunda %46 ile dolasim sistemi

sorunlarindan kaynakl 6liimler ilk siray1 almaktadir.

Avrupa Birligi’nin (AB) gilincel verisi olan 2013 yili sonuglar1 incelendiginde,

Avrupa’daki her dort 6liimden birinin kanserden kaynaklandigi gortilmektedir.
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Tiim diinyada en sik goriilen kanser tiirleri sirasiyla akciger, meme ve kolorektal
kanserlerdir. En ¢ok mortaliteye yol acan kanserler ise akciger, mide, karaciger, kolon

ve meme kanseridir (81).

2000'li yillarin basinda diinyada yilda 6 milyon kisi kansere yakalanirken 20 yil
icerisinde bu sayinin ikiye katlanarak 12 milyona ulasacagi dngoriilmektedir. 2030 yil1
ongoriileri ise; o yil icerisinde 24 milyon insanin kansere yakalanacagi, aymi yil
icerisinde kansere bagli sebeplerle 17 milyon insanin kaybedilecegi ve 75 milyon

insanin ise kanser hastasi olarak yasiyor olacagidir (9).

2.9.8. Kanser Tedavi Yontemleri
-Cerrabhi

Eski zamanlardan beri uygulanmaktadir. Kanserden iyilesen hastalarin biiyiik kisminda
ilk tedavi olarak yerini korumaktadir. Tanisal, onleyici, kiiratif ve palyatif olarak
uygulanabilmektedir. Tek basina yeterli olmadigi durumlarda diger yontemlerle
kombine edilmelidir (70).

-Radyoterapi

X-1ginlari, gamma 1sinlart veya elektronlar gibi iyonize i1sinlarin tiimdr hiicrelerinin
tahrip etmesi esasina dayanan bir yontemdir. Cerrahi gibi radikal veya palyatif amagla
kullanilmaktadir. Kanser tiiriine gore segilecek 151 6zel aletler araciligiyla hastalara

uygulanmaktadir (70).

-Kemoterapi

Tiimdrli hiicrelerin yok edilebilmesi igin kemoterapdtik ilaglarin kullanilmasi islemidir.
Kemoterapi de tek basmma ve diger yontemlerle kombine kullanilabilmektedir.
Kemoterapi tedavileri uzun siireli ve zahmetlidir. Hastalar 6zellikle bu tedavinin yan
etkilerinden yakinmaktadir. Kemoterapi giliniimiizde ¢ok yaygin kullanilmaktadir. Bu

amagla kullanilan 50'yi agkin kemoterapdtik ajan vardir (70).
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-Diger Tedavi Yontemleri

a-) Immiinoterapi: Viicudun bagisiklik sisteminin bir sekilde uyarilmasinin tedaviye
katkis1 oldugu diistiniilmektedir. Bu amagla BCG asis1 gibi bagisiklik uyaricilar,
interlokin ve interferonlar kullanilmaktadir. Klinik uygulamalar noktasinda daha fazla

calisma yapilmasina ihtiyag vardir (70).

b-) Hormon tedavisi: Meme ve prostat kanseri gibi hormonlara bagli gelisen

timorlerde hormonlarin tedavi maksadiyla kullanilmasidir (70).

c-) Lazer tedavisi: Kullanimi kisitli olmakla birlikte bazi beyin ve girtlak tiimorlerinde
kullanilmaktadir. Ayrica cerrahi rezeksiyonlarda lazer kullaniminin avantajli oldugu

durumlar vardir (70).

d-) Tamamlayici ve alternatif tedavi: Konvansiyonel tibbin bir pargasi olarak kabul
gérmeyen ¢ogunlukla hastalarin tercihlerine bagli olarak tibb1 tedaviye destek amacli,
tibb1 tedaviyle birlikte, tibb1 tedavi yerine, kanserin tekrarlamasini dnleme amacli veya

son gare olarak kullandiklar1 diger yontemlerdir (82).

2.10. Mantarlardan izole Edilen Antikanser ve immunmodiilator Etkili Maddeler

ve Polisakkaritler

Mantarlar sahip olduklar1 besleyici ve tibbi o6zelliklerinden dolayr bilesimlerinde
bulunan etkin maddelerin tespit ve izole edilmesiyle kanser de dahil birgok hastaligin
tedavisinde ve hastaliktan korunmada kullanilmaktadirlar (8). Kanserden her yil ¢ok
sayida insan hayatin1 kaybetmektedir. Modern tibbi kanser tedavisi belli bir ¢erceveye
oturtulmus olmasina ragmen ¢esitli kanserlerin molekiiler davraniglarinin tam anlamiyla
anlasilamamasi, hali hazirdaki tedavilerin olasi yan etkileri hala sorun teskil etmektedir.
Bu baglamda biyolojik olarak kanser hastaligina kars1 immiinoterapdtik etkiler gosteren
dogal bilesikler popiiler hale gelmistir. Tibbi mantarlardan izole edilen bir¢ok madde bu
ozellikleri gostermekte, arastirilmakta ve gelecek i¢in ¢aligmalar devam etmektedir (83).
Mantarlardan elde edilen bu etkin bilesikler yiiksek molekiil agirlikli ve diisiik molekiil
agirlikl olmak {izere iki grupta toplanmistir (Tablo 2.10).
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Tablo 2.10. Mantarlardan elde edilen antikanser etkili bilesiklere ait ana gruplar (84).

Diisiik molekiil agirhikh bilesikler Yiiksek molekiil agirhkh bilesikler
Kinonlar Homoglukanlar

Serebrosidler Heteroglukanlar

Izoflavonlar Glikanlar

Katesoller Glikoproteinler

Aminler Glikopeptidler

Triagilgliseroller Proteoglikanlar

Seskiterpenler Proteinler

Steroitler RNA-protein kompleksleri

Organik germanyum
Selenyum

Calismamiz i¢in incelenen ve 6nem arz eden kisim ise polisakkaritlerdir. Polisakkaritler
mantarlardan elde edilen yiiksek molekiil agirlikli bilesikler sinifinda bulunmakta ve bu
siiftaki homo ve heteroglukanlar, homo ve heteroglikanlar, glikoproteinler,
glikopeptidler ve proteoglikanlar polisakkaritleri ve polisakkaritlerin bagska madde
gruplar (protein, peptit vb.) ile olusturdugu kompleksleri temsil eden basliklardir (83).

2.11. Fungal (Mantar Kokenli) Polisakkaritler
2.11.1. Fungal Polisakkaritler ve Genel Tanim

Fungal polisakkaritler; mantarin hiicre duvart yapisinda bulunan, mantarda enerji
deposu ve ekstraseliiler hiicre korunmasi gibi gorevleri yerine getiren polimerik

yapidaki seker tiirevleridir (85).

Kimyasal baglanma sekli ve molekiiler farkliliklariyla bu polisakkaritler; S-glukanlar,
hetero-f-glukanlar, glikanlar ve heteroglikanlar olarak cesitlilik gosterir. Glukanlar
yalnmizca D-glukoz alt birimlerinden olusur; heteroglukanlarda ise ana iskelet D-glukoz
iken yan zincir glukoz, galaktoz, mannoz, ksiloz, fukoz, riboz ve glukuronik asit gibi
monosakkaritlerden olusabilmektedir. Glikanlarda, ana iskelet ve yan iskeletler glukoz
harici tek tip monosakkaritten olusmakta ve olustugu seker tiiriine gore galaktan,

mannan, ksilan, fukan gibi adlandirilmaktadir. Heteroglikanlar ise yan iskelet ana
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iskeletten farkli seker tiirlerinden olusur (83). Sekil 2.8’de S-glukan kimyasal yapisi

goriilmektedir.

Polisakkaritlerin yapisi ve etkinligi; monosakkarit konfigiirasyon ve kompozisyonundan,
glikozidik baglarin pozisyonundan, monosakkaritlerin siras1 ve karbonhidrat icermeyen
gruplarin  tlirli, sayist ve lokasyonundan etkilenmektedir. Ayrica bu sekerlerin
proteinlerle kompleks yaptigi; glikoproteinler, heteroglikan-protein kompleksleri,
glikopeptidler ve proteoglikanlar bu etkileri gosteren polisakkarit igeren mantar
kaynakl1 etkin bilesiklerdir. Bu bilesiklerin yalin polisakkaritlerden daha etkin olduklar1
goriilmistiir (83).

CH,OH

\ OH

OH
Sekil 2.8. f-(1—3)-D-glukan, glikozidik bag ile bagl.
2.11.2. Fungal Polisakkaritlerin Antikanser Etki Mekanizmasi
Mantar polisakkaritleri antikanser etkilerini 3 yolla gostermektedirler:

- Kanserden koruyucu etki: Bu polisakkaritlerin oral alim1 sonrasinda kanser olusumunu

Onlemesi,
- Bagisiklik artirict etki: Tiimorlere karsi bagisikligin artirilmasi yoluyla,

- Dogrudan etki: Apoptozisi indiikleyerek, tiimor hiicrelerin cogalmasin1 engelleyerek

veya anjiyogenezi Onleyerek antikanser etkinlik gosterirler (36, 86, 87).
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-Kanserden Koruyucu Etki

Mantar polisakkaritlerinin kanserden koruyucu etkinlik gosterdigi ilk olarak Hypsizygus
marmoreus H.E. Bigelow. mantar1 ile yapilan calismayla bulunmustur. Calisma
sonucunda bu etkiyi immiin sistemi giiclendirerek gosterdigi tespit edilmistir.
Japonya'da Flammulina velutipes (Curtis) Singer, Brezilya'da Agaricus blazei Murril
tiretiminde calisan c¢iftcilerde bu mantarlara ait polisakkaritlerin koruyucu etkileri
gbzlemlenmistir. Cift¢ilerde kanserden 6liim oraninin normal popiilasyona gore %40
daha az oldugu tespit edilmis, akabinde her iki mantar tiiriiyle hayvan deneyleri
yapilmistir. Deneylerde farelere tiimor hiicreleri agilanmis ve diyetlerine bu iki mantara
ait polisakkaritler eklenmistir. Belli siire sonunda diyetlerine bu polisakkaritlerin dahil

oldugu farelerde tiimorlerin azaldigi tespit edilmistir (88).

-Bagisiklik artirici etki

Kanser hiicrelerine karst dolayli bir etki sz konusudur. Polisakkaritler temel olarak
immun sisteme ait hiicreler olan T ve B-lenfositler, sitotoksik T-lenfositler ve NK
hiicreleri iizerinden etkinlik gosterir. Bu hiicrelerin TNF-a, IFN-y ve IL-1B gibi
sitokinler salmasini saglarlar. Bu salinan sitokinler ise tiimor hiicrelerinde apoptozise ve
farklilasmaya yol agarak antiproliferatif etki gosterir. Ayn1 zamanda sitokinler reaktif
azot, oksijen aracilar1 ve interlokinleri de salgilarlar. Bir polisakkarit grubu olan f-
glukanlar, immiin sistem hiicrelerini makrofajlarda bulunan Dectin-1 ve makrofaj,
notrofil ve NK hiicreleri iizerinde bulunan CR3 reseptorleriyle birleserek tiimorlere

kars1 aktif hale getirirler (87).

Dogrudan etki: Bcl-2 gen ailesi apoptozisi diizenleyen birgok proteini kodlar. Bu gen
ailesinin alt gruplarindan Bcl-2, Bcl-xL ve Bcl-w anti-apopitotik etkiler, Bax, Bad, Bak,
Bik ve Bid ise pro-apoptotik etkiler gostermektedir. Bax, apoptotik siiregte
oligodimerlerin olusmasinda anahtar bir rol tistlenmektedir. Cordyceps militaris L. (Fr.)
kaynakli polisakkaritler A-549 akciger kanseri hiicre hattinda doza bagimli olarak Bax
miktarinda artisa ve Bcl-2 miktarinda diisiise neden olarak apoptozise yol agmustir.
Yapilan bir¢cok calismayla Maitake mantarinin MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda
apoptozisi indiikledigi gosterilmistir. Inonotus obliquus (Fr.) Pilat polisakkaritleri ise

HT-29 kolon kanseri hiicre hattinda ve melanoma hiicrelerinde in vivo ve in vitro
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kaspaz-3'i up- regiile ederek apoptozisi indiiklemistir. Benzer sekilde sizofilan
polisakkaritinin, tamoxifen kemoterapdtigi alan deneysel olarak kanser hastasi edilmis,
hepatoseliiler karsinomali farelerde, kaspaz-3 proteinini indiikleyerek apoptozise yol
actig1r gosterilmistir. Auricularia auricula-judae (Bull.) Quél.' den elde edilen suda
¢oziinebilen f-glukan tiirevinin farelerde m-RNA Bcl-2 diizeyini diisiirerek ve m-RNA
Bax diizeyini yiikselterek Sarkoma 180 tiimdriinii apoptozise siiriikledigi

diistiniilmektedir (87).

Hiicrenin prolifere olmasini saglayan hiicre siklusunda, siklustaki bazi basamaklarin
sonlanmasiyla proliferasyon durur. Bazi polisakkaritler bu sekilde etkinlik gdsterir.
Omegin; grifolin polisakkariti, ERK1/2 ve ERKS5 vyolaklarni kisitlayarak hiicre
siklusunu G1-fazinda durdurarak c¢ogalmayi sonlandirir. Sizofilan polisakkariti ise
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, Y15 fosforilasyonunu artirarak CDK-1 (siklin
bagimh kinaz-1)'i inaktif hale getirir. Boylelikle siklusun G2/M basamaginda yigilma
olusmasini indiikleyerek proliferasyonu durdurur, ayrica apoptozisi indiikleyen
p53'iinde birikmesini artirarak antikanser etkinlik gosterir. Coriolus versicolor (L.) Quél.
'den elde edilen polisakkaritler ise tiimér hiicrelerini mitozun GO/G1 fazini durdurarak

antiprolifere etmistir (87).

Bircok kanser tiirlinde transkripsiyon faktorlerinin asir1 aktif oldugu goriilmektedir.
Aktif NF-xf'ler, hiicre proliferasyonunu artiran, apopitozisi inhibe eden, anjiyojenez ve
metastaz1 artiran gen transkripsiyonunu artirarak tlimor hiicrelerinin  biiylimesini
saglarlar. Yapilan birgok c¢alismayla polisakkaritlerin NF-xf inhibitorlerinin
fosforilasyonunu ve bozunmasini inhibe ederek NF-xf aktivitesini disiirdiigi
goriilmiistiir. Trametes versicolor (L.) Llyod. 'dan elde edilen PSP isimli protein-
polisakkarit kompleksinin, HL-60 16semi hiicrelerinde NF-xf faktorlerinin diizeyini
diistirdiigiic ve ERK kinaz diizeyini de disiirerek antiproliferatif etki gosterdigi
saptanmistir (36).

Ayrica polisakkaritler gesitli yolaklar vasitasiyla anjiyojenezi de inhibe etmekte ve

boylelikle timdriin yayilimini engellemektedirler (87).
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2.11.3. Klinikte Kullanilan Fungal Polisakkaritler

Her {igili de polisakkarit kokenli olan bu ilaglar Japonya’da kanser ilaci olarak klinik

calismalarda kullanilmaktadir. Bu ilaglar;

1. PSK veya krestin olarak adlandirilan ilag, Kawarate (Coriolus versicolor)
mantarindan elde edilmektedir. 1970'lerin sonunda gelistirilen ila¢ Japonya'da oldukca
popiiler bir kanser ilacidir. Mide ve diger kanser tiirlerinin tedavisinde oral yolla

kullanilmaktadir.

2. Shiitake (Lentinus edodes) mantarindan elde edilen lentinan, mide kanseri
tedavisinde kullanilmaktadir. 1980 yilinda onaylanan ilag, oral emilimi diisiikk oldugu

icin enjeksiyon yoluyla kullanilmaktadir.

3. Sizofilan ise Suehirotake (Schizophyllum communune) mantarindan elde edilmis bir

ilactir. Bogaz kanseri tedavisinde enjeksiyon yoluyla kullanilmaktadir (8).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Materyal ve Kimyasal Maddeler
3.1.1. Deney Materyali

Deneysel calismalarda kullanilan T. anatolicum mantar1 2013 yilinda Adana ili Feke
[lgesi'nden, mantarn olgunlagsma aylar1 olan Ekim-Kasim aylarda toplatilmustir.
Mantarin teshisi Erciyes Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde
yaptirilmistir. Tiim mantar fruktifikasyonlar1 bigakla ince dilimlenerek agik havada,
gblgede kurutulmus ve ardindan Ogiitiiclide toz haline getirilerek deneylerde

kullanilmistir. Sekil 3.1°de deney materyali goriilmektedir.

Sekil 3.1. Deney materyali olan T. anatolicum mantarinin fruktifikasyon yapilari.
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3.1.2. Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik kalitededir. Yiiksek Basingli Stvi
Kromatografisi ve MALDI-QIT-TOF Spektrometri analizlerinde analitik kalitede
coziiciiler ve standart maddeler kullanilmistir. Tiim deneylerde kullanilan su deiyonize

su ve distile sudur.

3.1.3. Kullanilan Aletler

- Ayarlanabilir otomatik tekli ve ¢coklu pipetler (Eppendorf)

- Buzdolabi (+4°C, -20°C ve -80°C derin dondurucu)

- Calkalamali su banyosu (Niive ST 402)

- Hiicre sayim cihazi (Roche Innovatis Cedex Xs)

- Isik mikroskobu (Optech Inverted Microscope)

- Karbondioksitli etiiv (New Brunswick Galaxy 170R)

- Liyofilizator (Labconco Freezone 4.5)

- MALDI-QIT-TOF Kiitle Spektrometresi (Shimadzu AXIMA Resonance)
- Mikroplaka okuyucu (Biotek Synergy HT)

- Otoklav (Hirayama)

- pH metre (Inolab pH 720 WTW)

- Rotavapor (Ilmvac vakum pompasi, Heidolph Laborat 4000 efficient)
- Santrifiij cihaz1 (Thermo scientific SL 16R, Hettich mikro 200R)

- Spektrofotometre (Shimadzu UV-1800)

- Steril laminar kabin (Safe Fast Elite)

- Ultrasonik banyo (Elma S 100H Elmasonic)
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- Vorteks karistirict (Velp scientifica)

- Yiiksek Basingli Stvi Kromatografisi Cihazi (Agilent Teknologies 1200 Series)

3.2. Deneysel Calisma

Bu bolimde T. anatolicum tiim fruktifikasyonlar1 iizerinde yapilan ekstraksiyon
islemleri, elde edilen ekstrelerde miktar tayini, fraksiyonlama g¢aligmalari, antioksidan

deneyleri, sitotoksisite deneyleri ve yapi tayinine yonelik calismalar verilmektedir.

3.2.1. Ekstrelerin Hazirlanisi
a-) Etanol Ekstresi

Daha oncesinde ince dilimlenerek kurutulmus mantarlar 6giitiiciide ince toz haline
getirildikten sonra ¢alkalamali su banyosunda 37 °C’de ¢6ziicii olarak %85’lik etanol
kullanilarak 3’er saat silireyle 3 kez masere edildi. Her seferinde siipernatant kismi
stiziilerek alind1 ve ayri bir kapta birlestirildi. Birlestirilen siipernatant vakum altinda
rotavaporda etanol tamamen buharlagana kadar yogunlastirildi. Elde edilen ekstre darasi
alinmig bir behere alinarak -20 °C’de dondurulduktan sonra liyofilize edildi (57). Bu

ekstre kisaca “EE” olarak isimlendirilmistir.

b-) Polisakkarit¢e Zengin Sicak Su Ekstresi

Kurutulmus mantar 6rnekleri 6giitiiciide ince toz haline getirildikten sonra rotavaporda
100 °C’de ¢oziicii olarak distile su kullanilarak 3’er saat siireyle 3 kez ekstre edildi. Her
seferinde siipernatant kismi siiziilerek alind1 ve ayr1 bir kapta birlestirildi. Birlestirilen
stipernatant 4000 rpm’de 30 dk. santrifiij edildi. Pellet kism1 uzaklastilarak siipernatant

kism1 toplandi. Siipernatant vakumda rotapavorda bir miktar konsantre edildi (39).

- Sevag Metodu ile Deprotenizasyon

Elde edilen siipernatant 100 mL’sine 20 mL kloroform ve 4 mL n-biitanol eklenerek
ayirma hunisinde 20 dk. dikkatlice muamele edildi. Denatiire proteinler su faziyla ayrim
yiizeyinde gozlendi. Kloroform ve n-biitanol fazi ayrilarak su fazina ayni islem tekrar

uygulandi. Toplamda ii¢ kez uygulanan bu islem sonucunda su fazi ayr1 bir kaba
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alinarak ileri islemlere gegildi (89).

Sevag yontemiyle deproteinizasyonun ardindan elde edilen su fazina hacminin bes kati
oraninda absolii etanol eklenerek 12 saat 4 °C’de bekletildi. 12 saat sonrasinda
polisakkaritlerin beher dibinde yogun bir ¢okelti olusturdugu gézlendi. Bu ¢okelti kismi
5000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek toplandi. Darasi alinmig saat cami iizerinde
biriktirilen ¢okelti 40 °C’de etiivde kurutulmaya birakildi. Elde edilen ekstre tartilarak

saklandi1 (39). Bu ekstre kisaca “PS” olarak isimlendirilmistir.

c-) Ultrasonik Etkiyle Elde Edilen Polisakkarit¢e Zengin Su Ekstresi

Kurutulmus mantar 6rnekleri ogiitliciide ince toz haline getirildikten sonra rotavaporda
37 °C’de ¢oziicii olarak etanol kullanilarak 24 saat siireyle ekstre edildi. Ekstraksiyon
ardindan siipernatant kismu siiziilerek atildi. Cokelti 45 °C’de etiivde bir saat kurutuldu.
Cokelti tizerine 28 kat1 distile su eklenerek 17 dk ultrasonik banyoda ekstre edildi.
Cozelti 4500 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Cokelti atilarak siipernatant biriktirildi.
Stipernatanta 4 kati hacminde absolii etanol eklenerek 24 saat bekletildi. 24 saatin
sonunda beherin dibinde ¢oken polisakkaritler gozlendi. Bu ¢okelti kism1 4500 rpm’de
20 dk santrifiij edilerek pellet toplandi. Pellet sirasiyla etanol, aseton, ve eter ile

yikanarak 40 °C’de etiivde bir saat kurutuldu (90).

- TCA (Trikloroasetik asit) ve Sevag Metoduyla Deproteinizasyon
- TCA (Trikloroasetik asit) Metodu

Pellet lizerine 50 mL distile su ve buz banyosunda 4 g trikloroasetik asit ilave edildi ve
ardindan 4 °C’de 4 saat beklemeye birakild1 (91). Dort saat sonra ¢ozelti 4500 rpm’de
20 dk santrifiij edildi ve pellet atilarak siipernatant kismi NaOH ile nétral (pH=7) pH’ya
getirildi.
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- Sevag Metodu

Notralizasyon isleminden elde edilen siipernatant 100 mL’sine 20 mL kloroform ve 4
mL n-butanol eklenerek ayirma hunisinde 20 dk dikkatlice muamele edildi. Denatiire
proteinler su faziyla ayrim yiizeyinde gozlendi. Kloroform ve n-biitanol fazi ayrilarak su
fazina ayni islem tekrar uygulandi. Toplamda iki kez uygulanan bu islem sonucunda su

faz1 ayr1 bir kaba alindi1 (89).

Sevag yontemiyle deproteinizasyonun ardindan elde edilen su fazina hacminin 4 kati
oraninda absolii etanol eklenerek 24 saat 4 °C’de bekletildi. 24 saat sonrasinda
polisakkaritlerin beher dibinde yogun bir ¢okelti olusturdugu gézlendi. Bu ¢okelti kismi1
5000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek toplandi. Distile suda ¢oziilerek -20 °C’de
dondurulduktan sonra liyofilize edildi (39). Bu ekstre kisaca “PSU” olarak

isimlendirilmistir.

3.2.2. Kompozisyon Analizleri

Mantardan elde edilen ekstreler, antioksidan aktiviteden sorumlu fenolik bilesikler,
antikanser etkiden sorumlu polisakkaritler ve proteinler bakimimdan spektrofotometrik

ve kromatografik olarak incelendi.

a-) Toplam Fenol Miktar Tayini

Ekstrelerin igerdikleri toplam fenol miktari, gallik asite esdeger olarak Folin- Ciocalteau

yontemi kullanilarak hesaplandi (92).

6 mL distile su igeren 10 mL 6lgekli kap igerisine 100 pL 6rnek ¢ozeltisi ve 500 uL
Folin- Ciocalteau reaktifi ilave edildi. 1 dakika sonra 1.5 mL %20’lik sulu Na>,COs ilave
edilip 10 mL’ye su ile tamamlandi. Kontrol olarak ekstre icermeyen reaktif karigimi
kullanildi. 2 saat 25 °C’de inkiibe edildikten sonra absorbans 760 nm’de ol¢iildii ve
gallik asit kalibrasyon egrisi ile karsilastirildi. Toplam fenolik madde miktar gallik asite
esdeger olarak hesaplandi. Deneyler ii¢ paralel olacak sekilde yapildi ve sonuglar

ortalama degerler olarak verildi (93).
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b-) Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Ekstrelerde bulunan toplam flavonoit miktar tayinleri, Zhishen ve ark.’nin

calismalarinda kullandiklar1 yontem referans alinarak yapildi (94).

Buna gére 1 mL ekstre, 4 ml distile su ve 0,3 mL %5°lik NaNO3 (50 g/L) ile karistir1ldi.
5 dk. sonra 0,3 mL %10’luk aluminyum triklorit (100 g/L) eklendi. 6. dakikada 2 mL 1
M NaOH (40 g/L) eklenip, toplam hacim su ile 10 mL’ye tamamlandi. Cozeltilerin
absorbanslar1 510 nm’de o6l¢iildii. Ekstrenin igerdigi toplam flavonoit miktari, katesin
kalibrasyon egrisi kullanilarak, katesine esdeger olarak (mgce/gekstre) hesaplandi.

Deneyler ii¢ paralel olacak sekilde yapildi ve ortalama degerler kullanildi (93).

c-) Toplam Flavonol Miktar Tayini

Ekstrelerde bulunan toplam flavonol miktar tayinleri rutine esdeger, (RE) MQRre/gekstre
olarak hesaplandi (95).

2 mL ekstre (10g/L), 2 mL etanolik aluminyum triklorit (20 g/ L) ve 6 mL sodyum
asetat (50 g/L) karistirildiktan sonra 20 °C de 2.5 saat bekletildi ve 440 nm’de 6lgiim
yapildi. Ayni iglemler kalibrasyon egrisi hazirlamak {iizere 0,5-0,015 mg/mL
konsantrasyonlardaki etanolik rutin ¢ozeltileri ile gerceklestirildi. Biitiin 6l¢iimler ii¢

paralel olarak yapildi ve ortalama degerler kullanild1 (93).

d-) Toplam Seker Miktar Tayini

Ekstrelerin igerdikleri toplam seker miktar1 D (+) Glukoz’a esdeger olarak ve Fenol-

stilfiirik asit metodu kullanilarak 6lgtilmistiir (96).

Distile suda ¢ozlinen ornekler ve standart degisen konsantrasyolarda 1’er mL deney
tiipiine kondu. Uzerine %5 fenol ¢dzeltisinden (suda) 1 mL ilave edildi. Ardindan
karigim iizerine 2.5 mL konsantre siilfiirik-asit ilave edildi. Tiipler calkalamali su
banyosunda oda 1sisinda 20 dk bekletildi, ardindan kiivetlere yerlestilerek 490 nm’de
absorbanslar1 okundu. Glukoz standarti i¢in kalibrasyon egrisi ¢izilerek ornekler ile
karsilastirildi. Toplam seker, D (+) Glukoza esdeger hesaplandi. Deneyler {i¢ paralel

caligilarak sonuclar ortalama degerler olarak verildi.
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e-) Toplam Protein Miktar Tayini

Ekstrelerin igerdikleri toplam protein miktar1 sigir serum albiiminine esdeger ve Lowry

metodu kullanilarak ol¢iilmiistiir (97).

Ornek ve standart tiiplerine degisen konsantrasyonlarda 1 mL protein ¢dzeltisi ve
standart ¢ozeltiler, kor tiipiine de 1 mL saf su kondu. Tim tiplere 3 mL C reaktifi
eklendi. (C reaktifi 100:1 oraninda A ve B reaktifi karisimindan olusturulur. A reaktifi
(%2 Na2CO3 0.1 N NaOH igerisinde ¢6ziinmiis); B reaktifi ise %0,5 CuSQO4 %1°’lik Na-
K tartaratta ¢oziinmiis) Oda sicaklifinda 30 dakika bekletildi. Tiim tiiplere 300 pL
Folin-Fenol reaktifi vortekslenerek eklendi. Oda sicakliginda 45 dakika bekletildi.
Absorbanslar 660 nm’de kore kars1 okundu. Protein miktarlari olusturulan sigir serum
albiiminine ait kalibrasyon grafi§inden yararlanarak hesaplandi. Tiim analizler ii¢

paralel ¢alisild1 ve ortalama degerler verildi.

3.2.3. Antioksidan Aktivite Calismalari
a-) Indirgeme Giiciiniin Belirlenmesi

Ekstrelerin demir (III)’ {i indirgeme kapasiteleri Oyaizu (1986) yontemine gore yapildi
(98).

1 mL ekstre ¢6zeltisi 2.5 mL 0,2 M fosfat tamponu (pH 6.6) ve 2,5 mL %]1’lik potasyum
hekzasiyanoferrat ¢ozeltisi ile karistirildi. 50 °C” de 30 dakika inkiibe edildikten sonra
2,5 mL %10’luk trikloro-asetik asit (TCA) ilave edildi ve karisim 10 dakika santrifiij
edildi. Son olarak, 2,5 mL st kistm 2,5 mL su ve 0,5 mL %0.1’lik FeCls ilave edilip
karistirilarak 700 nm’de absorbanslart okundu. Pozitif kontrol olarak BHT, BHA,
rozmarinik asit, askorbik asit ve gallik asit kullanildi. Ekstrelerin indirgeme giicleri
askorbik asite esdeger olarak (AscCAE) mmol askorbik asit/g 6rnek olarak verildi. Tiim

analizler ii¢ paralel olarak yapildi ve ortalama degerler olarak verildi (93).
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b-) 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Ekstrelerin DPPH® radikalini siipliriicii etkileri Gyamfi ve ark.’nin metoduna gore
yapildi (99).

Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7.4) igerisinde hazirlanmis, 50 pL ekstre ¢ozeltisi 450
uL Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7.4) ve 1 mL 0.1 mM metanolde hazirlanms, 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil ¢o6zeltisi (DPPH®) ile karistirildi. Kontrol olarak ekstre
icermeyen reaktif karisimi ve pozitif kontrol olarak BHA, BHT, rozmarinik asit,
askorbik asit ve gallik asit kullanildi. Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe
edildikten sonra absorbanslar 517 nm’ de okundu. Inhibisyon yiizdesi asagidaki esitlik
kullanilarak hesaplandi. ICso degerleri nonlineer regresyon egrileri kullanilarak (Sigma
Plot Versiyon 12.0) hesaplandi. Degerler ii¢ paralel ¢alisildi ve deneyin ortalamasi
olarak verildi (93).

% inhibisyon = [(Abskontrol — AbSsmek) / AbSkontrol] X 100

c-) 2,2’-azino-bis (3-etilbenzatiyazolin-6- siilfonik asit) (ABTS™®) Radikalini
Siipiiriici Etki Tayini

Ekstrelerin ABTS"™ radikalini siipiiriicii etkisi Re ve ark.’nin yontemi referans alinarak

yapild1 (100).

ABTS™ radikali (7 mM) ABTS™’in sulu c¢ozeltisi ile KS:0s (2,45 mM, son
konsantrasyon)’un karanlikta 12-16 saat bekletilmesiyle meydana getirildi ve
absorbans1 oda sicakliginda 734 nm’de 0.700 (+0.030) olacak sekilde ayarlandi. Bu
sekilde hazirlanan radikal ¢ozeltisi (990 pL) ile ekstre ¢ozeltisi (10 pL) karistirildl ve
734 nm’de 1 dakikalik araliklarla 30 dakika siiresince reaksiyon kinetigi ol¢iildii.
Konsantrasyona kars1 dlgiilen inhibisyon yiizdeleri Troloks’a esdeger olarak (TEAC)
hesaplandi. Pozitif kontrol olarak BHT, BHA, askorbik asit, rozmarinik asit ve gallik
asit kullanildi. 1Csp degerleri nonlineer regresyon egrileri kullanilarak (Sigma Plot
Versiyon 12.0) hesaplandi. Deneyler {i¢ paralel olacak sekilde yapildi ve ortalama
degerler kullanild1 (93).
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d-) Askorbat—Fe (I11)-Katalizli Fosfolipit Peroksidasyonunun inhibisyonu

Ekstrelerin hidroksil radikalini siipiiriicli etkisi Aruoma ve ark. yontemine gore yapildi
(102).

Sigir beyin ekstresi (Bovine brain extract,) 10 mM PBS (pH 7.,4) ile karistirild1 ve buz
banyosu igerisinde seffaf bir stispansiyon oluncaya kadar (5 mg/ mL fosfolipit lipozomu)
ultrasonik banyoda bekletildi. 0,2 mL lipozom, 0,5 mL PBS tamponu, 0,1 mL 1 mM
FeCls ve 0,1 mL ekstre ¢ozeltisi karistirildi. Peroksidasyon reaksiyonunu hizlandirmak
icin 0,1 mL 1 mM askorbat ¢ozeltisi ilave edildi. Karisim 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra 50 uL %?2’lik (a/h) butillenmis hidroksi toluen (etanol
igerisinde), 1 mL %2,8 (a/h) trikloroasetik asit ve 1 mL %1 (a/h) 2-tiyobarbitiirik asit
(TBA, 0,05 M NaOH igerisinde) ilave edildi. Karistm 100 °C’de su banyosunda 20
dakika 1sitildi. Reaksiyon sonucunda olusan (TBA)2-MDA kromojenleri 2 mL n-
biitanolle ekstre edildi. Biitanol fazlarinin absorbansi 532 nm’de o6l¢iildii. Standart
olarak BHA ve BHT kullanilmistir. Deneyler {i¢ paralel olarak yapildi ve ortalama

degerler kullanild: (102). inhibisyon yiizde hesaba:

% inhibisyon: [(AbSkontrol 'AbSémek) /AbSkontrol] x 100

e-) Spesifik Olmayan Hidroksil Radikali ile Yénlendirilmis 2-Deoksiriboz

Bozulmasi
Deney Halliwell ve ark. yontemine gore yapildi (103).

100 pL ekstre ¢ozeltisi, 500 uL 5,6 mM 2-deoksiriboz (50 mM KH2PO4-NaOH tampon,
Ph 7.4 igerisinde), 200 puL onceden karigtirtlmis 100 uL FeClz ve 104 mM EDTA (1:1,
h/h) ¢ozeltisi, 100 uL 1,0 mM H202 ve 100 puL 1,0 mM sulu askorbik asit ¢ozeltileri ile
karigtirildi. Karigim vortekslenip 50 °C’de 30 dakika inkiibasyona biakildi, ardindan 1
mL %?2,8 trikloroasetik asit ve 1 mL %1,0 tiyobarbitiirik asit eklenerek karigim tekrar 50
°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Olusan oksidasyon 532 nm’de 6lciildii. Inhibisyon
yiizdesi kontroliin absorbansit (Ax) ve Ornek absorbansi (As) kullanilarak asagidaki

esitlige gore hesaplandi. Deneyler {i¢ paralel yapildi, ortalama degerler kullanildi (93).

% inhibisyon = [(Ak — As) / Ax] x 100
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3.2.4. Polisakkaritce Zengin Sicak Su (PS) Ekstresi Uzerinde Fraksiyonlama

Calismalan
a-) Acik Kolon Kromatografisi ile Fraksiyonlama

Calismamizda fraksiyonlama amaciyla Sephadeks LH-20’nin dolgu materyali olarak

kullanildigr agik kolon kromatografisi (AKK) yonteminden yararlanildi.

Bu yontemin calisma prensibi jel filtrasyondur (molekiiler eleme). Ayirma, O6rnek
bilesenlerinin molekiil biiylikliiklerine gore olur. En icteki gdzeneklere ulasabilen kiiclik
molekiil agirlikli bilesenler, kolonda uzun siire kalirken, biiyiik molekiil agirlikli daha
kisa siire kalirlar. Literatiirde polisakkaritlerin fraksiyonlanmasi igin kullanilan
yontemlerden biri jel filtrasyondur (104). Fraksiyonlandirma islemi, jel filtrasyon
teknigi sebebiyle literatiirdeki yonteme benzerdir ancak kullanilan kolon dolgu maddesi

farklilik gostermektedir.

Kolona basit vakum pompasi entegre edilerek fraksiyonlama hizlandirildi. Fraksiyonlar
2.5 mL hacimde toplandi. Kontrolleri YBSK’de RID dedektor ile yapildi.
Fraksiyonlama isleminde kullanilan ham sicak su ekstresine ait YBSK
kromatogramindaki piklerin ayrimi saglanacak sekilde calisildi. Bu ayrimi saglayan
fraksiyonlar birlestirilerek yogunlastirildi. Ileri sitotoksisite deneyleri igin liyofilize

edildi. Kromatografide kullanilan ¢oziiciiler, distile su ve analitik kalitede ¢oziictilerdir.

- Kolonun Hazirlanmasi
Sephadeks LH-20 Kolon Kromatografisi (SFK)

Istenilen miktarda tartilan Sephadeks LH-20, yeterli miktarda metanol ile jel kivamina
gelmesi icin manyetik karistiricida kanistirilarak bekletildi. Karisim, alt ucuna pamuk
yerlestirilmis olan 25x450 mm cam kolona dolduruldu ve adsorban tamamen
yerlesinceye kadar kolondan metanol gegirildi. Daha sonra kolon eliisyona baslanacak

¢oziicliyle sartlandirildi. Adsorbanin {izerinde 1- 2 mm ¢oziicti birakildi.
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Sistem Ozellikleri

Dolgu materyali : Sephadeks LH-20 (Sigma, 25-100 um)

Kolon boyutu : 25%450 mm

Solvan sistemi : 1-) H.O-MeOH (100:0) 700 mL
2-) H20-MeOH (97:3) 200 mL
3-) H20-MeOH (50:50) 200 mL
4-) H20-MeOH (30:70) 200 mL
5-) H20-MeOH (0:100) 250 mL

Pompa : Vakum pompasi

Fraksiyon hacmi :10 mL

Tiip sayist : 155 adet

- Kolon Kromatografisi icin Numune Tatbiki

10 mg polisakkaritce zengin sicak su ektresi (PS) tartildi. Yeterli miktarda 1/1 metanol-
su karisimi i¢cinde tamamu ¢oziildiikten sonra, bir pastor pipeti yardimi ile kolona tatbik
edildi. Kolon muslugu bir miktar acilarak numune adsorbana emdirildi. Kolonun
lizerine, adsorban yiizeyinin bozulmasini engellemek i¢in pamuk yerlestirildi ve kolona
yeterli miktarda ¢oziicii sistemi eklendi. Kolon muslugu ve ardindan vakum pompasi

calistirllarak eliisyona baslandi.

- Eliisyon Asamasi ve Sonlandirilmasi

Hareketli faz olarak distile su, ardindan sirasiyla 3:97, 50:50, 70:30 metanol: su karigimi
kullanildi. Eliisyon sirasinda alinan fraksiyonlara ait tiipler YBSK’da analiz ve kontrol
edilerek fraksiyonlama islemine polarite degistirilerek devam edildi. Eliisyon bittikten

sonra kolon %100 metanol ile yikanarak kaldirildu.
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b-) Orta Basinch Sivi Kromatografisi ile Fraksiyonlama

Caligmamizda adsorban olarak fraksiyonlama i¢in RP-18 silikajel kullanilmis olan orta

basingli s1vi kromatografisi (OBSK) yonteminden yararlanildi.

Bu yontemin ¢alisma prensibinde partisyon mekanizmasi Onceliklidir. Sabit faz,
hareketli faza gore apolar yapidadir. Polar maddeler polar, apolar maddeler ise apolar
sabit faz tarafindan daha fazla tutulur. C18-silikajel apolar bir sabit faz oldugu icin
numune igerisindeki apolar maddeler sabit fazla daha fazla etkilesime girecegi igin
kolonu ilk en polar madde en son ise en apolar madde terk eder. Kullandigimiz Ters Faz
RP-18 Kolon kromatografisi, literatiirde bulunan oligosakkarit ayrimi igin partisyon
kromatografisinin kullanildigi bir yonteme ayrim teknigi acgisindan benzerlik

gostermektedir (105).

Fraksiyon kontrolleri YBSK’de RID dedektor ile yapildi. Fraksiyonlanmamis ham sicak
su ekstresine ait YBSK kromatogramindaki piklerin ayrimi saglanacak sekilde ¢alisildi.
Bu ayrimi saglayan fraksiyonlar birlestirilerek yogunlastirildi. Ileri sitotoksisite
deneyleri icin liyofilize edildi. Kromatografide kullanilan ¢oziiciiler, distile su ve
analitik kalitede ¢ozictlerdir. Sekil. 3.2°de Ters Faz RP-18 kolon kromatografisinde

kullanilan Buchi C660 fraksiyon ayic1 ve toplayict goriilmektedir.

Ters Faz RP-18 Kolon Kromatografisi
- Kolonun Hazirlanmasi

Kolon, dolgu materyali ile doldurularak dolgu materyalinin kolona iyice oturmasi
saglandi. MeOH basing saglayan bir pompa ile kolona gonderildi ve adsorbanin
doygunlugu saglandi. Kolondan yeterli miktarda MeOH gecirildi ve daha sonra kolon

eliisyona baslanacak ¢oziicliyle sartlandirildi.
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Sistem Ozellikleri

Fraksiyon toplayict sistem  : Buchi C-660 Fraction Collector

Dolgu materyali : Lichroprep RP-C18 (Merck, 25-40 um)
Kolon boyutu : 15x100 mm
Solvan sistemi : 1-) H2O-MeOH (100:0) 325 mL

2-) H20-MeOH (70:30) 75 mL

3-) H20-MeOH (0:100) 100 mL

Peristaltik pompa : Buchi C601
Basing : 3-7 bar
Akis hizi :5mL
Fraksiyon hacmi :2.5mL
Fraksiyon siiresi :30sn

Tiip sayisi : 200 adet

Sekil 3.2. Ters Faz RP-18 kolon kromatografisinde kullanilan Buchi C660 fraksiyon ayici ve
toplayici.
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- Kolon Kromatografisi icin Numune Tatbiki

10 mg polisakkaritce zengin sicak su ekstresi (PS) tartildi. Yeterli miktarda 1/1 metanol-
su karisimi i¢ginde tamami ¢oziildiikten sonra, bir pastor pipeti yardimi ile kolona tatbik
edildi. Kolon sistemi bir miktar ¢alistirilarak numune adsorbana emdirildi. Kolonun
lizerine, adsorban yiizeyinin bozulmasini engellemek icin pamuk yerlestirildi ardindan

cihaz calistirilarak eliisyona baslandi.

- Eliisyon Asamasi ve Sonlandirilmasi

Hareketli faz olarak %100 H:0O, ardindan 30:70 (metanol: su) karisimi kullanildi.
Eliisyon sirasinda alinan fraksiyonlara ait tiipler YBSK’da analiz ve kontrol edilerek
fraksiyonlama islemine devam edildi. Eliisyon bittikten sonra kolon %100 metanol ile

yikandu.

c-) Fraksiyonlarin Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (YBSK) ile Analizi

Fraksiyonlama islemi yapilmadan 6nce polisakkarit¢e zengin sicak su ekstresi (PS) ve
standart olarak glukan (Sigma) 1’er mg tartildi. Ayr1 ayr1 metanol:su (1:1) karigiminin 1
mL’sinde ¢oziilerek YBSK’da RID dedektor varliginda kirilma indislerine gére ayrim

yapilarak kromatogramlari alindu.

Sicak su ekstresinden Sephadex LH-20 Kolon Kromatografisi ve Ters Faz RP-18 Kolon
Kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlar; fraksiyonlama islemi siirerken ve/veya
sonlandirildiktan sonra YBSK’da analiz edildi. Kromatogram profillerine gore

fraksiyonlar birlestirildi.

YBSK Analiz Sistemi Ozellikleri

Cihaz : Shimadzu 20A YBSK sistemi
Dedektor : RID (Shimadzu RID 20A)
Kolon : Mediterranea Sea C18 (25 x 0,46 cm, 5mm, Teknokroma)

Hareketli Faz :Su
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3.2.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
Bu ¢alismada, ATCC firmasindan temin edilen;

-A-549-) ATCC Kodu: (ATCC® CCL-185™)_ Acik ismi: (Akciger Karsinoma Epitelyal

Hiicresi),

-MCF-7-) ATCC Kodu: (ATCC® HTB-22™), Ac¢ik ismi: (Meme Adenokarsinoma Epi-
telyal Hiicresi),

-COLO-205-) ATCC Kodu: (ATCC® CCL-222™), Acik ismi: (Kolorektal Adenokarsi-

noma Epitelyal Hiicresi),

-HEPG-2-) ATCC Kodu: (ATCC® HB-8065™), A¢ik ismi: (Hepatoseliiler Karsinoma
Epitelyal Hiicresi) kullanildi.

Caligmalar siiresince bu hiicreler +37 °C’ de %5 CO2 saglayan inkiibatorde delikli
kapakli hiicre kiiltiir kaplari i¢inde tutuldu ve diizenli olarak takip edilip besi yerleri iki
giin ara ile degistirilerek kiiltiir stirdiirtildii. Cogalan hiicrelerin bir kism1 dondurulup -80
°C’de muhafaza edildi. Deneyler ve hiicre ¢ogaltimi1 daima steril laminar kabinde ve
steril malzemelerle yapildi. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan aletler Sekil 3.3’te

goriilmektedir.

¢
]

COZOI‘NCUBATOH
e

Sekil 3.3. Hiicre kiiltiirii galigsmalarinda kullanilan aletler; A-) Steril laminar kabin,
B-) Isik mikroskobu, C-) Steril Pipetler, D-) CO;’li inkiibatér.
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a-) Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi
- Besiyeri Hazirlanmasi

Hiicrelerin ¢ogaltilmas1 ve ilerleyen siireclerde deneylerde kullanilmasi amaciyla
besiyerleri hazirlandi. Hazirlanan besiyeri %89 RPMI-1640L-Glutamin+Hepes
mediyumu, %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin karisimindan olugmaktadir. Tim
hiicrelerde ve deneylerde bu besiyeri kullanildi. Bu besiyeri her deney igin taze

hazirlandi.

- Hiicrelerin Coziilmesi ve EKimi

Daha 6nceden pasajlanan ve -80 °C’de saklanan hiicreler, +37 °C’de ¢oziildii. Coziinen
hiicre 15°lik falkon tiipe alindi. Uzerine 9 mL taze besiyeri eklendi ve 20 °C’de 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan kismi atildiktan sonra hiicre pelleti {izerine
1 mL kadar taze besiyeri eklenip yavasca pipetleyerek homojenize edildi ve delikli
hiicre kiiltiir kabina aktarildi. Hiicre kiiltiir kabina 9 mL taze besiyeri eklendi. Kap ileri,
geri ve dairesel hareket ettirilerek icerisindeki hiicrelerin kabin tabanina homojen

yayilimi saglandi. Ardindan delikli kiilttir kab1 CO2’1i inkiibatore kaldirildi.

- Hiicrelerin Bakim

Ekimi yapilan CO2’li inkiibatore kaldirilan hiicreler diizenli olarak takip edildi.
Cogunlukla iki giin ara ile lizerlerindeki besiyeri atilarak 9 mL taze besiyeri eklendi. Bu
kontroller sirasinda hiicrelerde ¢ogalma ve kontaminasyon olup olmadigi 1s1k

mikroskobunda incelendi.

b-) Hiicrelerin Deneyler i¢cin Kullanima Hazirlanmasi ve Dondurulmasi

Yapilan kontrollerde istenilen sayida ¢ogalan hiicreler (%80 doluluk) tripsinleme
islemine tabi tutuldu. Delikli kiiltiir kabindaki hiicrelerin ilizerlerindeki eski besiyeri
tamamen uzaklastirildi ardindan 4 mL tripsin eklenerek 5-10 dk. beklendi. Isik
mikroskobunda hiicrelerin kabin tabanindan tamamen ayrildiklar1 gézlendi. Kaba 8 mL
besiyeri eklenerek tamami1 12 mL olan igerik 15 mL’lik falkon tiipe alinarak 1000
rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Siipernatant kismi atilarak pellet elde edildi. Bu asamada
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deney yapilacak ise hiicreler i¢in sayim islemine gegildi. Deney yapilmayacak ise bu
hiicreler donduruldu. Dondurma isleminde pellet {izerine 1 mL %5 DMSO igen taze
besiyeri eklenerek pipetleme yapildi. Ardindan igerik kriyo tiiplerine konularak 6nce 1
saat +4 °C de ardindan 1 saat -20 °C de bekletildi. Sonunda ileri dénemlerde
kullanilmak tizere -80 °C dolaba kaldirildi.

c-) Hiicrelerin Sayimm

Yeterli sayida cogalan hiicreler kaptan tripsinle kaldirilip, santrifiijlenerek pellet elde
edildikten sonra pellet ilizerine 1 mL taze besiyeri kondu. Pipetleme yapilarak hiicre
iceriginden 0.5 mL’lik ependorff tiipiine 20 uL eklendi. Uzerine 80 uL taze besiyeri
eklenerek pipetleme yapildi. Bu karisimdan 20 pL alinarak bagka bir ependorf tiipiine
aktarildi ve iizerine 20 pL tripan mavisi eklenerek pipetleme yapildi. Olusan bu
karisimdan 10 pLL Cedex Smart Slide kartusuna eklendi. Hiicre sayim cihazinda 6l¢iim
yapildi. Buradan ¢ikan sonu¢ 1 mL besiyerinde bulunan hiicre sayisin1 vermektedir.
Gerekli hesaplamalar yapilarak bu igerik, taze besiyeriyle kuyucuk basina 12500 hiicre
uygulanacak sekilde seyreltildi.

d-) Hiicrelerin Plaklara Uygulanmasi

Deneylerde 96’lik plaklar kullanildi. Hiicre sayim cihazinda sayilan ve seyreltilen
hiicreler kuyucuklara ¢oklu dagitim pipetiyle, her kuyucukta 100 pL igerik ve 12500
hiicre olacak sekilde dagitildi. Hiicre dagitim1 yapilan plaklarin hiicrelerin plak tabanina

yapisabilmesi igin 12 saat siireyle CO2’li inkiibatore birakildi.

e-) Hiicrelerdeki Sitotoksik Etkinin MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoliyum bromit) Testi ile Belirlenmesi

MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliyum bromit) canlilik metodu; hiicre
canliligini, proliferasyonunu ya da sitotoksisitesini 6lgmede kullanilan basit,
kolorimetrik ve ekonomik bir yontemdir. Sitotoksik etkiler, sitotoksisitenin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan enzimatik test yontemlerinden biri olan
MTT yontemiyle belirlendi. MTT pozitif yiik tasidigindan hiicre i¢cine dogrudan penetre
olabilme yetenegine sahiptir. Canli hiicrelerde metabolik faaliyetler devam ettiginden

MTT molekiili hiicre i¢inde formazana doniistiiriilmekte ve formazan 570 nm dalga
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boyunda maksimum absorbans vermektedir. Formazan olusumu, yalnizca aktif
mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goriilmektedir. Hiicreler oldiiglindeyse,
MTT’yi formazana g¢evirebilme yetenegini kaybettikleri i¢in canli hiicrenin bulunmadig1
kuyucuklarda renk olugsmasi beklenmemektedir. MTT molekiilii NADH veya ona benzer

bir rediikleyici ajandan elektron transfer edilmesiyle formazana doniismektedir (106).
(Sekil 3.4)

N N
r'«@?_ _ N7—N
3\2\ NADH  NAD+ 8\2\

MTT FORMAZAN
Sekil 3.4. MTT nin canlt hiicrelerde mitokondriyal rediiksiyonla formazona doéniistimii (106).

Formazan tuzu hiicreler igerisinde ve hiicre ylizeyine yakin bolgelerde ¢oziinemeyen bir
yap1 olarak kalmaktadir. Bu ¢oziinmeyen kristallerin ¢oziinebilir hale getirildikten sonra
absorbansinin 6l¢iilmesi gerekmektedir. Formazonu ¢dzmek, rengi kalict hale getirmek,
buharlagsmay1 azaltmak ve fenol kirmizisi ile etkilesimi 6nlemek i¢in DMSO ¢oziiciisii

kullanilmistir (106).
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Sekil 3.5. Olgiime hazir bir plak. Koyu mor olan kuyucuklarda canlilik en yiiksek diizeyde iken
renk acildik¢a canlilik azalmaktadir.

- Deneyin Yapihisi

Daha oncesinde plaklara ekilen ve 12 saat yapismasi i¢in beklenilen hiicreler CO2-li
inkiibatorden alind1 ve tizerlerindeki besiyeri pipetle tamamen bosaltildi. Her bir
kuyucuga ayr1 ayr1 konsantrasyonlarda ekstreler ve/veya ekstre fraksiyonlar1 ve/veya
standart taze besiyerinde ¢oziilerek eklendi. Bazi kuyucuklar tim deneyler i¢in kontrol
olarak belirlenerek (Sekil 4.9-Sekil 4.16’daki deneyler i¢in kontrol gruplari) bu
kuyucuklara sadece taze besiyeri veya test maddesini ¢dozmek igin ¢oziicli olarak
besiyeri haricinde baska bir ¢6ziicii kullanilmigsa, kullanilan oranda ¢6ziicii igeren taze
besiyeri eklendi. Bu islemlerde her bir kuyucuga 100’er uL tatbik yapild:. islem sonrasi
hiicreler inkiibatorde beklemeye alindi. Deneylerde incelenilen siireler ¢cogunlukla 24

saatti. Bazi deneylerde 48 ve 72 saatlik sonuglar da incelendi.

Test maddesiyle muamele siiresi dolan hiicreler inkiibatorden alindi. Uzerlerindeki
besiyeri pipetle uzaklastirildi. Kuyucuklar1 tamamen kapatacak miktarda 0.5 mg/mL
konsantrasyonda MTT-taze besiyeri karisimi hazirlandi. Bu karisimdan her bir
kuyucuga 100’er pL eklenerek hiicreler 4 saatligine beklemeye birakildi. Ardindan tiim
hiicrelerdeki MTT-taze besiyeri karigimi pipetle uzaklastirilarak bu kuyucuklara 100’er
uL DMSO tatbik edildi. DMSO eklenmesiyle kuyucuklarda renklenme gozlendi.
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Mikroplaka okuyucu (Biotek Synergy HT, Gen5) kullanilarak absorbans 570 nm’de

okundu. Deneyler 3 paralel ¢alisildi ve ortalama degerler kullanildi.

3.2.6. Etkin Fraksiyon (RP-138) Kompozisyon Analizleri
a-) RP-138 Fraksiyonu Uzerinde Monosakkarit Kompozisyonu Analizi

Sitotoksisite testlerinde en etkin fraksiyon olarak belirlenen RP-138 fraksiyonuna ait
monosakkarit kompozisyonu YBSK sistemi kullanilarak analiz edildi. Fraksiyon icerigi
olan polisakkaritler analiz edilmeden 6nce monosakkaritlerine hidroliz edilmis, sonra
monosakkaritler partisyon kromatografisi teknigiyle ayrilmigtir (107). Deney igin

kullanilan standartlar analitik kalitededir.

- RP-138 Fraksiyonunun Monosakkaritlere Hidrolizi
Trifloroasetik Asit (TFA) ile Hidroliz

1-2 mg RP-138 fraksiyonu, 1 mL MeOH: H2O (1:1) karisimi igerinde ¢oziindiiriildii.
Uzerine 2 M 1 mL Trifloroasetik asit (TFA) ¢ozeltisi ilave edildi. Su banyosunda 100
°C’de 4 saat inkiibe edildi (108). Su banyosundan alian karisim bir siire sogutuldu.
Ardindan yiiksek konsantrasyonda NaOH ile asitligi turnusol kagiti kullanilarak

notralize edildi.

Hidroklorik Asit ile Hidroliz

1-2 mg. RP-138 fraksiyonu, 1 mL MeOH: H>O (1:1) karisimi igerinde ¢Oziindiiriildii.
Uzerine 6 N 1 mL Hidroklorik asit (HCl) ¢ozeltisi ilave edildi. Su banyosunda 100
0C’de 4 saat inkiibe edildi (109). Su banyosundan alman karisim bir siire sogutuldu.
Ardindan yiiksek konsantrasyonda NaOH ile asitligi turnusol kagitt kullanilarak

notralize edildi.

- RP-138 Fraksiyonunun Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (YBSK) ile Analizi

Monosakkaritler YBSK’ da kirilma indislerine gore karbonhidrat kolonu kullanilarak

RID dedektorle tespit edilerek analiz yapildi. Deney i¢in D (+)-Glukoz (Sigma), D (+)-
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Mannoz (Merck), D(-)Fruktoz (Sigma), D(+)-Galaktoz (Merck), D(+)-Ksiloz (Roth),
L(+)-Arabinoz (Roth), L-Ramnoz (Roth) standartlar1 kullanildi.

Numune Hazirlama

Tiim standartlar %1 konsantrasyonda distile suda c¢oziilerek balon jojelere konuldu.

Hidroliz edilen fraksiyon ise herhangi bir islem uygulanmadan dogrudan kullanildu.

Analiz

Spesifikasyonlar1 asagida belirtilen YBSK sistemi ile RP-138 fraksiyonunun

hidroliziyle elde edilen monosakkaritlerin sahit standart monosakkaritlerle analizi

yapildi.

YBSK Sistemi

Cihaz : Agilent Technologies 1260 Series

Dedektor : Agilent 1260 Infinity Refractive Index Dedector(RID)
Kolon : Zorbax Carbohydrate, 4.6x250 mm, 5p

Kolon sicakligi :30°C

Akim hizi :1mL/dk

Hareketli faz : Asetonitril: Su (75:25 h/h)

Enjeksiyon hacmi : 10 uL
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b-) RP-138 Fraksiyonunun MALDI-QIT-TOF Kiitle Spektrometrisi Kullanilarak

Glukan Standarti ile Karsilagtirilmasi

MALDI-QIT-TOF Kiitle Spektrometrisi, Matriks Yardimcili Laser Desorpsiyon
Iyonlasmali —Kuadripol Iyon Tuzakli-Ugus Zamanl Kiitle Spektrometresini ifade eder.

Sistem ana hatlartyla 4 boliimden olugmaktadir;

i) Iyonizasyon sistemi: Analizi yapilacak 6rnekler matriks molekiilleri iizerindedir. Bu
karigim tizerine gonderilen lazer matriksin iyonlagsmasini indiikler; matrikse ait fotonlar

ornekle etkilesime girerek 6rnegi protonize eder.
ii) fyon tuzaklama béliimii: Kuadripol iyon tuzag: sistemi bulunmaktadar.
iii) Kiitle analizorii: MALDI, ucus zamanl kiitle analizorii ile kombine edilmistir.

iv) Algilama béliimii: Iyonlarin kiitlesinin yiikiine oraninin (m/z) karekdkiine bagli bir
sekilde analiz yapilmaktadir, analiz edilecek maddeler yogunluklarina ve bu

ozelliklerine gore analiz edilmektedir (110, 111).

MALDI-QIT-TOF cihazi ve MALDI plag: Sekil 3.6’da goriilmektedir.

AXIMA

Sekil 3.6. MALDI plagi ve MALDI-QIT-TOF Kiitle Spektrometresi.
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MALDI plaklarina ayr1 ayr1 uygulanan 6rnek ve standart kuruduktan sonra {izerlerine
matriks ¢ozeltisi ilave edildi ve kurumasi beklendi. Kuyucugunda matriks ve analizi
yapilacak madde karigimini igeren plak analizore yerlestirildi. Cihaz kuyucugu lazerle
bombardimana tabi tutuldu. Matriks aracili uyarilan ve iyonize olan Ornek/standart
kuadripol iyon tuzakli ve ugus zamanli analizor sistemlerinin kombine halde bulundugu
sisteme geldi burada analizi yapilacak iyon secilip ucus zamanl sistemde ilerledi ve
dedektore gelen iyonlar degerlendirildi. Sistemin diger kiitle spektrometrelerinden farki
cok bliyiik molekiil agirlikli polisakkarit, protein vb. maddelere uygulanabilirligi;
Kuadripol iyon tuzagi sayesinde MS" islemi uygulanabilmesi; Ugus zamanli analizorle

yiiksek duyarlilikta analiz yapabilmesidir.

Sistemin sematik ¢aligma gorseli Sekil 3.7’de goriilmektedir.

k. ~, AAAAAAAAA
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Sekil 3.7. MALDI plaginda lazer bombardimaniyla iyonize olan drnek, QIT sistemi (Kuadripol
Iyon Tuzag) sistemine gelir ve istenilen iyon segilir. Secilen iyon TOF sisteminde
(Ugus zamanl) ayrilarak dedektdrde okunur.

- Matriks Cozeltisi Hazirlama

2,5-dihidroksibenzoik asit(DHB) ve a-siyano-4-hidroksi-sinnamik asit (CHCA) bire bir
oraninda karistirildi. %0,1 Trifloroasetik asit (TFA) iceren Asetonitril: Su (1:1) karisimi
olusturuldu. DHB ve CHCA bilesimi bu karisim i¢inde ¢oziindiirildii.
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- Numune Hazirlama

RP-138 fraksiyonu ve glukan standarti metanol: su (1:1) karisimi igerisinde ayri ayri

¢Oziindiirtldi.

- Tatbik

0.5 pL RP-138 fraksiyonu ve glukan standartt MALDI plagindaki kuyucuklara ayr1 ayri
tatbik edildi. Uzerlerine 0.5 pL matriks ¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda kurumaya

birakildi.

- Lazer Bombardimanm

Ornek ve numuneyi iceren plak, MALDI cihazinin iyonizasyonu saglayan birimine
yerlestirildi. Pozitif modda ayr1 ayr1 iyonizasyonlar1 sagland1 (MS?Y). Iyon tuzagindan
segilen iyonlara ayr1 ayr1t MS? uygulandi.

- Analiz Sonug¢larimin Okunmasi

Bombardiman sonucu iyonize olan maddeler ugus zamanli kiitle analizériinde m/z

oranlarina gore hareket ederek dedektore ulasti ve okumalari yapildi.

3.3. istatistiksel Analiz

Biitiin istatistiksel analizler SPSS 24 istatistik programi ile yapildi. Varyanslarin analizi
Tek Yonli ANOVA prosediiriine gore uygulandi. Ortalamalar arasindaki belirgin farklar
Tukey’s pairwise kiyaslama testine gore p<0,05 seviyesinde, Dunnet kiyaslama testine

gore p<0.05 ve p<0,001 seviyesinde degerlendirildi.



4. BULGULAR

4.1. Ekstrelerin Hazirlanisi, Spektrofotometrik Bilesim Analizleri
4.1.1. Ekstrelerin Hazirlanisi

Deneysel ¢alismalarda kullanilmak iizere 3 ekstre; etanol ekstresi (EE); polisakkarit¢e
zengin sicak su ekstresi (PS) ve ultrasonik etkiyle elde edilen polisakkarit¢e zengin su
ekstresi  (PSU) mantar fruktifikasyonlarindan gere¢ ve yoOntemlerde anlatilan
prosediirlerle elde edildi. Ekstrelere ait yiizde verimler Tablo 4.1°de gosterilmistir. Tablo
4.1°de goriildiigii lizere etanol ekstresinde en yiiksek verim elde edilmistir. Polisakkarit
izolasyonu i¢in kullanilan iki farkli yontemle elde edilen ekstrelerde ise en yiiksek
verim, polisakkaritce zengin sicak su ekstresinde gozlendi. Diger polisakkarit elde
yontemi olan ultrasonik etkiyle polisakkarit eldesinin ise verim olarak diisiik bir yontem

oldugu goriildi.

Tablo 4.1. Ekstre verimleri.

Ekstreler PS PSU EE

Verim % 5.0* 15 20.6

*Ortalama; (PS): Polisakkaritge zengin sicak su ekstresi, (PSU): Ultrasonik etkiyle elde edilen
polisakkaritce zengin su ekstresi, (EE): Etanol ekstresi.

4.1.2. Toplam Fenol, Flavonoit, Flavonol, Seker, Protein Tayini

Ekstrelerin toplam fenol, toplam flavonoit, toplam flavonol, toplam seker, toplam
protein miktarlar1 deneysel kisimda verilen yontemler kullanilarak spektrofotometrik

olarak tespit edildi. Toplam fenol miktar1 gallik asite, toplam flavonoit miktar1 katesine,
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toplam flavonol miktar1 rutine, toplam seker miktar1 D (+)-glukoza, toplam protein
miktar1 ise sigir serum alblimine esdeger hesaplandi. Toplam fenol, flavonoit ve
flavonol sonuglar1 Tablo 4.2°de verilmistir. Toplam fenol her {i¢ ekstrede de ¢ok diisiik
miktarda tespit edilmistir. Toplam fenol miktarlar1 bakimindan ekstreler PSU> PS> EE
seklinde siralanmistir. Flavonoit sadece PU ekstresinde tespit edilmistir ve diisiik

miktardadir. Toplam flavonol her {i¢ ekstrede de tespit edilememistir.

Tablo 4.2. Toplam Fenol, Toplam Flavonoit, Toplam Flavonol Miktarlari

Toplam Fenolik ~ Toplam Flavonoit ~ Toplam Flavonol

Ekstreler
MYGAE/Qekstre MgcAE/Jekstre MQRE/Qekstre
PS 7.51+0.39* - -
PSU 10.36+0.53 0.58+0.44 -
EE 4.81+1.41 - -

*Ortalama+SS; (PS): Polisakkaritce zengin sicak su ekstresi, (PSU): Ultrasonik etkiyle elde edilen
polisakkaritce zengin su ekstresi, (EE): Etanol ekstresi.

Toplam seker ve protein miktarlart ise Tablo 4.3’de verilmistir. Toplam seker miktari
polisakkarit izolasyon teknikleriyle elde edilen ekstrelerde (PS, PSU) yiiksek
diizeylerde tespit edildi. Toplam protein miktar1 ise PSU> PS> EE seklinde siralanmigtir
ve yine polisakkarit izolasyon teknikleriyle elde edilen ekstrelerde yiiksek diizeylerde
bulunmustur. Polisakkaritge zengin ekstrelerde deproteinizasyon yapilsa dahi yiiksek

diizeyde proteine rastlanmistir.

Tablo 4.3. Toplam Seker ve Toplam Protein Miktarlari

Ekstreler Toplam Seker Toplam Protein
MQYGE/Jekstre MQBSAE/Qekstre
PS 567.46+26.19* 628.57+13.99
PU 400.93£12.23 698.03+9.36
EE 232.09+11.33 252.66£6.06

*Ortalama+SS; (PS): Polisakkaritge zengin sicak su ekstresi, (PSU): Ultrasonik etkiyle elde edilen
polisakkaritce zengin su ekstresi, (EE): Etanol ekstresi.
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4.2. Antioksidan Aktivite Calismalari
4.2.1. Indirgeme Giiciiniin Belirlenmesi

Maddeye ait antioksidan giiciin degerlendirildigi parametrelerden biri de demir (I11)
indirgeyici 6zelligidir. Ozellikle lipofilik ve hidrofilik maddelerin tayini igin uygundur.
Polifenolik maddelerin demir indirgeyici giiclinii tespit i¢in siklikla kullanilan bir

yontemdir (112).

T. anatolicum'dan elde edilen her ii¢ ekstre ve standartlarin demir indirgeme kapasiteleri
incelenmis sonuglar Sekil 4.1°de verilmistir. Verilen sonuglar askorbik asite esdeger

hesaplanmistir. Grafiklerde goriilen yiliksek degerler yiiksek aktiviteye isaret etmektedir.
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Standartlar ve Ekstreler

Sekil 4.1. T. anatolicum ekstreleri ve standartlarmm demir (III)’4 demir (II)’ye indirgeme
kapasiteleri. Ortalama olarak verilen degerler %95 giiven aralifinda belirtilmistir.
(a-f) ayn1 harfler ile belirtilmis barlar i¢in p>0,05’ten farkli degildir. AA: Askorbik
Asit, BHA: Biitillenmis Hidroksi Toluen, BHT: Biitillenmis Hidroksi Anisol, GA:
Gallik Asit, EE: Etanol Ekstresi, PS: Polisakkaritce Zengin Sicak Su Ekstresi, PSU:
Ultrasonik Etkiyle Elde Edilen Polisakkarit¢e Zengin Su Ekstresi.

Ekstreler ve standartlara ait istatistiksel analiz sonucu; ekstrelerin her ti¢iiniinde demir
(III)’0 demir (II)’ye indirgeme kapasitesi anlamli bir sekilde standartlardan farkli ve

zay1f bulunmustur (p<0,05).
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4.2.2. 11-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) Radikalini Siipiiriici Etki Tayin

Edilmesi

Serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanimiyla enerjiye doniisiimii sirasinda olusan
reaktif molekiillerdir. Oksijen molekiilleri hem yasam i¢in elzemdir hem de kullanimi
sirasinda metabolizmanin reaktif ara iiriinler olusturmasi kaginilmazdir. Reaktif oksijen
tiirleri/metabolitleri olarak bilinen bu molekiiller lipit, protein ve DNA gibi hiicre
bilesenlerine zarar verir (113). Serbest radikaller viicuttan siipiiriilerek viicutta
olusturabilecekleri zararh etkiler ortadan kaldirilir. Bunu saglayan maddeler antioksidan
ozellik gosterirler (114). Orneklerin radikal siipiiriicii etkinlikleri stabil bir radikal olan
DPPH® radikali kullanilarak Olglilmiistiir. Ekstre ve standartlarin, DPPH® radikalini
fizyolojik pH’da siipiiriicii etkisi Olciilmiistiir. Standartlarin etkinlik siralamasi gallik
asit> rozmarinik asit> BHA >BHT> askorbik asit seklindedir. En diisiik 1Cso degeri
askorbik asite ait ve 0.1271 mg/mL iken, her ii¢ ekstre i¢in de ICso degeri 6 mg/mL’nin

tizerinde bulundugu 6ngoriilmektedir.

4.2.3. 2,2’-azino-bis (3-etilbenzatiyazolin-6- siilfonik asit) (ABTS™®) Radikalini
Siiptiriici Etki Tayini

Serbest radikal siipiiriicti etkinin tayininde kullanilan metodlardan birisi de (ABTS"®)
radikalini siipiiriicii etki tayinidir. Koyu mavi renkli bir bilesik olan ABTS™® radikalinin
katyonunun siipiiriicii etki gosteren bilesiklerle etkilesime girerek rengini kaybetmesi ve

bu kaybin spektroskopik olarak dl¢iilmesi esasina dayanir (112).

Tiim ekstrelerin ABTS"™® radikalini siipiiriicii etkileri degerlendilmis ve sonuglar Sekil

4.2°de gosterilmistir. Yiiksek TEAC degeri yiiksek aktiviteyi isaret etmektedir.
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Sekil 4.2. T. anatolicum ekstreleri ve standartlarm ABTS'® radikalini sipiriicii etkileri.
Ortalama olarak verilen degerler %95 giiven araliginda belirtilmistir. (a-f) aym
harfler ve (1,4) aym sayilar ile belirtilmis barlar p>0,05’ten farkli degildir. AA:
Askorbik Asit, BHA: Biitillenmis Hidroksi Toluen, BHT: Biitillenmis Hidroksi
Anisol, GA: Gallik Asit, EE: Etanol Ekstresi, Ps: Polisakkaritce Zengin Sicak Su
Ekstresi, PSU: Ultrasonik Etkiyle Elde Edilen Polisakkaritce Zengin Su Ekstresi.

Ekstreler ve standartlara ait istatistiksel analiz sonucu; ekstrelerin her {igiiniin de 2,2’-
azino-bis (3-etilbenzatiyazolin-6- siilfonik asit) (ABTS"™®) radikalini siipiiriicii giicii
anlamli bir sekilde (p<0,05) standartlardan farkli ve zayif bulunmustur. Diisiik
konsantrasyonlar (0,1 ve 3 mg/mL) birlikte, yiiksek konsantrasyonlar (0,2 ve 6 mg/mL)
birlikte analiz edilmistir. Ekstrelerin standartlara gore yiiksek konsantrasyonlart (3 ve 6
mg/mL) calisilmis olmasma ragmen etki istatistiksel olarak standartlar kadar aktif

bulunamamustir.

4.2.4. Askorbat-Fe(III) Katalizli Fosfolipit Peroksidasyonunun inhibisyonu

Viicutta olusan serbest radikaller lipit yapilar1 perokside ederek protein ve DNA hasar
kaynakli hiicre Oliimiine sebebiyet vermektedir. Peroksidasyonu onleyen maddeler
antioksidan etkinlik gostermektedir (115). Fizyolojik pH’da yapilan deneyde bovine-
brain kaynakli fosfolipit lipozomlarinin askorbat-Fe(III) katalizli radikali bozunmasinda
hidroksil radikalini siipiirticii etkinlik TBA-reaktif bilesiklerin formasyonunun
inhibisyonu o6l¢iilmektedir. Sonuglar irdelendiginde en diisiik etkili standart olan
BHT’ye ait ICso= 0,0853 mg/mL iken tiim ekstrelere ait ICso degerlerinin 1 mg/mL’nin

tizerinde oldugu 6ngoriilmektedir.
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4.2.5. Spesifik Olmayan Hidroksil Radikali ile Yoénlendirilmis 2-Deoksiriboz

Bozunmasi

Deney, Fenton reaksiyonu ile iiretilen hidroksil radikalinin deoksiriboza atak etmesi ve
parcalanmas1 sonucunda olusan bozunma iiriinlerinin diisiik pH ve sicaklik etkisiyle
TBA ile reaksiyona girerek olusturdugu rengin spektroskopik olarak dl¢lilmesi esasina
dayanir (103). Hiicrelerde hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla reaksiyona girerek
DNA hasar1 vermektedir (113). Deneyde ise model olarak hidroksil radikali
deoksiriboza yonlendirilmekte ortama verilen maddelerin bu reaksiyonu onleyebilirligi
antioksidan gii¢ olarak kabul edilmektedir. Diisiik ICso degeri yiiksek aktifligi isaret eder.
Ekstreler igin ICso degerleri ¢ok yiiksek bulunmug PS, PSU i¢in 6 mg/mL’nin tizerinde;
EE i¢in 10 mg/mL nin lizerindedir. Ekstrelerde etkinlik ¢cok zayif gozlenmistir.

4.3. Polisakkaritce Zengin Sicak Su Ekstresi (PS) Uzerinde Fraksiyonlama

Calhismalan

Toplam polisakkarit miktar1 diger ekstrelere gére daha yogun olan polisakkaritce zengin
sicak su ekstresi (PS) iizerinden fraksiyonlama c¢aligmalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalarla
zay1f sitotoksik etkinlik gosteren ham polisakkaritce zengin ekstreyi (PS) daha giiglii
etki gosteren fraksiyonlara ayirmak amaglanmistir. Fraksiyonlama islemlerine
baslamadan 6nce ham ekstre (PS) ve glukan standartina ait YBSK analizleri yapilmis ve

fraksiyonlarin ayrimi ve analizinde anahtar olarak kullanilmistir.

Fraksiyonlama i¢in Acik Kolon Kromatografisi ve Orta Basingli Sivi Kromatografisi
kullamilmistir. A¢ik Kolon Kromatografisinde; Sephadeks LH-20 Kolon kullanilmis
Orta Basingh S1vi Kromatografisinde ise Ters Faz RP-18 Kolon kullanilmustir.

Sonug olarak iki adet Acik Kolon Kromatografisi fraksiyonu ve iki adet Orta Basingh

S1vi Kromatografisi fraksiyonu olmak iizere 4 fraksiyon elde edilmistir.
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4.3.1. Polisakkaritce Zengin Sicak Su Ekstresi (PS) ile Glukan Standartinin

Karsilastirilmasi:
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Sekil 4.3. Polisakkaritce zengin sicak su ekstresine (PS) ait YBSK kromatogrami.
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Sekil 4.4. Glukan standartina ait YBSK kromatograma.
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Degerlendirme: Sekil 4.3’teki sicak su ekstresi ve Sekil 4.4’teki glukan standartina ait
kromatogramlar incelendiginde; sicak su ekstresine ait kromatogramda 4 adet pik tespit
edilmistir. Glukan standartina ait kromatogramda ise 1 pik gozlemlenmistir. Her iki
kromatogram st iiste c¢akistirildiginda sicak su ekstresine ait kromatogramdaki 3
numarali pikin glukan standartina ait kromatogramda gozlenen pik ile aym gelis

zamanina sahip oldugu anlasilmistir.

4.3.2. Tiiplere Ait YBSK Kromatogramlari, Tiiplerin Birlestirilmesi ile

Fraksiyonlarin Tespiti

a-) Jel Filtrasyon Sephadex LH-20 Kolon Kromatografisi Fraksiyonlari
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Sekil 4.5. Sephadex LH-20 Kolon Kromatografisi 6. tiipe ait YBSK kromatogramu.

Degerlendirme: Sekil 4.5’deki kromatograma gore; polisakkarit¢e zengin sicak su
ekstresine ait kromatogramda gozlenen 4. Pik (Sekil 4.3), bu tiipe ait kromatogramda da

giiclii bir sekilde gdzlemlenmistir. ilerleyen tiiplerde 15. tiipe kadar bu pik temiz bir
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sekilde gozlemlenmistir. Bu sebeple 6-15. tiipler birlestirilmistir. Bu fraksiyona sinyalin

en giiclii alindig: tiipiin numarasini i¢eren “JEL-6" ismi verilmistir.

25000

JEL-44

20000

15000 -

= 10000

AUF

5000 4

5000 1 2 3 4 3 f ¥
Zaman (dk)

Sekil 4.6. Sephadex LH-20 Kolon Kromatografisi 44. tiipe ait YBSK kromatogramu.

Degerlendirme: Sekil 4.6’daki kromatograma gore; polisakkaritge zengin sicak su
ekstresinde goézlenen 3.pik (Sekil 4.3) bu tiipe ait kromatogramda giiclii sekilde
gozlemlenmistir. Geride 18. tiipe kadar ilerleyen tiiplerde ileride ise 68. tiipe kadar bu
pik giicli bir sekilde gozlemlenmistir. 4.pik 18-68. tiipler araliginda kesintisiz
gozlemlenmistir. 3. pik tek basina ayirt edilememistir. Bu sebeplerle 18-68. tiipler
birlestirilmistir. Bu fraksiyona 3.pike ait sinyalin en giiglii alindig: tiipiin numarasini

igeren “JEL-44” ismi verilmistir.

Sonugta teorik olarak molekiil agirliklarina gore birbirinden farkli JEL-6, JEL-44 olmak
tizere iki fraksiyon elde edilmistir. JEL-6'ya ait molekiiler agirligin ayrimin temel

prensibi jel filtrasyon geregince JELL-44'ten daha biiyiik oldugu diisiiniilmektedir.
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b-) Ters Faz RP-18 Kolon Kromatografisi Fraksiyonlar:
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Sekil 4.7. Ters Faz RP-18 Kolon Kromatografisi 25. tiipe ait YBSK kromatograma.

Degerlendirme: Sekil 4.7°deki kromatogram hareketli faz olarak H.O-MeOH (0:100)
kullanilan bolgede gozlenen bir kromatogramdir. Sicak su ekstresinde gozlenen 3.
Pikten (Sekil 4.3) bu tiipte de yogun bir sekilde sinyal alinmistir. 3. pikin gii¢lii sinyal
verdigi 20-28. tiipler birlestirilmistir. 4. Pikin ayrimi yapilamamistir. Bu fraksiyona

3.pike ait sinyalin en gii¢lii alindig: tiipiin numarasini igeren “RP-25” ismi verilmistir.
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Sekil 4.8. Ters Faz RP-18 Kolon Kromatografisi 138. tiipe ait YBSK kromatogrami.

Degerlendirme: Sekil 4.8 deki kromatogram hareketli faz olarak H.O-MeOH (70:30)
kullanilan bolgede goézlenen bir kromatogramdir. Bu ¢oziicii sisteminin kolona
girmesiyle kolonda gozle de ayirt edilebilen bir ayrim gergekleserek sari-kahve renkli
bir bant olugsmus ve kolonu terk etmistir. Diger tiiplerle alinan orneklere gore goze
goriilebilir sekilde koyu renkte Ornekler alinmistir. Sicak su ekstresinde (Sekil 4.3)
gozlenen 3. pikten bu tiipte her iki fraksiyonlama teknigiyle de elde edilen tiim tiipler
icerindeki en siddetli sinyal alinmistir. Gerisindeki ve ilerisindeki tiiplerde bu sinyalin
giiclii gozlemlendigi tiipler olan 130-150. tiipler birlestirilerek, fraksiyona 3.pike ait
sinyalin en giicli alindig1 tiiplin numarasini igeren “RP-138” ismi verilmistir. Burda
sistemden gecen ¢oOziciilerin ¢oziicii orant metanol yoniine kaydigindan dolay:
polaritenin diistiigl, ilk gelen fraksiyonlara nazaran daha polaritesi diisiik maddelerin
ayrildig1 distiniilmektedir. Literatiirde de benzer teknikle oligosakkaritler polarite
farklarina gore ayrilmistir (105). Sonug olarak teorikte polaritesi fazla olan RP-25 ve
daha az polar RP-138 fraksiyonlari elde edilmistir.
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4.4. Sitotoksisite Calismalari

Hiicre hatlarina uygulanacak olan 6rnek ve standart belirlenen dozlarda her kuyucuga
ayr1 ayr1 uygulanmistir. Calisilan tiim plaklarda bazi kuyucuklara herhangi bir 6rnek
veya standart uygulanmayarak kontrol grubu olarak belirlenmistir. Ornek veya standart

uygulanan gruplarla kontrol gruplar1 kiyaslanarak sitotoksik etkinlik incelenmistir.

4.4.1. Ham Ekstrelerin (PS, PSU, EE) Sitotoksik Etkinligi

Elde edilen 3 farkli ekstre (PS, PSU, EE) 100 pg/mL, 500 pg/mL ve 1000 pg/mL
konsantrasyonda A-549, MCF-7, COLO-205 hiicre hatlarini igeren plaklara uygulanmis
ve 24 saat sonunda MTT sonuglari multifonksiyonel mikroplaka okuyucuda 6l¢iilmiistiir.

Sitotoksik etkinlikleri grafiklerle gosterilmistir. HEPG-2 hiicre hatlarinda denenen iki
ekstre (polisakkaritce zengin sicak su ekstresi, etanol ekstresi); hiicrelerin
proliferasyonunu artirmistir. Bu yiizden grafiklerde gosterilmemistir. Her {i¢ ekstreye ait

grafikler asagida verilmistir.

PS Kontrol ®100ug/ml =500 ug/ml = 1000 ug/ml
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100,00 . ¥ I
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Sekil 4.9. Polisakkaritge zengin sicak su ekstresinin (PS) 3 farkli kanser hiicre hattinda,
ortalama 12500 hiicre iceren kuyucuklarda, 24 saat sonunda yiizde canliliga etkisi.
A549: insan Akciger Karsinoma Epitelyal Hiicre Hatt:, COLO205: Insan Kolorektal
Adenokarsinoma Epitelyal Hiicre Hatti, MCF7: Insan Meme Adenokarsinoma
Epitelyal Hicresi. (Kontrol grubuna gore anlamlilik degeri *p<0,05 ve
**p<0,001°dir.)
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Ultrasonik etkiyle elde edilen polisakkaritce zengin su ekstresinin (PSU), 3 farkli
kanser hiicre hattinda, ortalama 12500 hiicre igeren kuyucuklarda, 24 saat sonunda
yizde canlihfa etkisi. A549: Insan Akciger Karsinoma Epitelyal Hiicre Hatti,
COLO205: Insan Kolorektal Adenokarsinoma Epitelyal Hiicre Hatti, MCF7: Insan
Meme Adenokarsinoma Epitelyal Hiicresi. (Kontrol grubuna gore anlamlilik degeri
*p<0,05 ve **p<0,001dir.)

Kontrol ®m100ug/ml =500 ug/ml = 1000 ug/ml
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Etanol ekstresinin (EE) 3 farkli kanser hiicre hattinda, ortalama 12500 hiicre i¢eren
kuyucuklarda, 24 saat sonunda yiizde canlilifa etkisi. AS549: Insan Akciger
Karsinoma Epitelyal Hiicre Hatti, COLO205: Insan Kolorektal Adenokarsinoma
Epitelyal Hiicre Hatti, MCF7: insan Meme Adenokarsinoma Epitelyal Hiicresi.
(Kontrol grubuna gore anlamlilik degeri *p<0,05tir.)

Ekstreler uygulandiktan 24 saat sonra hiicre canlilig1 (% canlilik) g6zoniine alindiginda

her ii¢ ekstre; 3 hiicre hatt1 i¢in, denenen tiim konsantrasyonlarda, canlilikta %50 ve

daha fazla inhibisyon saglayamamustir.
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A-549 hiicre hatti i¢in Kkontrole gore en yiiksek inhibisyon doza bagimli bir
sekilde %24°e kadar PS ekstresi ile maksimumum konsantrasyon olan 1000 pg/mL’de

saglanmistir (p<0.001).

COLO-205 hiicre hatt1 i¢in kontrole gore en yiiksek inhibisyon PSU ekstresi ile
maksimum konsantrasyon olan 1000 pg/ml’de saglanmistir ve yaklasik %19
bulunmustur (p<0.05).

MCF-7 hiicre hatt1 i¢in kontrole gore en yiiksek inhibisyon PSU ekstresi ile maksimum
konsantrasyon olan 1000 pg/mL’de saglanmistir ve yaklasik %42 bulunmustur
(p<0.001).

4.4.2. Polisakkaritce Zengin Sicak Su Ekstresi (PS) Fraksiyonlarimin (RP-25, RP-
138, JEL-6, JEL-44) Sitotoksik Etkinligi
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Sekil 4.12. RP-25 fraksiyonunun 3 farkli kanser hiicre hattinda, ortalama 12500 hiicre igeren
kuyucuklarda, 24 saat sonunda yiizde canlilifa etkisi. A549: Insan Akciger
Karsinoma Epitelyal Hiicre Hatti, COLO205: Insan Kolorektal Adenokarsinoma
Epitelyal Hiicre Hatti, MCF7: insan Meme Adenokarsinoma Epitelyal Hiicresi.
(Kontrol grubuna gore anlamlilik degeri *p<0,05 ve **p<0,001°dir.)
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RP-138 fraksiyonunun 3 farkli kanser hiicre hattinda, ortalama 12500 hiicre iceren
kuyucuklarda, 24 saat sonunda yiizde canliliga etkisi. A549: Insan Akciger
Karsinoma Epitelyal Hiicre Hatti, COLO205: Insan Kolorektal Adenokarsinoma
Epitelyal Hiicre Hatti, MCF7: Insan Meme Adenokarsinoma Epitelyal Hiicresi.
(Kontrol grubuna gére anlamlilik degeri *p<0,05 ve **p<0,001°dir.)
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JEL-6 fraksiyonunun 3 farkli kanser hiicre hattinda, ortalama 12500 hiicre iceren
kuyucuklarda, 24 saat sonunda yiizde canlihiga etkisi. A549: Insan Akciger
Karsinoma Epitelyal Hiicre Hatti, COLO205: insan Kolorektal Adenokarsinoma
Epitelyal Hiicre Hatti, MCF7: insan Meme Adenokarsinoma Epitelyal Hiicresi.
(Kontrol grubuna gore anlamlilik degeri *p<0,05 ve **p<0,001°dir.)
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JEL44 Kontrol ®100ug/ml 500 ug/ml = 1000 ug/ml
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Sekil 4.15. JEL-44 fraksiyonunun 3 farkli kanser hiicre hattinda, ortalama 12500 hiicre igeren
kuyucuklarda, 24 saat sonunda yiizde canlilhia etkisi. A549: Insan Akciger
Karsinoma Epitelyal Hiicre Hatti, COLO205: Insan Kolorektal Adenokarsinoma
Epitelyal Hiicre Hatti, MCF7: Insan Meme Adenokarsinoma Epitelyal Hiicresi.
(Kontrol grubuna gére anlamlilik degeri *p<0,05 ve **p<0,001°dir.)

Fraksiyonlardan uygulandiktan 24 saat sonra hiicre canliligi (% canlilik) gdzoniine
alindiginda fraksiyonlardan tigii (RP-25, JEL-6, JEL-44) 3 hiicre hatt1 i¢in, denenen tiim
konsantrasyonlarda, canlilikta %50 ve daha fazla inhibisyon saglayamamistir. Diger
fraksiyon olan RP-138 ise; A-549 hiicre hatt1 i¢in 1000 pg/mL, COLO-205 hiicre hatti
icin 500, 1000 pg/mL, MCF-7 hiicre hatt1 i¢in 500, 1000 ug/mL uygulama

konsantrasyonlarinda canlilikta %50’den fazla inhibisyon saglamistir.

RP-138 fraksiyonu A-549 hiicre hatt1 i¢cin 1000 pg/mL konsantrasyonda kontrole gore
yaklasik %82 inhibisyon saglamistir (p<0,001).

RP-138 fraksiyonu COLO-205 hiicre hattt i¢in 500 ve 1000 ug/mL konsantrasyonda
kontrole gore sirasiyla yaklasik %90 ve %90 inhibisyon saglamistir (p<<0.001).

RP-138 fraksiyonu MCF-7 hiicre hatt1 i¢in 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonda
kontrole gore sirasiyla yaklasik %88 ve %87 inhibisyon saglamistir (p<0.001).

Etkin goriilen RP-138 fraksiyonu i¢in bazi yap1 aydinlatma ¢alismalar1 yapilmistir.
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4.4.3. Glukan Standartinin Sitotoksik Etkinligi

GLUKAN Kontrol ™10 ug/ml =50 ug/ml =100 ug/ml
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Sekil 4.16. Glukan standartinin 3 farkli kanser hiicre hattinda, ortalama 12500 hiicre igeren
kuyucuklarda, 24 saat sonunda yiizde canlilia etkisi. A549: Insan Akciger
Karsinoma Epitelyal Hiicre Hatti, COLO205: insan Kolorektal Adenokarsinoma
Epitelyal Hiicre Hatti, MCF7: Insan Meme Adenokarsinoma Epitelyal Hiicresi.
(Kontrol grubuna gore anlamlilik degeri *p<0,05 ve **p<0,001°dir.)

Glukan standarti ile A-549 hiicre hatt1 i¢in maksimum uygulama konsantrasyonu olan
100 ug/mL konsantrasyonda yaklasik %12 inhibisyon hesaplanmis olmasina ragmen

kontrole gore anlamli bir inhibisyon ger¢eklesmemistir (p>0,05).

Glukan standart1 ile, COLO-205 hiicre hatt1 icin en yiiksek inhibisyon 100 pg/mL
konsantrasyonda gozlenmis ve hiicre canliliginda kontrole gére %43 inhibisyon

saglanmistir (p<<0,001).

Glukan standartt ile MCF-7 hiicre hatt1 i¢in doza bagimli bir sekilde maksimum
uygulama konsantrayonu olan 100 pg/mL’de hiicre canliliginda kontrole gore %35

inhibisyon saglanmistir (p<0,001).

Glukan standarti suda ve besiyerinde ¢oziinmemis bu sebeple DMSO’da ¢oziinerek
besiyerine eklenmistir. DMSO’daki ¢oziintirliigli de az oldugu i¢in standart 100 pg/mL

konsantrasyonun tizerinde ¢aligilamamuistir.
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4.5. Etkin Fraksiyon (RP-138) Kompozisyon Analizleri
4.5.1. RP-138 Fraksiyonu Uzerinde Monosakkarit Kompozisyonu Analizi

Sitotoksisite testlerinde en etkin fraksiyon olarak belirlenen RP-138 fraksiyonuna ait
monosakkarit kompozisyonu YBSK sistemi kullanilarak analiz edildi. Fraksiyon
iceriginde  bulundugu  diisiiniilen  polisakkaritler ~ analiz ~ edilmeden  Once
monosakkaritlerine hidroliz edildi. Analiz hidrolizatlar lizerinde yapildi. Standart olarak;
D(+)-Glukoz (Sigma), D(+)-Mannoz (Merck), D(-)Fruktoz (Sigma), D(+)-Galaktoz
(Merck), D(+)-Ksiloz (Roth), L(+)-Arabinoz (Roth), L-Ramnoz (Roth) kullanildu.

YBSK Sonuclan

Standartlara ait kromatogramlar ve fraksiyon hidrolizatlarina ait kromatogramlarla
karsilastirilarak fraksiyon igerigi kalitatif analiz edildi. Monosakkarit kompozisyonu

oransal olarak belirlendi.

- Standartlara Ait Kromatogramlar

RID1 A, Refractive Index Signal (DMP-23112015\CAGLAYAN_SUGAR 2016-08-10 11-28-51\%1 GLIKOZ.D)
nRiY

100000

8.346 - glikoz

-100000
-200000
-300000
-400000
-500000

0 2 4 6 8 10 12 14 i

Sekil 4.17. Glukoz standartina ait YBSK kromatograma.



RID1 A, Refractive Index Signal (DMP-23112015\CAGLAYAN_SUGAR 2016-08-10 11-29-51\%1 FRUKTOZ.D)
nRiU 3
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7.540 - fruktoz

100000 -
-200000
400000

-500000 -

Sekil 4.18. Fruktoz standartina ait YBSK kromatograma.

RID1 A, Refractive Index Signal (DMP-231120151ICAGLAYAN_SUGAR 2016-08-10 11-29-51\%1 GALAKTOZ.D)
nRiU 7

100000

8.594 - galaktoz

2000".‘!0

300000

-4000@05
T T T T

Sekil 4.19. Galaktoz standartina ait YBSK kromatograma.

RID1 A, Refractive Index Signal (DMP-23112015\CAGLAYAN_SUGAR 2016-08-10 11-28-511%1 MANNOZ.D)
nRIV ]

100000

T.682 - mannoz

~300000 -
400000 -

0 2 4 6 B 10 12 14

Sekil 4.20. Mannoz standartina ait YBSK kromatogramu.

86

min

min

min



RID1 A, Refractive Index Signal (DMP-23112015\CAGLAYAN_SUGAR 2016-08-10 11-29-511%1 ARABINOZ.D)
nRil 3
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7.024 - arabinoz

-100000 -

-200000

-400000
-500000 -
0 2 4 3 8 10 12 14

Sekil 4.21. Arabinoz standartina ait YBSK kromatogrami.

RID1 A, Refractive Index Signal (DMP-23112015\CAGLAYAN_SUGAR 2016-08-10 11-28-51\%1 KSILOZ.D)
nRiU 3
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6,454 - ksiloz

100000 -
200000
400000 -
500000 -
T T T T T

Sekil 4.22. Ksiloz standartina ait YBSK kromatogrami.

RID1 A, Refractive Index Signal (DMP-23112015CAGLAYAN_SUGAR 2016-08-10 11-29-511%1 RHANNOZ D)

g
i#

100000 - -,

nRiU 3

5?0%

-100000 -
-200000 -
-300000 -

-400000 -

0 2 4 [ 8 10 12 14

Sekil 4.23. Ramnoz standartina ait YBSK kromatogrami.
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-Hidroliz Edilen RP-138 Fraksiyonuna Ait Kromatogramlar

RID1 A, Refractive Index Signal (OMP-23112015\CAGLAYAN_SUGAR 2016-08-11 10-12-07\TFA_11082016.D)

o

Ny
‘)(’/

o8

nRIV
120000

100000

FRUKTOZ
%>
2
: 8.505 = GLIKOZ
i 2
2

%
‘71‘522 -
=%

®.

0 2 4 6 8 10 12 14 min

Sekil 4.24. TFA ile hidroliz edilen RP-138 fraksiyonuna ait YBSK kromatogramu.

RID1 A, Refractive Index Signal (DMP-23112015\CAGLAYAN_SUGAR 2016-08-11 10-12-07\HCI_11082016.0)

g
8
8217 - GLIKOZ

7.436 - FRUKTOZ

0 2 4 6 8 10 12 14 min

Sekil 4.25. HCl ile hidroliz edilen RP-138 fraksiyonuna ait YBSK kromatogrami.

Degerlendirme: Her iki kromatogram (Sekil 4.24, Sekil 4.25) incelendiginde glukoz ve
fruktoza ait sinyaller gozlemlenmektedir. TFA ile hidroliz edilen fraksiyona ait
kromatogramda (Sekil 4.24) 6. dk civarinda elimizdeki standartlarin higbiriyle
eslesmeyen bir pike rastlanmistir. Ancak bu pik HCI ile hidroliz edilen numuneye ait
kromatogramda (Sekil 4.25) gozlenmemistir. Bu pikin baska bir sekere ait bir pik
olmasi olasilig1 yerine HCI ile yapilan hidrolizde bu pik dogrulanmadig igin kirlilik ya
da baska bir maddenin girisimi olarak degerlendirilmistir. Her iki kromatograma ait
piklerin alanlar1 hesaplanarak glikoz ve fruktozun hidrolizatlardaki oransal durumu
hesaplandiginda her iki fraksiyon hidrolizatinda da glikoz %99’dan fazla, fruktoz

ise %1’den az bulunmustur.
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Iki yontem birbiriyle kiyaslandiginda ise HCI ile yapilan hidrolizin monosakkarit

veriminin daha fazla oldugu belirlenmistir.

45.2. RP-138 Fraksiyonunun MALDI-QIT-TOF Kiitle Spektrometrisi

Kullanilarak Glukan Standarti ile Karsilastirilmasi

MALDI-QIT-TOF Kiitle spektrometrisine uygulanan RP-138 fraksiyonu ve glukan
standartia ait MS* ve MS? spektrumlari elde edildi.

RP-138 fraksiyonu ve glukan standarti igin inceleme maddelerin Dbirbirlerine
benzerlikleri iizerinden yapildi. MS? igin iyon secimi yapilirken hem standart hem de

ornekte benzer parcalanma firiinlerini veren; yiiksek yogunluklu iyonlara ait pikler

dikkate alindi.

Deneyde kullanilan glukan standarti Saccharomyces cerevisiae (bira mayasi1)’ dan elde
edilen bir glukan ekstresi idi. Saf glukan igerigi ve sadece glukoz monomerlerinden
olustugu bilgisi haricinde spesifikasyonlarinda baska bir belirte¢ yoktu. Literatiir
aragtirmast S. cerevisiae'dan elde edilen glukanlarin (1-3)-(1-6)-4-glukan oldugunu
gostermektedir (116).

B-(1-3) BAGLI KISA DALLAR

/ \ R-(1-6) DALLANMA NOKTASI

CH,0H
HO CH,OH
HO
o
CH20H

M/*

B-(1-3) BAGLI ANA ISKELET

Sekil 4.26. S. cerevisiae (bira mayasi) ‘dan elde edilen (1-3)-(1-6)-A-glukan.
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-MALDI Spektrumlari

dhb
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Data: Sample_MS_| argeMolecule10002.F2{c] 30 Jun 2016 14:02 Cal: tof 30 Jun 2016 11:28
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Sekil 4.27. RP-138 numunesine ait MS* spektrumu ve pargalanmalari.

dhb
2000 mod
Diatar lsbelled bglukanstd msi1_ 1P-120 0001.F7Tc] 28 Jun 2016 12-14 Cal: tof 21 Jun 2016 14:45
Shimadzu Biotech Axima Resonance 2 5.3 20110824 Mode positve, Mid 8504+, Power: 120
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1024 25

||||||||||||||||||||||||||||||$||||$||||$||||$||||—E‘

B

&

B

B

=]

Sekil 4.28. Glukan standartina ait MS* spektrumu ve pargalanmalari.
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RP-138 fraksiyonu ve glukan standartina ait MS! pargalanma iyonlarina ait spektrum
(Sekil 4.27, Sekil 4.28) 4000 dA ‘a kadar olan spektrum alindi. Her ikisinde de biiyiik

molekiiler yapida iyon pikleri gozlendi. Spektrumlar parmak izi gibi birbirlerine benzer

yapida bulundu.

Std_MS10001, Sample_MS 10001
Shimadzu Biotech Axima Resonance 2.0.3.20110024
Seire. 84 mV 73 mV

1047.10 & - RPI3S

Sekil 4.29. RP-138 numunesi ve glukan standartina ait MS! spektrumu ve
pargalanmalari. RP-138 numunesi ve glukan standartina ait MS!
spektrumlan st iiste ¢akistirildiginda benzer iyon piklerininin ortak
bulundugu gozlendi. Bu pikler 1563 m/z, 782 m/z iyon pikidir.
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Sd_MS 10001, Sample_MS 10001
Shimadzu Biotech Axdma Resonance 20.3.2011082%

Sine
1025.00 & - PRPI3S
L B.Glu
182:5 10
1023.11
102258 < 1028.11
} 1025.08
1007]
w-
] 1024.07
", "
40
207 1023.08
| 1028.07
0] = — = o — = —
1022 1023 1024 1025 1028 1027 1028 1029
nv:

Sekil 4.30. RP-138 numunesi ve glukan standartina ait MS* spektrumunun (Sekil 4.29)
biiyiitiilmiis hali.1024 m/z iyon pikleri goriilmektedir.

RP-138 numunesi ve glukan standartma ait MS! spektrumlar iist iiste cakistirilip

biyiitiildiigiinde 1024 m/z ve 1025 m/z giiglii iyon piklerine rastlanmistir.
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Sekil 4.31. 1024 m/z iyon pikine sahip bilesige ait MS? spektrumu ve pargalanmalari.

Sekil 4.30°da gdzlenen 1024 m/z iyon pikine ait bilesik segilerek MS? uygulanmistir.
Burada parcalanmalar olarak 889-709 m/z iyon pikleri goézlenmistir. Bu iki pik
arasindaki kayip {180} 889 m/z iyon pikini olusturan yapidan bir glukoz molekiiliin

koptugunu gostermektedir.

1024 MSZ D001, SampleMSIZ 0O0D3
Sahil rnal:Eu Eiotsch A)-urna. 20320110824
5.4 i

84505
| &> RP-138
1
| < B-Gha
|
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1 B47.0S
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| 1
g43.95 s4c.02
B43.05 P ol i
Py L LN Fo
. e W WAV A 845023 Y e — o
100 ] | =
| ]
50 |
] |
B0 - |
] |
40 - |
] X ]
ft |
20 it | "
. r — [N ! ) .- ™, ! P .
o] EEE— - T R S T . =¥ T T — — = ;
ass =30 =a0 241 =43 a3 =31 245 B8 247 =18 a40 =50
s

Sekil 4.32. RP-138 numunesi ve glukan standartina uygulanan MS? spektrumunun (Sekil 4.31)
biiyiitiilmis hali. 845 m/z iyon piki gorilmektedir.
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Sekil 4.31°’de gozlemlenen 845 m/z iyon pikinin biyiitiilmiis spektrumu goézlenmistir.
Bu iyon pikine sahip bilesige MS? uygulanmistir.

024_M 0001, Sample_MS2_0003
Shimauizy Axima Resonance 2.0.3.20110824

& - RP.a3s

T0O.02

1007]
80
a0
] T
1 7O 18 7a7.an
20
ZJ: g§83.20 | 1 162 84523
E | | 14.20 siaba
0] | | | il
= i B B B i B B o o B e B e I B o B R Ll
as0 &0 TOO 710 720 T30 T40 750 a0 770 a0 RO 200 810 820 820 840 &850

Sekil 4.33. 845 iyon pikine sahip bilesige ait MS? spektrumu ve parg¢alanmalari.

845 m/z iyon pikine ait bilesige MS? uygulanmistir. Pargalanma iiriinii olarak 683 m/z
iyon pikleri gozlemlemistir. Bu iki pik arasindaki kayip {162} ana yapidan bir glukoz

molekiiliin koptugunu gostermektedir.
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024_MSZ_0001, Sample_MSZ2_0003
Shimadzu Biotech Axima Resonance 2. 8.3.20110624
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Sekil 4.34. 889 m/z iyon pikine sahip bilesige ait (Sekil 4.31) ait MS? spektrumu ve
parcalanmalari.

Sekil 4.31°de gozlenen 889 m/z iyon pikine sahip bilesige MS? uygulanmustir.
Parcalanma {iriinii olarak 709 m/z iyon pikleri gdzlemlenmistir. Iyon pikleri arasindaki
farklar {180}, {162} burada da ana yapidan bir glukoz molekiiliiniin ve bir glukoz

molekiiliine ilaveten bir su molekiiliintin ayrildigin1 géstermektedir.

Degerlendirme

Karbonhidratlara ait sistematik kiitle spektrometrisi fragmantasyon nomenklatiiriine
gore glukanlar pozitif modda iyonize olduklarinda protonize olarak {M+H-162}" veya
{M+H-180}" iyonlarini olustururlar. Yani ilk madde protonize olarak yapidan {162} bir
glukoz molekiilii kopar veya {180=162+18} veya yapidan glukoz molekiiliine ek olarak
bir su molekiilii kopar. Bu da zincir seklindeki yapidan iyonizasyonla birlikte glukoz
monomerlerinin teker teker koptugunu gostermektedir (117). Ganoderma lucidumun /-
glukan iceriginin iskelet yapisinin MALDI kiitle spektrometrisi ile analiz edildigi diger

bir ¢alismada da yapidan kopan molekiiller benzer bir sekilde tanimlanmistir (118).
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" o CH,OH . CH,0H . CH,0H ; Z_R
6 )—O O-R HO +
OH H — > K OH /> + ﬁ OH 9
Ho HO
OH OH OH OH
Glukan Glukoz (Glukan + H- 162)
(162)
CH,0H CH,0H H
ut HO 0 0 é-R
—_— OH / + leo +
! 0
OH Y OH
Glukoz Su (Glukan +H- 180)
(162) (18)

(162+18=180)

Sekil 4.35. -1-3 glukan tiirevlerinin pozitif mod MS Fragmentasyonu (117).

Genel Degerlendirme

Ornegimiz ve standartimiza ait MS! spektrumlar1 incelendiginde benzer pargalanma
diriinlerine ait iyon piklerinin ¢akisim gosterdigi spektrumlar goriilmektedir (Sekil 4.27,
4.28, 4.29).

MS? spektrumlarinda ise Ornek ve standart icin ortak secilen iyonlara ait
parcalanmalarda yapilardan bir molekiil glukoz veya glikoza ek olarak bir molekiil su

koptugu tespit edilmistir (Sekil 4.31, 4.33, 4.34).

Bu bilgiler 1s1¢inda standartimiz olan (1-3)-(1-6)-4-glukan ile RP-138 fraksiyonunun

igerik olarak birbirlerine benzedikleri sdylenebilir.



5. TARTISMA ve SONUC

Tez calismas1 kapsaminda T. anatolicum H.H. Dogan & Intini mantar1 iizerinde
ekstraksiyon calismalari, elde edilen ekstreler iizerinde kompozisyon analiz ¢alismalari
in vitro antioksidan etkinlik tayinleri, kanser hiicre hatlar1 {izerinde in vitro antikanser
etkinlik calismalari, polisakkaritce zengin sicak su ekstresi lizerinde fraksiyonlama
calismalar1 ve antikanser etkinligi en gli¢lii bulunan fraksiyonun yapisini aydinlatmaya

yonelik monosakkarit analizi ve spektrometrik ¢aligmalar yapilmistir.

T. anatolicum, teshisi ilk kez lilkemizde yapilan, Akdeniz ve Ege Bolgesi'nde ormanlik
alanlarda sedir agaglar1 (Cedrus libani) altinda yetisen 6zel bir mantar tiridir (10).
Yetistigi bolgelerde yasayan halk tarafindan toplanilarak gida olarak tiiketilmekte veya
Japonya basta olmak tizere Asya lilkelerine yiiksek getiri ile ihra¢ edilmektedir (11).

Bu galismada kulllanilan tiir Japonlarin Matsutake olarak adlandirdiklar1 bir mantar
ailesine dahildir (19, 20). Bu mantar ailesine ismini veren T. matsutake ile ilgili
literatiirlerde (54, 119-121) ve Tricholoma cinsine ait diger tiirlerle ilgili literatiirlerde
(51, 53, 55-57) ¢ok sayida antikanser etkinlik ¢alismasi yapildig tespit edilmistir. Bu
calisma ile T. anatolicum’la ilgili antikanser etkinlik ¢alismalar1 yapilarak tiirtin bu
anlamda degeri anlasilmaya calisilmis; ileride ilag formuna doniisebilecek yapilar

arastirilmis ve literatlirde bu tiirle ilgili eksikliklere katkida bulunulmaya calisilmistir.

T. anatolicum fruktifikasyonlarindan 2 adet polisakkaritce zengin ekstre ve bir adet
etanol ekstresi elde edilmistir. Polisakkaritce zengin ekstreler; sicak su ile ekstraksiyon
yontemiyle (39) ve ultrasonik etkiyle su ekstraksiyon yontemiyle (90) elde edilmistir.
Polisakkaritce zengin ekstreleri saflastirmak igin ayrica deproteinizasyon islemi
uygulanmistir. Etanolik ekstre %85'lik etanol ile hazirlanmistir (57). Ekstre verimleri en

yiiksek etanolik ekstre (EE) i¢in %20.6, polisakkaritge zengin sicak su ekstresi (PS) igin



98

icin %5, ultrasonik etkiyle elde edilen polisakkaritce zengin su ekstresi (PSU) %1.5

bulunmustur. Polisakkarit verimi agisindan sicak su ekstraksiyonu daha avantajlidir.

Elde edilen ekstreler lizerinde kompozisyon caligmalari yapilmistir. Toplam fenol,
flavonoit ve flavonol 6l¢iimlerinde; flavonol her ii¢ ekstrede, flavonoit ise PS ve EE de
tespit edilememistir. PSU'da tespit edilen flavonoit miktari ise 0.58+0.44 mgcae/Qekstre
bulunmustur. Ekstrelerde bulunan toplam fenolik madde miktarlart PSU> PS > EE
seklinde siralanmustir. Tespit edilen en yiiksek miktar olan PSU'ya ait fenolik madde
miktar1 10.36+0.53 mgeae/Jekstre bulunmustur. Ayni tiire ait baska bir ¢alismada metanol

ekstresinde toplam fenolik madde miktar1 0.265 mg/ml GAE bulunmustur (68).

Mantarlarin ana bilesenleri olan protein ve karbonhidratlarin teshisi ise tiim ekstrelerde
toplam seker ve toplam protein analiziyle saptanmistir. Toplam seker igerigi en yiiksek
PS'de 567.46 + 26.19 mgce/Jekstre bulunmustur. Ekstrenin yaridan fazlasi seker olarak
tespit edilmistir. Toplam protein miktar1 ise en yiiksek PSU'da bulunmus ve 698.03 +
9.36 mgesae/Qekstre olarak tespit edilmistir. PSU eldesinde PS'ye gore bir fazla basamak
deproteinizasyon uygulanmasina ragmen protein igerigi yiiksek ¢ikmistir. Polisakkarit
ekstreleri miimkiin oldugunca proteinlerinden ayrilmali ve saflastirilmalidir.
Polisakkarit eldesinde; ekstresinde en yiiksek seker igeriginin tespit edilmesi ve ekstre
protein igeriginin diger yonteme gore daha az olmasi sebebiyle sicak su ekstraksiyon
yontemi daha avantajli bulunmustur. Yapilan bir ¢calismayla T. matsutake'den elde edilen
polisakkarit ekstrelerinin seker igerigi ekstreler igin %82.13 - %90.76 araliginda protein
icerigi ise %0.17 - %1.82 araliginda bulunmustur. Bu calismada elde edilen ekstreye
(PS) gore protein igerigi diistik, seker igerigi yiiksek olan bir polisakkarit ekstresi elde
edilmistir (39). Literatiir calismasinda elde edilen ekstrenin proteinlerinden daha fazla
arinmig ve polisakkarit orani daha yiiksek bir ekstre olma sebebinin; tez ¢alismasindaki
ekstraksiyon prosediiriine ek olarak literatiirdeki ¢alismada DEAE-Seliiloz kolon ile
fraksiyonlama yapilmas1 ve Sevag yontemiyle deproteinizasyon isleminin ardindan
ekstredeki protein igeriginin UV spektroskopisi ile kontrol edilerek protein sinyali
alinmayana kadar Sevag yontemiyle deproteinizasyonun tekrar edilmesi oldugu

diistiniilmektedir.

Antioksidan etkinlik ¢alismalarinda yine her ii¢ ekstre de ¢alisilmistir. Ekstrelerin demir

(IID't demir (II)'ye indirgeme giicli yapilan ¢alismayla belirlenmistir. Her ii¢ ekstre de



99

caligilan standartlara gore cok zayif bir etki gostermistir. Demir indirgeme giicleri

strastyla PS, PSU ve EE i¢in 0.055, 0.053 ve 0.038 mmol/g bulunmustur.

DPPH?* radikalini siipiiriicii etki deneyinde de sonuglar benzer ve her ii¢ ekstre i¢in zay1f
cikmistir. ICsp degerleri tiim ekstreler i¢in 6 mg/mL nin tlizerindedir. Standartlarin en
diistik etkili bulunan askorbik asittir (AA). AA standarti i¢in 1Cs0 0.1271 mg/mL tespit

edilmistir.

ABTS™ radikalini siipiiriicii etki deneyi sonuglarina gore ise standartlar i¢in calisilan
konsantrasyonlar olan 0.1- 0.2 mg/mL igin en diisiik standart olan rozmarinik asit i¢in
sonuglar 0.38-1.32 mmol/L/troloks iken ekstreler i¢in ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda
calisilmasina ragmen (3-6 mg/mL) tiim ekstreler i¢in sonuglar en diisiik etkili bulunan

rozmarinik asit kadar dahi yiiksek bulunamamustir.

Serbest radikaller tarafindan olusturulan lipid peroksidasyonu hiicrenin yapitasi olan
lipitlere zarar vererek viicutta istenmeyen etkiler ¢ikmasina yol agar (122). Ekstrelerin
lipid peroksidasyonunu Onleyici giicli lipit peroksidasyonunun inhibisyonu deneyiyle
Olciilmistiir. Diisiik ICso yiiksek etkiyi gdstermektedir. Standartlar BHA ve BHT igin
ICsp 'ler sirayla 0.0236 ve 0.0853 mg/mL araligindadir. Tiim ekstreler i¢in 1Cso degerleri

1 mg/mL’nin {izerinde ve zay1f etkili bulunmustur.

Spesifik olmayan hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2- deoksiriboz bozunmasi deneyi
sonuglarina gore polisakkaritce zengin ekstrelerin 1Csp leri 6mg/mL den yiiksek ve zayif
etkili EE ise 10 mg/mL 'den yiiksek ve daha zayif etkili ¢ikmistir. Bagka cinslere ait
mantarlarla yapilan hidroksil radikali deneyinde ICsp degerleri o deneylerde kullanilan
BHT' ye yakin degerlerde bulunmustur (123). Literatiirde kullanilan ekstreler etanol
ekstresi olmasi sebebiyle calismamizdaki EE ile benzerlik gostermektedir. Ancak
cinsleri farkli oldugu i¢in bu etkinin ¢aligmamizda kullanilan EE'de bulunmadig:

sOylenebilir.

Antioksidan parametreyi gosteren belirteglerden birisi de fenolik madde miktaridir (112).
Toplam fenol, flavonoit ve flavonol gibi fenolik madde analizlerinde c¢alisilan
ekstrelerin nerdeyse tamaminin bu maddelerce ¢ok fakir oldugu goriilmektedir. Bu
maddelerin fazlaca bulunmasi antioksidan etkiyi de artiracaktir. Sonug¢ olarak tiim

antioksidan deneylerinin zayif etkili ¢ikmasi ekstrelerde bu igeriklerin olmamasina veya
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az miktarda bulunmasma bagli olabilir. Antioksidan aktivite ¢aligmalari yoniinden
literatiirde T. anatolicum’a ait bir (68), farkl: tiirlere ait (48, 60) iki ¢alisma vardir. Bu
calismalarda metanol, diklorometan vb. ¢oziiciilerle veya ham su ekstraksiyonu ile elde
edilen ekstrelerin antioksidan aktiviteleri yiiksek bulunmustur. Tez ¢alismasinda ise elde
edilen ekstrelerin bazilar1 (PS, PSU) polisakkaritge zengin ekstreler olmasi yoniiyle
literatiirlerdeki ekstrelerden ayrilmaktadir. Aym tiirle yapilan ¢aligmada (68), toplam
fenolik madde miktar1 0.265 mg/ml GAE bulunmustur. Tez c¢alismasinda elde edilen
ekstrelerde ise nerdeyse yok denecek kadar az fenolik bilesik bulunmustur. Ekstraksiyon
coziiciisi farkliligi fenolik maddelerin ekstreye ge¢mesini etkileyebilir. Bunun sonucu

olarak da antioksidan etkinlik diismiis olabilir.

Ham ekstrelerin sitotoksik etkinligi kanser hiicre hatlarinda incelenmistir. Ham
ekstrelerle yapilan deneylerde ortaya ¢ikan sitotoksik etki zayif bulunmustur. Daha
giiclii sitotoksik etki gorebilmek icin polisakkaritge zengin sicak su ekstresi
fraksiyonlandirilmistir. Polisakkarit fraksiyonlama islemleri icin literatiir gbz Oniine
alindiginda, kullanilan kromatografik teknikler iyon degistirme, jel filtrasyon ve affinite
kromatografileridir (104). Iyon degistime kromatografisi icin DEAE-seliiloz kolon ve
affinite kromatografisi i¢in Con-A Toyopear I kolon, jel filtrasyon i¢in ise Toyopear I
HW kolon gerekmektedir. Ancak bu kolonlarin maliyetinin yiiksek olmasi ve proje
harcamalar1 kapsaminda temin edilememesi sonucu olarak laboratuar biinyesinde
bulunan maddeler ve kolonlarla ayrim yapilmasi planlanmistir. Fraksiyonlama islemi
icin kullanilan ilk yontem Sephadex-LH-20 Kolon Kromatografisidir ve literatiirde
bulunan yontemle jel filtrasyon teknigi agisindan benzerlik gdstermektedir. Partisyon
kromatografisi esaslt Ters Faz RP-18 Kolon Kromatografisi ise fraksiyonlandirma igin
kullanilan bagka bir yontemdir. Bu teknik, oligosakkaritlerinin ayriminin yapildig
literatiirdeki yontemle partisyon kromatografisi esasi sebebiyle benzerlik gostermektedir
(105).

Sephadex-LH-20 Kolon kromatografisinin ¢aligma esasi jel filtrasyon oldugu i¢in ekstre
icinde bulunan bilesiklerin molekiiler agirliklarina gore ayrildig: diistiniilmektedir. Ters
Faz RP-18 kolon kromatografisiyle polarite farki iizerinden ayrim yapildigi
diisiiniilmiistiir. Jel filtrasyon teknigiyle fraksiyonlandirilan ekstreye ait tiiplerin ayrim
icin okumalar1 YBSK'da, incelenilen madde seker yapisinda oldugu icin refraktif indeks

dedektorle (RID) yapilmistir. Ham ekstreye (PS) ait kromatogram ile fraksiyonlara ait
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kromatogramlar karsilagtirilarak fraksiyonel ayrim gergeklestirilmis ve JEL-6 ve JEL 44
isimli iki fraksiyon elde edilmistir. Diger teknik olan Ters-Faz RP-18 kromatografisiyle
yine ham ekstre kromatogrami sahitliginde ayni prosediirle RP-25 ve RP-138 isimli iki
fraksiyon daha elde edilmistir Ham ekstre (PS) ile glukan standartina ait
kromatogramlar karsilastirildiginda glukan standartinda gozlenen tek pik olan ve 3.
dk.’ya dogru gozlenen pikin ham ekstreye ait kromatogramda gozlenen 3. pik ile hemen
hemen ayn1 zamanda gézlendigi tespit edilmistir. Bu bilgi 1s181inda ham ekstredeki 3. pik
ile standarta ait pikin aym1 zamanda go6zlenmesi maddelerin benzestigini
diisiindiirmektedir. Ayrica bahsedilen 3. pik RP-138 fraksiyonuna ait kromatogramda en
giiclii sekilde gozlenmistir.

Ham ekstreler, fraksiyonlar ve glukan standarti kanser hiicre hatlarina uygulanarak 24
saat sonunda MTT sitotoksisite testi uygulanmisti. HEPG-2 hiicre hatti igin
ekstrelerden ikisi (polisakkaritce zengin sicak su ekstresi, etanol ekstresi) proliferasyona
sebep oldugu icin Ol¢lim sonuglar1 degerlendirilmemistir. Ham ekstrelerle yapilan
deneylerde hi¢ bir ekstre ¢alisilan hi¢ bir konsantrasyonda (100, 500, 1000 pg/mL)
canlilif1 %50'in altina diisiirememistir. Inhibisyon gdzlenen tiim hiicre hatlar1 i¢in ICso
degerlerinin 1000 pg/mL'nin iizerinde oldugu Ongorilmektedir. Ham ekstrelerde
sonuglart genellemek gerekirse en yliksek etkinlik MCF-7 hiicre hattinda ardindan A-
549 hiicre hattinda gézlemlenmistir. PSU haricinde ekstreler bazi dozlarda COLO-205
hiicre hattinda proliferasyona yol agmustir. T. anatolicum ile ilgili yapilan baska bir
calismada vinkristine ve paklitaksele direngli MCF-7 hiicre hatlarina su, metanol ve
etanol ekstreleri uygulanmis XTT sitotoksisite testi sonucu olarak vinkristine direncli
hiicre hatlarinda 1Cso 1.08-1.80 mg/mL, paklitaksele direncli hiicre hatlarinda ise ICso
1.11-2.83 mg/mL bulunmustur (69). Literatiirdeki calismada 1Cso degerleri tez
caligmasinda ongoriilen ICso’ler gibi 1000 pg/mL'nin iizerinde bulunmustur. Tez
calismas1 ve literatiirdeki ¢alismadaki benzerlik her ikisinin de etanol ekstresi ile
calistlmis olmasidir. Literatiirdeki ¢alismada en gii¢lii etkinlik etanol ekstresinde
gozlemlenmistir. Literatiir ¢aligmada kullanilan ekstrelerin  higbiri polisakkarit
ekstraksiyon yoOntemiyle hazirlanmamistir. Baska bir calismada ise T. matsutake
misellerinden sicak su ekstraksiyonuyla elde edilen polisakkaritler B16 insan melanoma
hiicre hattinda 24 saat sonunda 8 mg/mL dozda yaklasik %51 inhibisyon saglamistir.

Tez c¢aligmasinda ise 1 mg/mL dozlarda yiiksek inhibisyon goriilmemistir. Tez
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calismasinda daha yiiksek dozlarda calisilirsa bu g¢alismada tespit edildigi gibi bir
etkinlik gozlenebilecegi 6ngoriilmektedir (121).

Glukan standart1 ile sitotoksisite deneylerinde ¢alisilan maksimum konsantrasyon 100
mg/mL olmustur. Bunun sebebi glukan standartinin suda ¢oziiniirliigliniin az olmasi
dolayisiyla DMSO'da ¢o6ziilmesi, DMSO'mun fazlasinin ise hiicre hattinda olumsuz
sitotoksik etkiler olusturmasidir. Calisilan maksimum konsantrasyon olan 100
mg/mL'de glukan standarti COLO-205 hiicre hatt1 igin yaklasik %43, MCF-7 hiicre hatti
icin %35 inhibisyon saglamistir. Yapilan diger bir ¢alismada S. cerevisia'den izole edilen
S-glukan ekstresi AMN-3 murin (bir sigan ¢esidi) meme adenokarsinom hiicrelerinde
benzer dozlarda yakin sitotoksik etkinlikler gostermistir (124). Tez ¢alismasinda

kullanilan glukan standarti1 da S. cerevisia kokenlidir.

Polisakkaritce zengin ekstre fraksiyonlanirken sitotoksik etkiyi artirmak hedeflenmistir.
Fraksiyonlarin sitotoksik etkinlik deneyleri fraksiyonlama isleminin biiyiik oranda
sitotoksisiteyi artirdigini gostermektedir. Deney sonuglarina gore Ters Faz RP-18 kolon
kromatografisi fraksiyonu olan RP-138 i¢in sitotoksisite degerleri ilk kez inhibisyon
agisindan % 50'nin altina diismiistiir. Sonug olarak canlilikta A-549 hiicre hatt1 i¢in 1000
mg/mL dozda yaklasik % 88 inhibisyon, COLO-205 hiicre hatt1 i¢in 500 mg/mL dozda
yaklasik %90, MCF-7 hiicre hatt1 i¢in ise 500 mg/mL dozda yaklasik %88 inhibisyon
saglanmistir. RP-138 haricinde diger fraksiyonlarin higbirt c¢alisilan  higbir
konsantrasyonda canliligt % 50’nin altina diisiirememistir. Fraksiyonlama isleminin
ham ekstreye gore sitotoksik etkinligi artirdigini gosteren T. giganteum ekstre ve
fraksiyonlari ile ilgili in vivo ¢alismada tez ¢alismasina benzer olarak fraksiyonlarin
bazilar1 ham ekstrelere gore daha etkin bulunmustur. Ancak fraksiyonlama yontemi
olarak jel filtrasyon ve iyon degistirici kolonlar kullanilmistir, tez ¢alismasinda etkin
bulunan fraksiyonun eldesinde kullanilan yontem ise Ters Faz RP-18 kolon

kromatografisidir (55).

Etkin bulunan RP-138 fraksiyonunun yapisini aydinlatmaya yonelik ¢alismalardan ilki
igerdigi monosakkaritlerin analiz edilip, glukan standarti ile karsilagtirilmasidir. RP-138
hidroliz edilerek monomerlerine ayrilarak YBSK'da monosakkarit standartlar
sahitliginde RID dedektor ile tespit edilmistir. Sonug¢ olarak karsilastirilan seker

standartlarindan %99°dan fazla olarak glukoz, %1’den az olarak fruktoz tespit
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edilmistir. Bu da polisakkarit yapisinin bilyiik ¢ogunlugunun glukoz monomerlerinden
olusturdugunu gosterebilir. Standart i¢in bu deney tekrarlanmamustir. Zira standarta ait
spesifikasyonlarda sadece glukoz molekiillerinden olustugu kayithdir. Standart ve RP-
138 fraksiyonu monomerler yoniinden benzerlik gostermektedir. T. matsutake
fraksiyonlarinin monosakkarit analizi sonucunda fraksiyonlarda glukoz haricinde
galaktoz, mannoz ve fukoz tespit edilmistir (54). Tez ¢alismasinda kullanilan
fraksiyonlama yonteminin farkliligimmin veya mantarlarin tiir farkliliginin monosakkarit

analiz sonuglarina etki ettigi soylenebilir.

RP-138 fraksiyonuna ait yap1 aydinlatma ile ilgili son olarak MALDI-QIT-TOF kiitle
spektrometrisi ile glukan standart1 (Sigma) ile ve RP-138 kiyaslanmistir. Bu ¢alismalar
Ege Universitesi ARGEFAR laboratuvarlarinda yapilmustir. Kiitle spektroskopisi sonucu
elde edilen RP-138 ve glukan standarti spektrumlar1 karsilastirilmistir. Spektrumlarin
parmak izi olarak birbirine benzedigi goriilmiistiir. Spektrumlarda her iki yapidan da
lazer vuruslartyla glukoz monomerlerinin ve bazen de buna ek olarak bir molekiil H20'
nun koptugu goériilmiistiir. Burdan yola ¢ikarak glukan standarti1 (Sigma) ile RP-138” in
benzerlik gosterdigi RP-138" in bir glukan tiirevi olabilecegi sonucuna varilmistir.
Ancak bu sonucu etkileyebilecek bir etken vardir. O da ham ekstrede (PS) bulunan
proteinlerin bu yapida da bulunma veya polisakkarit ile kompleks yapabilme
olasiligidir. Ham ekstrelerde goriilen proteinler fraksiyonlara da ge¢mis olabilir.
Sitotoksik etki bu proteinlerin varhigindan etkilenmis olabilir. Ancak bunun net bir
sekilde degerlendirilmesi i¢in fraksiyonun toplam seker ve toplam protein analizi
yapilmalidir. Tez c¢alismasi asamasinda elde edilen etkin fraksiyon miktar1 ¢ok az
oldugu i¢in bu iki deney yapilamamistir. Ancak literatiirde incelenilen galismalarin
cogunda asil etkinin polisakkarit yapilardan kaynaklandigi goriilmektedir. Ayrica
fraksiyonlandirma asamasinda ham ekstrede bulunan proteinlerin bu yapilardan
fraksiyonlama islemleri sirasinda ¢ogunlukla ayrildigi diisiiniilmektedir. Sitototoksik
etkinin; karsilastirilan glukan standartinda da gozlenmesi ve birgok faktoriin etkisiyle

fraksiyonda bulunan polisakkarit yapisindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Ekstre ve fraksiyonlarin sitotoksik etkinliklerini kanser hiicre hatlarinda hangi
mekanizmalar iizerinden gosterdigi de Onemlidir. Bu baglamda literatiirdeki genel
bilgiden hareketle kanser hiicre hatlarinda; polisakkaritlerin apoptozisi indiikleyerek

veya hiicrenin prolifere olmasini engelleyerek etkinlik gosterdigi, hayvan deneyleri veya
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klinik calismalarda ise bu etkilere ek olarak immiin sistem hiicreleri {izerinden veya
anjiyojenezi engelleyerek etki edip etmedigi incelenebilir (36, 86, 87). Tez calismasi
icin kullanilan model hiicre hattt modeli oldugu igin ekstre veya fraksiyonlarin
apoptozisi indiikleyerek veya hiicrenin prolifere olmasini engelleyerek etkinlik
gosterdigi diigiiniilmektedir. In vitro hiicre kiiltiiriinde Poria cocos F.A. Wolf mantari ile
yapilan c¢alismada mantardan izole edilen f-glukan tiirevi bir polisakkaritin apoptozisi,
antiapoptotik Bcl-2 genini tiiketerek indiikledigi ayn1 zamanda hiicre proliferasyonunu
Gl fazinda siklusu durdurarak bitirdigi dolayisiyla bu mekanizmalar iizerinden
antikanser etkinlik gosterdigi saptanmustir (139). Bir polisakkarit ekstresi olan
sizofilanin MCF-7 hiicre hattinda hiicre siklusunda G2/M noktasinda duraksamay1
indiikleyerek hiicre proliferasyonunu azalttigi bulunmustur (126). Tez g¢alismasinda
etkin bulunan fraksiyonun da bir glukan tiirevi oldugu diistiniilirse bu mekanizmalar
aracilt etki gosterdigi diisiinebilir. Bu tarzda bir ¢ok ¢alisma vardir (127, 128). Ancak
fraksiyonun hangi mekanizmalar iizerinden etkinlik gosterdigi bu antikanser etkinlik

mekanizmalarini ortaya ¢ikaran 6zel deneylerle belirlenebilir.

Ayrica etkin fraksiyonun yapi tayini ile ilgili daha ileri deneyler yapilarak molekiiler
yapmin tamamen aydinlatilmasi hedeflenmelidir. Bu caligmalar i¢in ise mali giicii

yiiksek projelere ihtiya¢ bulunmaktadir.
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