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OZET

BAZI MANTAR TURLERININ ANTIMiKROBIYAL VE ANTITUMOR
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Bahar TUL

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Hatice GUNES
Mayis 2012, 74 sayfa

Mantarlar, insanlar tarafindan besin olarak tiiketildigi gibi tedavi edici ozellikleri
bakimindan yiizyillardir sifa kaynag olarak kullanilmaktadir. Literatiirdeki verilere
gbre, bazi mantar tiirlerinin antibakteriyal ,antioksidan, antiviral, antitimor ve
bagisiklik diizenleyici bilesenler igerdigi bilinmektedir. Giiniimiizde tedavi
edilemeyen hastaliklar ve mikroorganizmalarin mevcut ilaglara karsi direng
kazanmasi tipta yeni yaklagimlarin ve bilesiklerin gelistirilmesini gerekli kilmaktadir.
Icerdikleri sekonder metabolitler ve parcalayici enzimler nedeniyle mantarlarmn tipta
ve biyoteknolojide faydali olduklari kanitlanmistir. Ozellikle son yillarda yeni
antimikrobiyal ajanlarin veya antitiimor etkiye sahip immiinomodiilator bilesenlerin
arastirilmasinda, mantarlar onemli dogal kaynak roliinii gormektedir. Bu tez
caligmasinda, Mugla ilinde dogal olarak yetismekte olan ve Ozellikle yenebilen
tirlere (Cantharellus cibarius, Clitocybe geotropa, Gyromitra esculenta, Lactarius
delicious, Melanoleuca exscissa, Ramaria flavescens, Sarcosphaera crassa,
Morcella sp.) ilaveten, aga¢ paraziti (Stereum hirsitum, Trametes versicolor)
mantarlarin antimikrobiyal ve antitiimor potansiyelleri aragtirilmistir.

Bu mantarlardan elde edilen metanol ekstrelerinin antimikrobiyal ve antitimdor
etkileri sirasiyla disk difiizyon yontemiyle ve MTT analizi ile incelenmistir.
Uygulanan ekstreler arasinda en yiiksek antimikrobiyal etki, E. coli izerinde hemen
hemen kontrol antibiyotigi diizeyinde olusturdugu 22mm'lik zon ¢apiyla M. exscissa
ekstresinde tespit edilmistir. Kullanilan 17 mantar ekstresinden 8 tanesinin test
bakterilerinin higcbiri iizerinde etkili olmadigi saptanmistir. Diistik diizeyde
antimikrobiyal aktivite en ¢ok 8 farkli mantar ekstresiyle P. aeruginosa bakterisine
kars1 kaydedilmis olup, C. cibarius ekstresi P. aeruginosa ve B. subtilis'de; S.
hirsitum ekstresi P. aeruginosa, B. subtilis ve M. luteus'da; T. versicolor ekstresi ise
P. aeruginosa, S. aureus ve M. luteus'da diisiik diizeyde antimikrobiyal etkiye yol
acmistir. Toplam 17 mantar ekstresinin 6 farkli kanser hiicre hatti {izerinde etkisi
incelendiginde ise bazi ekstreler hiicre boliinmesini azaltirken bazilarmin hiicre
boliinmesini arttirdigi goriilmiistiir. K-562 hiicre hattinda en etkili C. cibarius,
Morchella gruplarindan 4 ve 6. grup ekstreleridir ve sirasiyla kontrole kiyasla hiicre
boliinmesini 2,22 , 1,80 ve 1,97 kat azalttiklar1 tespit edilmistir. Mantar ekstreleri
\Y;



arasinda hiicre boliinmesini en ¢ok etkileyen ekstre Morchella 4'den elde edilmis
olup akciger kanser (A-549) hiicre ¢cogalmasini kontrole kiyasla 3 kat azaltmustir.
Biitiin kanser hiicreleri tizerinde etkili olan Morchella 7 ekstresi, hiicre boliinmesinde
kontrole kiyasla 1,28 - 2,92 kat arasinda azalmaya neden olmustur.

Sonug olarak, en yiiksek antimikrobiyal etki E. coli lizerinde M. exscissa'dan elde
edilen ekstre ile saglanmistir. Cesitli kanser hiicreleri iizerinde en yiiksek
antiproliferatif etki ise sirasiyla Morchella 4, Morchella 7 ve C. cibarius ekstreleriyle
elde edilmistir. Dolayisiyla bu mantarlar antimikrobiyal ve antitiimor bilesik
gelistirmede potansiyel kaynak olma niteligindedir.

Anahtar Kelimeler: Makro mantar, Antimikrobiyal aktivite, Antitimor etki



ABSTRACT

RESEARCH OF ANTIMICROBIAL AND ANTIiTUMOR EFFECT OF SOME
MUSHROOM SPECIES

Bahar TUL

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hatice GUNES
May 2012, 74 pages

Fungi, as food consumed by humans as a source of healing, used for centuries in
terms of therapeutic properties. According to the data in the literature, it is known
that some mushroom species contain antibacterial, antioxidant, antiviral, antitumor
and immune regulatory components. Today, incurable diseases and an increase in the
resistance of microorganisms to existing drugs and compounds made necessary to
develop new approaches in medicine. Because mushroom contain degrading
enzymes and secondary metabolites, they have been proven to be useful in medicine
and biotechnology. Especially in recent years, mushrooms are important natural
source to search for antimicrobial agents and immunomodulatory compounds with
antitumor activity. In this study, antimicrobial and antitumor activities of edible
mushrooms (Cantharellus cibarius, Clitocybe geotropa, Gyromitra esculenta,
Lactarius delicious, Melanoleuca exscissa, Ramaria flavescens, Sarcosphaera
crassa, Morcella sp.), as well as tree parasite mushrooms (Stereum hirsitum,
Trametes versicolor) grown naturally in Mugla have been investigated.

Antimicrobial and antitumor effects of methanol extracts obtained from these
mushrooms have been analyzed respectively with disc diffusion method and MTT
assay. Among all mushroom extracts, the highest antimicrobial effect was detected
with M. exscissa extract on E. coli with 22mm zone diameter which is as compatable
as control antibiotic. It was found that 8 out of 17 mushroom extracts did not show
any effect on all test microorganisms. Low level antimicrobial activity of 8 different
mushroom extracts was recorded against P. aeruginosa. In addition, low level
antimicrobial activity was observed with C. cibarius extracts on P. aeruginosa and
B. subtilis; with S. hirsitum extracts on P. aeruginosa, B. subtilis and M. luteus; with
T versicolor extracts on P. aeruginosa, S. aureus and M. luteus. When effects of 17
mushroom extracts were examied on 6 different cancer cell lines, some of the
extracts decreased cell proliferation but the others increased. The most effective
extracts on K-562 cell line were the extracts of C. cibarius, Morchella 4 and 6. They
resulted in a decrease in cell proliferation respectively by 2,22-1,80-1,97 fold in
compare to control. Among the mushroom extracts, extract from Morchella 4 was

Vi



the most effective on cell proliferation and it caused 3 fold decrease in the
proliferation of A-549 cells. Morchella 7 extract was effective on all cancer cell lines
and it gave to decrease in cell proliferation between 1,28-2,92 fold compared to
control.

In conclusion, the most effective antimicrobial activity was observed on E. coli with
M. exscissa extract. The highest antiproliferative effects on various cancer cell lines
were obtained respectively from Morchella 4, Morchella 7 and C. cibarius extracts.
Therefore, these mushrooms can be evaluated as potential source for development of
antimicrobial and antitumor compounds.

Keywords: Macro mushroom, Antimicrobial activity, Antitumor effect
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1. GIRIS

Ekosistemin en 6nemli pargalarindan birini olusturan mantarlar, insanlar agisindan da
bliyllk oneme sahiptir. Dogalar1 geregi nemli bolgelerde daha fazla goriilen
mantarlar, ¢ol topraklar1 dahil olmak iizere hemen hemen diinyanin her yerinde
bulunmaktadirlar. Genel olarak kiif, pas, rastik, maya, mildiyo, sapkali mantar, kav
mantari, raf mantari, puf mantar1 gibi ¢esitli isimlerle tanimlanan canlilar, 'fungus’
bilimsel adi altinda toplanmaktadirlar. Sekil, davranis ve hayat devri yoniinden
birbirlerine uymayan ¢ok sayida organizmayi iceren mantarlar; Okaryotik hiicre
yapisina sahip, eseyli ve eseysiz iireyebilen, yayilmak amaciyla spor iireten, hif diye
bilinen tipik olarak hiicre duvariyla kusatilmis dallanan ipliksel somatik yapiya sahip,

absorbsiyonla beslenen, klorofilsiz (heterotrof) organizmalardir.

Mantarlar ¢eperli hiicre yapisi, genelde hareketsiz olmalar1 ve sporla iiremeleri
bakimindan basit bitkilere benzetilseler de, bitkiler gibi klorofil igermemeleri
yaninda, kok, govde, yaprak, c¢igek, kompleks iletim sistemi gibi yapilara sahip
degildirler. Ayrica depo karbonhidrat olarak nisasta degil glikojen biriktirmeleri ve
bliylik bir boliimiinde hiicre duvari yapisini olusturan temel polisakkaritin kitin
olmasi gibi farkliliklar nedeniyle mantarlar, ayr1 bir alem olarak kabul edilmekte ve
bes alemden biri olan Fungi alemi igersinde yer almaktadir. Fungi alemi,
Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota olmak iizere dort filum
(boliim) igcermektedir (Tamer, 2006).

Mantarlar; Mikrofunguslar ve Makrofunguslar olmak tizere ikiye ayrilirlar.
Makrofunguslar ise; zehirli, yenmez ve yenebilir olarak {ige ayrilmaktadir.
Basidiomycetes sinifina ait mantarlarin hepsi olmasa da birgogunun, biyolojik olarak
aktif polisakkarit icerdikler1 kanmitlanmistir. Yiiksek Heterobasidiomycetes ve
Homobasidiomycetes icersinde yer alan 651 tiir ve 182 cins iiyeleri sapkalarinda,
misellerinde ya da kiiltiir sivilarinda farmakolojik agidan 6nemli aktif polisakkaritler

icermektedirler (Reshetnikov ve Tan, 2001).



Tibbi 6nemi yiizyillardir bilinmekte olan mantarlarin son yillarda polisakkarit ve
polisakkarit-protein  komplekslerinin  izolasyon ve  biyolojik  aktiviteleri
caligmalarinin artmasi ile mantarlarin biyoaktif bilesenlerinin tibbi énemi hakkinda
onemli gelismeler kaydedilmistir. Bu biyopolimerlerin elde edilen en Onemli
biyofarmokolojik aktiviteleri, immiinomodiilator ve anti kanser etkileridir. Yapilan
arastirmalar sonucu mantar polisakkaritlerinin bircok timér ¢esidine karsi
engelleyici etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bu polisakkaritler, in vivo kosullarda
tiimor hiicrelerini direk olarak oldiirmezler, antitimor aktivitelerini, immiin yanit
aktivasyonu yoluyla gdstermektedirler. S6z konusu mantar polisakkaritleri kisinin
viicudunda zararli etkiye ya da strese yol agmadan biyolojik yanit diizenleyici olarak
islev gormektedirler (Moradali vd., 2007). Bu etkilerin g¢esitli caligmalarla
kanitlanmas1 ile mantarlar son yillarda terapotik ajan kaynagi olarak kullanilmaya

baslamistir.

Makro mantarlar konusunda en Onemli gelismelere uzak dogu iilkelerinde
rastlanmaktadir. Avrupa ve diger bazi diinya iilkelerinde mantarlardan genellikle
gida olarak yararlanilirken, uzak dogu iilkelerinde (Cin, Japonya, Tayvan, Kore)
mantarlar ylizyillardir ilag kaynagi olarak kullanilmaktadir. Cin ve Japonya gibi Asya
tilkelerinde, mantarlar; 6zellikle de Ganoderma lucidum, Lentinus edodes (shiitake)
ve Tremella fuciformis, yiizlerce yildir sifa kaynagi ilag ve yiyecek kaynagi olarak
kullanilmaktadir (Zhang vd., 2007). Bu mantar kaynakli biyoaktif maddeler, insan
viicudunda herhangi bir zarar ya da strese yol agmaksizin, cesitli ¢evresel ve

biyolojik streslere adaptasyonda viicuda destek saglamaktadirlar.

1.1. Amac¢ ve Kapsam

Sahip olduklar1 besin ve tibbi 6zelliklerinden dolayr mantarlar, biinyelerinde bulunan
etken maddelerin ekstrakte edilmesiyle, bircok hastaligin tedavisinde veya
onlenmesinde etkin olarak kullanilmaktadir. Mantarlar biinyelerinde polisakkaritler,
proteinler ve protein-polisakkarit kompleksleri gibi, farkli biyolojik aktivitelere sahip
bircok bilesik icermektedirler. Bu biyoaktif maddeler, antibakteriyal, antifungal,
antiviral, antitimor, antiproliferatif, immiinmodiilator, lektin benzeri, proteaz ve

niikleaz aktiviteleri i¢in 6nemli kaynak olusturmaktadirlar. Dolayisiyla bu tez
2



calismasinin amaci, lilkemizde dogal olarak yetismekte olan baz1 mantarlarin, gerek
antimikrobiyal gerek cesitli kanser hiicre hatlarinin biiylimesi {izerine etkilerini
arastirmak ve elde edilen verilerle s6z konusu mantarlarin antimikrobiyal ve
antitimor potansiyellerini belirlemektir. Boylece gliniimiiz kosullarinda gereksinim
duyulan yeni antimikrobiyal ajanlarin ve kanser hiicreleri {izerinde biiyilimesini

engelleyici etkiye sahip fungal maddeler belirlenebilecektir.

1.2. Kaynak Ozetleri

1.2.1. Mantarlarin besin degeri

Mantarlar, ylizyillardir benzersiz tatlari, 6zellikle de spesifik aroma ve dokulari
nedeniyle besin olarak kullanilmaktadirlar. Yeryiiziinde 2000'den fazla yenilebilir
mantar tiirii bilinmesine ragmen bunlardan ¢ok az bir kisminin (yaklasik 20mantar
tirti) kiilttirti yapilabilmektedir (Manzi vd., 2001). Besin kaynagi olarak mantarlar;
diisiik kalori igermesinin yani sira, esansiyel aminoasitler, karbonhidratlar, lifler,
onemli vitaminler ve mineraller bakimindan zengin bir igerige sahiptirler (Manzi vd.,
2004). Arastirmalara gore mantarlar, bircok et ve siitten daha az ancak birgok
sebzeden daha c¢ok protein igeren, kolayca sindirilebilir bir protein kaynagini
olusturmaktadirlar (Pavel, 2009). Mantarlar biinyelerinde ¢esitli mineraller,
potasyum ve bakir gibi iz elementler, riboflavin, niasin ve folatlar gibi vitaminler

ihtiva etmektedirler (Cheung, 2010).

Yenebilir mantarlarin igermis oldugu ham protein oran1 genel olarak, tiire,
varyeteye ve toprak {istli organlarinin gelisim agamalarina bagl olarak, kuru agirligin
%15 ile %35'ini olusturmaktadir. Birkag¢ istisna disinda mantar proteinlerindeki
esansiyel aminoasitlerin miktar1 ise kuru agirhiktaki 100gr proteinde, 30-50gr
civarindadir (Manzi vd., 1999).

Yenebilir mantarlar diisiik oranda lipit igermektedirler, bu oran genellikle kuru
agirhginin %5'inden azdir. Yag asitleri igerigi ise, doymamig yag asitlerinden
ozellikle linoleik asit (688— 840 mg/g lipit) olmakla beraber, mantarlardaki linoleik

asit seviyesi genellikle diisiiktiir (Y1lmaz ve Solmaz, 2006).

Mantarlarin toplam karbonhidrat (sindirilebilen ve sindirilemeyen) igerigi, tiirler

arasinda farklilhik gostermekte olup, kuru agirhgin %35 ile %70'i1 oraninda
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degismektedir (Mau vd., 2001). Mantarlardaki sindirilebilir karbonhidratlar,
mannitol, glukoz, glikojen igermektedir ve genellikle ¢ok kiiciik miktarlarda
bulunmaktadirlar (kuru agirhigin %1'inden az). Trehaloz gibi oligosakkaritler ve
Kitin, B-glukanlar ve mannanlar gibi nisasta olmayan (NSPs) polisakkaritleri igeren
sindirilemeyen karbonhidratlar ise, mantar karbonhidratlarinin 6nemli bir kismini
olusturmaktadir. Mantar polisakkaritleri (NSPs), diyetsel lif olarak kabul
edilebilmektedirler. Genellikle mantarlarda 100gr taze mantarda %5 ile %25 oranlari
arasinda diyetsel lif bulunmaktadir (Manzi vd., 2001). Mantar diyetsel lifleri agirlikli

olarak suda ¢oziilebilir lifleri igermektedir.

Dogal yenebilir mantarlarin igerdigi kiil miktar1, kuru agirligin %6 ile %11 oranlari
arasinda degismekte olup c¢esitli mineraller ve iz elementler bulundurmaktadir.
Yaygin olarak kullanilan yenebilir mantarlardan P. ostreatus, L. edodes ve A.
bisporus mantarlarinin besinsel igerikleriyle ilgili yapilan bir ¢alismada, kuru agirliga
oranla Potasyum (2700—-4700 mg/100 g), Fosfor (500-1400 mg/100 g) , Magnezyum
(20-200 mg/100 @), Cinko (4.7- 9.2 mg/100 g) ve Bakir (0.50-3.5 mg/100 @)

minerallerini gesitli seviyelerde ihtiva ettikleri kanitlanmistir (Vetter, 1990).

Onemli besin igeriklerinin yaninda vitaminleri de biinyelerinde bulunduran
mantarlar, kuru agirlik baz alinarak Riboflavin (B2 vitamini) (1.8-5.1mg/100g),
Niyasin (31-65mg/100g) ve Folik asit (0.30-0.64mg/100g) gibi cesitli vitaminleri
icermektedirler. Igerdikleri Folik asit miktar1 sebzelerin icermis oldugu miktarla
neredeyse aynidir. Bunlarin yaninda biinyelerinde 6nemli miktarda Ergosterol ve
giines 15181 varliginda D vitaminine doniisen, provitamin D; Ergocalciferol ihtiva

etmektedirler (Cheung, 2010).

Mantarlarin taze, islenmis ya da pisirilmis halleri, demir, potasyum, kalsiyum,
magnezyum, mangan ve ¢inko gibi mineralleri igermesi bakimimdan 6nemli bir besin
kaynagi durumundadir. Mantar tiirlerinin analizinde, insanlar tarafindan tiiketiminde
besinsel acidan faydalanilabilir iz elementler elde edilmistir. Yine de biiyiik oranda
sindirilemeyen  kitinden olusan mantar bilesenlerinden, biyoyararlanimlar

bakimindan ¢ok az bilgi bulunmaktadir.

Ticari amacgla kullanilan mantarlarin, besinsel icerikleri ve pisirmenin etkileri,
lizerine yapilan bir arastirmada, kuru madde, yag, protein ve karbonhidrat oranlar

baz alindiginda, pisirildikten sonra kuru madde miktarinin belirgin bir sekilde diisiis
4



gostererek  %70-72 oraninda oldugu , taze dondurulmus Orneklerin ise
konsantrasyonlarinin %90-94 oranina diistiigii belirlenmistir (Manzi vd., 2004). Taze
dondurulmus oOrneklerde B-glukan %88 ve toplam fenol %86 oraninda iken;
pisirildikten sonra B-glukan %67, toplam fenol ise %61 oraninda gozlenmis ve 1s1

muamelesinden en ¢ok etkilenen bilesenler olarak belirlenmistir.

Artmakta olan diinya niifusu i¢in makro mantarlar, 6nemli besin kaynagini
olusturmaktadirlar. Mantarlar {lizerine yapilan arastirmalar sonucu; tibbi 6zellikleri,
besinsel igerikleri ve etkin besleyici Ozelliklerinin agiga ¢ikarilmasi ile mantarlar
giinliik besinlerimizi olusturan sebze ve meyvelerin yaninda daha sik yer almaya

baslamistir.

1.2.2. Mantarlarin kimyasal icerigi

Mantarlarin tedavi edici 6zellikleri binlerce yildir insanlar tarafindan bilinmesine
ragmen antibiyotiklerin kesfine kadar, mantarlarin kimyasal bilesenleriyle ilgili
calismalar buglinkii kadar ilgiye sahip degildi. Penisilin'in kesfiyle mantarlarla ilgili
yapilan caligmalara ilgi artarak devam etmis ve bir ¢ok yeni biyoaktif bilesik
kesfedilmistir. Bazi mantar tiirlerinin igerdikleri bilesenler sayesinde antitiimor,
bagisiklik diizenleyici, kardiyovaskiiler ve antimikrobiyal 6zellige sahip olduklari
tespit edilmistir. Mantarlar, protein polisakkarit bilesikleri (Polisakkarit-K,
Polisakkaritpeptid ve Lentinan), ikincil metabolitler (terpenler, alkaloidler ve
laktonlar ) ve enzimler (lakkaz, glukoz oksidaz ve peroksidaz) gibi teropatik 6zellige

sahip bir¢ok karmasik madde icermektedirler.

Literatiire gdre mantarlarin briit yapisinin %90'n1 su olusturmakta ve kuru agirliginin
ise %10—40'n1 protein, %2-8 yag, %3-28 karbonhidratlar, %3-32 lif ve %8-10'nu ise
tuzlar, metaller vb. olusturmaktadir (Lull vd., 2005). Mantar proteinleri, Treonin
(41-95 mg/g protein), Valin (36-89 mg/g protein), Glutamik asit (130-240 mg/g
protein), Aspartik asit (91-120 mg/g protein) ve Arjinin (37-140 mg/g protein)
bakimindan zengin olmasinin yaninda, Metionin (1.2—22 mg/g protein) ve Sistein
(1.2-22 mg/g protein) aminoasitleri bakimindan fakirdirler. Bunlarin yaninda, Lizin,
Losin, 1zoldsin ve Triptofan aminoasitleri bazi1 yenebilir mantarlarda sinir degerlerde
bulunmaktadir. Mantarlardaki serbest aminoasitlerin bulunma oranlar1 ise, 7 ile

12mg/g protein arasinda degismekte olup, baslicalarin1 Glutamik asit (220-240 mg/g
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protein) ve Alanin (180 mg/g protein) olusturmaktadir. Aspartik asit ve Glutamik asit
gibi serbest aminoasitler, 5'-niikleotidlerle birlikte, 6rnegin, 5'- Adenozin monofosfat,
5'-Sitozin monofosfat ve, 5'-Guanozin monofosfat, Monosodyum glutamata (MSG)
benzerler ve mantarlarin benzersiz lezzetlerine katkida bulunmaktadirlar (Mau vd.,

2001).

Mantarlar lizerine yapilan bir aragtirmada, 24 farkli mantar tiirliniin protein
fraksiyonlarinin; albumin (%24.8) , globulin (%11.5), glutelin-benzer materyal
(%7.4), glutelin (%11.5), prolamin (%5.7) ve prolamine-benzer materyalinin (%5.3)

iceriklerinin seviyeleri belirlenmistir (Bauer, 2001).

Mantarlarin faydalanilan yonlerinin yaninda zararlar1 da bulunmaktadir. Baz1 mantar
tirleri insan, hayvan ve bitkiler ilizerinde parazit yasayarak hastalik meydana
getirmektedirler. Ozellikle agaglar iizerinde bulunan mantarlar, dokulara zarar
vermek suretiyle kereste kaybina ve agaglarin oliimiine sebep olmaktadirlar. Ayrica
zehirli mantar tiirlerinin insanlar ve hayvanlar tarafindan gida olarak tiiketilmeleri,
6liim ile sonuglanabilmektedir. Mantarlar tarafindan olusturulan, bitki, hayvan, insan
ve mikroorganizmalara karsi tedavide kullanilabilmesinin yami sira zehirleyici,
karsinojenik, mutajenik ve bagisiklik bozucu etkilere yol agan bu maddeler
mikotoksin olarak adlandirilmaktadir (Hussein, 2001). Yapilan arastirmalar
sonucunda belli mantar tiirlerinden cyclopeptide, phenylhydrazine ve isooxazole gibi
kimyasal gruplar (mikotoksinler) izole edilmistir ki bu mikotoksinlerin, insanlara

yiiksek oranda toksik oldugu ispatlanmistir (Cheung, 2010).

Yenebilir mantarlar kendilerine has lezzete sahiptirler. Kimyasal kompozisyonlari
g6z Oniinde bulunduruldugunda octane ve octene tiirevleri, diisiik oranda terpenler,
benzaldehit tiirevleri, siilfiir bilesenleri ve digerleri olarak siniflandirilmaktadirlar.
Oktan tiirevleri, 1-okten ve 2-okten, alkoller ve esterleri, ugucu yag asitleri ve
ketonlar ile birlikte mantar aromasmnin karakteristik grubunu olusturmaktadirlar

(Renata, 2004).

Arastirmalara gore mantarlardaki toplam lipit miktar1 kuru madde agirliginin, %2ile
%6 arasinda degismektedir. igerigindeki yag asidi kompozisyonu ise, doymamis
linoleic asid (C18:2n-6), doymamis oleic asid (C18:1n-9) ve besinsel agidan
istenmeyen doymus palmitic asid (C16:0) ve bunlarin yaninda diisiik miktarda notral

doymus stearic asid (C18:0) ve de 6zellikle besinsel olarak gerekli a-linolenic asid
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(C18:3n-3) olarak belirlenmistir (Pavel, 2009). Trans yag asitlerinin ise mantarlarda

bulunduguna dair herhangi bir ¢aligsma raporu bulunmamaktadir.

Kitin, Glikojen, Mannitol ve Trehalose mantarlarin tipik karbonhidrat bilesenlerini
olusturmaktadir (Pavel, 2009). Medikal mantarlar, yenebilir mantarlarla
kiyaslandiginda, medikal mantarlarin karakteristik olarak daha fazla fungal hiicre
duvar1 materyali ve ikincil metabolitler ihtiva ettikleri fark edilmistir. Fungal hiicre
duvar1 baslica B-glukan-kitin kompleksleri ve mannoproteinler igermektedirler ve
insan sindirim organlarinda enzimler tarafindan sindirilemediginden dolay1 diyetsel
lif olarak smiflandirilmaktadirlar (Zhang vd., 2007). Mantarlarda bulunan ikincil

metabolitler ise; fenolik bilesikler, steroller ve triterpenlerdir.

Bilimsel ¢alismalarin gosterdigi lizere mantarlardaki antitiimor polisakkaritlerin asil
kaynagin1 polisakkaritlerden medana gelen fungal hiicre duvari olusturmaktadir
(Wasser, 2002). Kitin (Sekil 1.1), suda ¢oziilemeyen yapisal bir polisakkarittir ve
mantar hiicre duvarinin kuru agirlik olarak %80-90 'n1 olusturmaktadir. Fakat mantar
hiicre duvarinin ana bileseni olan kitin (N-asetil-d-glukozamin polimer) ve kitosan

antitimor aktiviteye sahip degildirler.
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Sekil 1.1. Kitin kimyasal yapis1 (Srinophakun, 2012)

Mantarlarin tibbi 6zellikleri arasinda antimikrobiyal etkileri, antioksidan etkileri,
hepatoprotektif etkileri (karaciger koruyucu etkileri), antidiyabetik etkileri, bagisiklik
sistemini diizenleyici, antitiimor etkileri, kolesterol disiiriicli, seker diisiiriicii
Ozellikleri yer almaktadir. Sitotoksik, antitimdr ve immiinomodiilator aktiviteleri

genellikle polisakkarit bilesiklerinin varligiyla alakalidir. Fungal polisakkaritler



cogunlukla; glukanlar, mannanlar ve galaktanlardir. Molekiiler agirliklar1 ise 100

000-1 000 000Da kadardir (Sulkowska-Ziaja vd., 2005).

Mantarlarin igermis oldugu polisakkarit molekiiliiniin aktivite farkliliklari; suda
¢oziilebilirligine, molekiiliin biiyiikliigline, dallanma oram1 ve dallanma formuna
baghidir (Wasser, 2002). Mantar polisakkaritleri, B-glukan gruplarma bagli olarak
farkl1 kimyasal konformasyonlar sergilemektedirler. Ornegin, yapisal 6zellik olarak,
glukanin temel yapisindaki B-(1,3) bagma ilaveten B-(1,6) dallanma noktasina
sahipse daha 1iyi biyolojik aktiviteye sahiptir ve Onemli antitimor etkisi
gostermektedir. Fakat B-glukan, sadece B-(1,6) glikozidik bagina sahipse ¢ok az ya

da hi¢ antitiimdr aktivite gostermedigi fark edilmistir.

D-fraction gibi bazi mantar metabolitleri, 6énemli biyolojik yanit diizenleyicileri
olarak gorev almaktadirlar. Maitake (Grifola frondosa) mantarindan ekstrakte edilen
D-fraksiyonunun, TNF-a sentezini uyarip, NK (dogal o6ldiiriicii hiicreler)
inaktivitesini arttirarak, kanser hastalarinda timor biiylimesini belirgin bir sekilde

baskiladig1 gortilmiistiir (Kodama vd., 2002).

Ayrica yapilan aragtirmalara gore fungal protein ve peptidler, makrofajlarin
aktivasyonundan sorumludurlar. Tricholoma mongolicum mantarindan izole edilen
iki lektin TML-1 ve TML-2, nitrit iyonlar1 ve makrofajlar aracilifiyla TNF-a
tiretimini diizenlemektedir (Wang vd., 1997).

Son olarak, izole edilen mantar metabolitlerinden, glukanlar, lentinan, schizophyllan,
polisakkarit-protein PSK ve PSP; klinik olarak immiin tedavisinde kullanilmaktadir.
Japonya'da 1ila¢ olarak gelistirilen metabolitler, giiniimiizde diinya genelinde

kullanilir duruma gelmistir (Lull vd., 2005).

1.2.3. Antimikrobiyal etki bakimindan makro mantarlar

Giliniimiizde, tehlikeli mikroplarin mevcut antibiyotiklere karsi artan direng
mekanizmalari, yeni antimikrobiyal ajanlarin yogun bir sekilde arastirilmasina neden
olmaktadir. Ozellikle bitkiler ve mantarlar dogal antimikrobiyal ajanlarin &nemli

kaynagini olusturmaktadir.

Biyolojik olarak ayristirict 6zellikleri nedeniyle ekosistemde belli bir 6neme sahip

olan mantarlar, yilizyillar boyunca yiyecek olarak tiiketildigi gibi birgok hastaligin
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tedavisi amaciyla da ilag olarak kullanilmigtir. Mantarlar, beslenme yoniinden diisiik
kalori igermesinin yanmi sira hem gida hem de tibbi degeri olan, biyolojik aktif
bilesenleri igeren 6nemli bir kaynak olarak bilinmektedirler. Baz1 mantar tiirleri
igerdikleri bilesenler sayesinde antitiimor, bagisiklik diizenleyici, kardiyovaskiiler ve
antimikrobiyal Ozellige sahiptirler. Bu maddeler ya mantarin sapkasindan ya da

misellerinden elde edilmektedir.

Poliporlar ve kortikoid mantarlar, Bazidiomiset boliimiiniin karmasik morfolojiye
sahip Aphyllophorales ordosu iiyelerindendir. Poliporlar karada yasayan genis bir
grubu temsil etmektedirler ve Askomisetler ile birlikte aktif farmakolojik bilesiklerin
asil kaynagini olusturmaktadirlar. Test edilmis polipor mantarlarinin %75'c giicli
antimikrobiyal aktivite gostermistir ve yeni gelistirilmekte olan antibiyotikler i¢in

onemli bir kaynak olusturdugu disiiniilmektedir (Zjawiony, 2004).

Bilimsel ¢alismalar sonucu elde edilen verilerde insan sagligina yararli olabilecek
etkili antimikrobiyal bilesiklere rastlanmasi mantarlarin dogalar1 geregi sasirtici
degildir. Mantarlar yasadiklar1 dogal cevrelerinde yasamlarini saglikli bir sekilde
stirdlirebilmeleri i¢in antibakteriyal ve antifungal bilesiklere ihtiya¢c duymaktadirlar.
Mantarlarda bulunan mniopetals, oudemansin, favolon, diatretol, lanostane ve
strobilurin gibi biyoaktif bilesikler giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler
(Lindequist, 2005). Ozellikle mikromantarlar, antibiyotik bilesenlerinin 6nemli bir
kaynagini olusturmaktadirlar; penicillin, amoxycillin, cephalosporin ve griseofulvin
gibi. Biyoaktif bilesenlerin aktiviteleri, sadece kiiciik molekiil olan sekonder
metabolitlerle alakali degildir, ayn1 zamanda yiiksek molekiiler agirlikli hiicre duvari

polisakkaritleri de aktivite gostermektedirler.

Mantarlar {izerine yapilan bir ¢aligmada, Clitocybe sinopica mantarindan izole
edilen, 44kDa molekiiler agirlifina sahip proteinin, ¢esitli mantar ve bakteri suslar
lizerine etkisine bakilmustir. iki alt iiniteden olusan bu fungal protein, Pseudomonas
batatae, Erwinia herbicola, E. coli, S. aureus bakterilerine karsi etkili olmazken;
Agrobacterium rhizogenes, A. tumefaciens, A. vitis, Xanthomonas oryzae ve X.
malvacearum bakterilerine karsi antimikrobiyal etki gdstermistir. Fungal proteinin
sergilemis oldugu antimikrobiyal aktiviteye ilaveten, Setosphaeria turcica, Fusarium
oxysporum, Verticillium dahliae, Bipolaris maydis ve B. sativum mantarlarina karsi

herhangi bir antifungal etkiye sahip olmadig1 gériilmistiir (Zheng vd., 2010).
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Ganoderma pfeifferi mantarindan izole edilen, ganomycin A, ganomycin B sekonder
metabolitlerinin, ¢esitli Gr negatif ve Gr pozitif bakterilere karsi, 6zellikle de B.
subtilis, S. aureus, Micrococcus flavus gibi Gr-pozitif bakteri suslarma karsi

antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 goriilmiistiir (Mothana, 2000).

Bagka bir arastirmada ise, Merulius tremellosus ve Phlebia radiata polipor
mantarlarinin toprak tistii organlarindan Merulinic asit A, B, C olmak {izere ii¢ farkl
antimikrobiyal metabolit elde edilmistir. Merulinic asit Arthrobacter citreus, B.
subtilis, Corynobacterium insidiosum, Micrococcus roseus ve Sarcina lutea
bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivite gostermistir (Giannetti vd., 1978). S.
aureus ve Proteus vulgaris bakterileri ise sadece Merulinic asit B ile inhibe
edilmiglerdir. Bu ¢alismada ayn1 zamanda Merulius tremellosus misel kiiltiiriiniin
Merulinic asit i¢ermedigi, ama yiiksek antifungal etkiye sahip merulidial
sesquiterpenoidini igerdigi bulunmustur. Desoxyhypnophilin, hypnophilin, 6,7-
epoxy-4-hirsutene-5-ol ve 6,7-epoxy-4-hirsutene-1,5-diol antimikrobiyal
seskiterpenleri ise, Lentinus crinitus polipor mantarindan izole edilmistir (Abate ve
Abraham, 1994).

Polipor mantarlardan izole edilen antimikrobiyal bilesikler arasinda en etkililerden
biri olan biformin, Trichaptum biforme'den izole edilmistir (Fukasawa vd., 2005) ve
genis cesitlilikteki bakteri ve funguslara karsi etki gostermistir. Baska bir polipor
mantar1 olan Stereum complicatum'dan ise S. aureus patojenine kars1 antimikrobiyal
aktiviteye sahip, hirsutan tiirevi olan; hirsutik asit ve komplikatik asit izole edilmistir

(Mellows vd., 1973).

Makro mantarlarin antimikrobiyal potansiyelleriyle ilgili yapilan bir¢ok aragtirmada,
faydali olduklar1 kamitlanmigtir. Ispanya'dan toplanan 204 makro mantar tiirii ile
yapilan caligmalarda, ekstraktlarin %45'1 yani 109 tiirlin antimikrobiyal aktivite
gostererek, cesitli insan patojenlerine karsi etkili oldugu, %20'sinin ise antifungal

aktivite gosterdigi kanitlanmistir (Suay, 2000).

Hindistan'da alt1 farkli yenilen mantarin (Lycoperdon perlatum, Cantharellus
cibarius, Clavaria vermiculris, Ramaria formosa, Marasmius oreades, Pleurotus

pulmonarius) antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinin arastirilmasinda 6ncelikle
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mantar Orneklerinin metanol ile ekstraksiyonu yapilmistir. 15mm'den fazlasinin
yiiksek antimikrobiyal aktivite olarak belirlendigi bu arastirmada, L. perlatum, P.
pulmonarius, M. oreades ve C. vermiculris ekstraktlari, E. coli bakterisine karsi
24mm inhibisyon zonu gdstermistir. Bu sonuglar neticesinde g¢alisilan yenilebilir

mantarlarin, biyoaktif bilesenler igerdigi kanitlanmistir (Ramesh ve Pattar 2010).

Avustralya'da yetismekte olan Cortinarius cinsine ait tiirler kullanilarak, su ve etil
asetat ¢oziciileri ile edilen farkli 117 fraksiyonun Staphylococcus aureus ve
Pseudomonas aeruginosa bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivitesine bakilmustir.
Tiirler incelendiginde D. canaria, C. austrovenetus ve C. persplendidus'un iki
patojene karsi da yiiksek antibakteriyal etki goOstererek, en etkili tiirler oldugu
belirlenmistir. C. basirubescens'den izole edilen, emodin physcion ve erythrogluacin
anthraquinonoid  pigmentleri mantara antimikrobiyal aktivite kazandirmaktadir.
Fungal octaketide'ler austrocortilutein, austrocortirubin, torosachrysone, physcion ve
emodin'in, S. aureus (IC50 0.7-12 1g/mL) patojeninin biiylimesini gii¢lii bir sekilde
engelledigi bulunmustur. Ayn1 zamanda P. aeruginosa'ya karsi sadece physcion
(IC50, 1.50 Ig/mL) ve emodin (IC50, 2.0 Ig/mL) pigmentlerinin etkili oldugu
gozlenmistir (Beattie vd., 2010).

Dictyophora indusiata, Flammulina velutipes, G. frondosa, H. erinaceus, L. edodes,
Tricholoma giganteum ve P. ostreatus yenilebilir mantar tiirleri iizerine yapilan bir
calismada ise, su ve metanol ¢oziiciileriyle elde edilen fenolik bilesikler bakimindan
zengin ekstraktlarin giiglii antioksidan 6zellige sahip oldugu, lipit peroksidasyonunu
inhibe ettigi ve serbest radikallerin uzaklastirilmasini sagladigi kanitlanmistir (Mau

vd., 2002).

Yenilebilir ve medikal 6neme sahip bir mantar olan Lentinus edodes (Shiitake) ile
ilgili ¢alismalardan fark edildigi iizere, bu mantardan elde edilen ekstrenin,
patojenler ve dermatofitleri iceren, Gr Pozitif ve Gr Negatif bakteriler, maya ve
mantar'lara karst etkili oldugu goriilmistiir. Aktif bilesenler ise ince tabaka
kromotografisi ile incelenmistir. Bunlardan ikisi lentinamycin B ve erytadenine
(lentinacin)'dir. Ayrica lentinamycin B'nin, L. edodes mantarmin antibiyotik

aktivitesinden sorumlu komponent oldugu bulunmustur (Soboleva vd., 2006).

Lentinus edodes mantari tizerine yapilan baska bir ¢alismada, kloroform, etilasetat ve

su ile ekstraksiyonu sonucu ii¢ farkli antibakteriyal bilesen kesfedilmistir. Bu
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bilesenler Streptococcus spp., Actinomyces spp., Lactobacillus spp., Prevotella spp.,
ve Porphyromonas spp. patojenlerine karsi antibakteriyal aktivite sergilemislerdir.
Ug ekstre arasinda en yiiksek antibakteriyal aktivite ise kloroform ¢oziiciisii ile elde

edilen ekstrede gozlenmistir (Hirasawa vd., 1999).

Literatiirdeki, mantarlarla ilgili yapilan baska bir arastirmada ise, Basidiomycetes
subesi lyelerinden, Podaxis pistillaris mantarinin  Staphylococcus aureus,
Micrococcus flavus, Bacillus subtilis, Proteus mirabilis, Serratia marcescens ve
Escherichia coli patojenlerine karsi 6nemli antibakteriyal etkiye sahip oldugu
bulunmustur. Ayni ¢alismanin devami olarak Podaxis pistillaris mantarindan,
mantarlara 6zgii biyoaktif metabolitlerin siniflarindan epipolythiopiperazine-2,5-
diones (ETPs) grubuna ait, antimikrobiyal etkinin kaynagi olarak, epicorazine A,
epicorazine B ve epicorazine C olmak tizere li¢ farkli bilesen izole edilmistir (Al-
Fatimi vd., 2006). Bu ¢alismadan onceki yapilan arastirmalarda, Epicorazine'lere;
sadece Epicoccum nigrum, Epicoccum purpurascens  ve Stereum hirsutum

mantarlarinda rastlanmistir (Kleinwachter vd., 2001).

Yukarida bahsedilen c¢esitli mantarlarin {rettigi kimyasal bilesenlere ilaveten
Coprinus micaceus mantarinin metanolik ekstresinden iki yeni kimyasal bilesen izole
edilmistir; micaceol ve (Z,Z)-4-0x0-2,5-hetpadienedioic asit. Metanolik ekstrenin,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Corynebacterium xerosis ve
Escherichia coli patojenlerine kargt belirlenen antibakteriyal etkisinin yaninda,
micaceol'in, C. xerosis ve S. aureus bakterilerine karsi antimikrobiyal aktiviteye

sahip oldugu gorilmistiir (Zahid vd., 2006).

1.2.4. Antitiimor etki bakimindan makro mantarlar

Immiin diizenleyici ve antitiimér aktiviteye sahip bir¢ok bilesik mantarlardan izole
edilmistir. Bu etkili bilesikler baglica polisakkaritler (6zellikle B-D-glukanlar),
polisakkaropeptitler (PSP), polisakkarit proteinleri ve proteinlerdir. Ayrica
triterpenler, lipitler ve fenoller, kanitlanmig medikal 6zelliklere sahip diger fungal
bilesenlerdir (Lull, 2005). Genellikle biyoaktif polisakkaritler, mantarin
sporokarplarindan, misellerinden ve skleresyumundan izole edilebilmektedirler. Bu

maddeler, schizophyllan, lentinan, grifolan, krestin (polisakkarit-peptit kompleksi) ve
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PSK (polisakkarit-protein kompleksi)'dir (Zhang, 2007). Tiim bu bilesikler

giiniimiizde Asya farmasotik sirketlerinde tedavi amach iiretilmektedir.

Mantar polisakkaritlerinin in vivo kosullarda etki mekanizmalari incelendiginde direk
olarak tiimor hiicresini yok ederek degil, immiin sistemi aktive ederek antitiimor etki
gosterdikleri belirlenmistir (Zaidman, 2005). Hasta viicuduna zarar vermedikleri ve
ek strese yol agmadiklart icin mantar polisakkaritleri, biyolojik yanit diizenleyiciler
olarak kabul edilmektedirler. Mantar polisakkaritleri sadece immiinoterapdtik amagh
degil, anti-inflamatuar, antiviral, antitrombotik, hipoglisemik gibi ¢esitli
rahatsizliklarda kullanilabilecek ilaglar gelistirme ¢alismalarinda da kullanilmaktadir

(Wasser ve Weis, 1999).

Literatiire bakildiginda, makro mantarlardan izole edilen bazi bilesenlerin antitliimor
ajan1 ve kanser tedavisinde kullanildiklar1 goriilmektedir. Polisakkarit olan {i¢
immiinoterap6tik  ajan Krestin, Lentinan ve Sonifilan mantarlardan izole edilen
bilesenlerdendir. Genellikle sindirim organlar1 kanseri olmak iizere, akciger, gogis,

mide ve serviks kanseri tedavisinde kullanilmaktadirlar.

Bir¢cok etkili biyolojik yanit diizenleyicileri (BRM) c¢esitli mantarlardan izole
edilmislerdir. Ornegin Lentinus edodes mantarindan; Lentinan, Trametes (Coriolus)
versicolor mantarindan; Krestin (PSK) Japonya'da kanser tedavisinde
kullanilmaktadir. Mantar polisakkaritleri immiin hiicrelerini aktive ederler ve
hematopoezi arttirirlar. Bu polisakkaritler herhangi bir yan etkiye sebebiyet
vermeksizin antitimor etki gostermektedirler (Moradali vd., 2007). Bu etkilere
ornek olarak, Grifola frondosa mantariyla calisan birkag bilim adami,sicak suyla
yaptiklar1 ekstraksiyon sonucu elde ettikleri ekstraktin %46 karbonhidrat, %54
protein icerdigini belirlemislerdir. Onceden bulmus olduklart MD fraksiyonundan
farkli olarak, 23 kDa molekiiler agirligina sahip, maitake Z fraksiyonunu (MZF)
izole etmisler ve MZF polisakkaritinin %98.7 karbonhidrat igerdigini, in vivo
antitimor calismalarinda ise kontrol gruplari olan BALB/cA fare kolon-26 kanser
hiicreleriyle karsilastirildiginda, tiimor biiyiimesini %47.6 oraninda baskiladigini
gozlemlemislerdir. Elde ettikleri in vivo ve in vitro calismalar sonucunda, D-
galaktoz, D-mannoz, L-fukoz ve D-glukoz 'dan meydana gelen MZF'nin fare timor
modelinde immiin yanit1 uyararak timor regresyonuna neden oldugu kanitlanmistir

(Masuda vd., 2009).
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Apoptozis (programlanmis hiicre O6liimii), hiicre bdliinmesi ve hiicre oOlimii
arasindaki hiicresel homeostazi devam ettirmek icin Onemli bir yoldur ve
Okaryotlarda doku gelisimi ve homeostazin diizenlenmesinde Onemi rol
oynamaktadir. Bu yiizden kanser hiicrelerinde apoptozisin uyarilmasi, antikanser
ilaglarmin gelistirilmesinde amaglanan O6nemli bir stratejidir (Kaufmann ve
Earnshaw, 2000), (Kaufmann ve Hengartner, 2001). Kore'de yapilan bir ¢aligmada
Ptercarpus santalinus mantarmin metanolik (MEPS) ekstraktinin, HeLa hiicre hatti
lizerinde sitotoksik ve antiproliferatif etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Elde
ettikleri sonuglara gére MEPS, HeLa hiicresinde apoptozisi uyarmis ve hiicre
proliferasyonunu gii¢lii bir sekilde baskilamistir. Yaptiklar1 Western blot analizlerine
gore, MEPS'in apoptozisi, mitokondriden sitokrom C 'min salinmasi, Kaspaz-9 ve
Kaspaz-3'in aktivasyonu ve PARP (poliADP-riboz polimeraz)in degredasyonu
seklinde, mitokondrial yolla uyardigi kesfedilmistir (Kwon vd., 2006).

Mantarlar dogada, tedavi edici ve antitimor etkiye sahip bilesikleri i¢ermeleri
bakimindan degerli bir kaynak olusturmaktadirlar. Literatiire bakildiginda, bir¢ok
mantar tlriiniin antitimor 6zellik gosteren igerigi tanimlanmistir. Chaga (Inonotus
obliquus) mantari, diinyanin gesitli bolgelerinde kanser tedavisi i¢in kullanilmakta
olan mantarlardandir. Kore'de yapilan arastirmada birka¢ bilim adami Chaga
mantarindan 3 farkli altfraksiyon (3p-hydroxy-lanosta-8,24-dien-21-al, inotodiol ve
lanosterol) elde ederek kanser hiicreleri iizerindeki etkilerini incelemisler ve énemli
sonuglar elde etmislerdir. Biitiin alt fraksiyonlar se¢ilmis kanser hiicrelerinin (A549,
AGS, MCF-7, HeLa) proliferasyonunu baskilamis, bunun yaninda normal hiicrelere
kars1 ise disiik sitotoksik etki gostermistir. Alt fraksiyon 1 (3B-hydroxy-lanosta-
8,24-dien-21-al)'in; Alt fraksiyon 2 (inotodiol) ve Alt fraksiyon 3 (lanosterol) ‘e
kiyasla kanser hiicrelerine karsi daha etkili oldugu gériilmiistiir. Inhibisyon oranlari
g0z Oniine alindiginda en etkili olan, Altfraksiyon 1 kanser hiicrelerine karsi, A549;
%66.7, AGS; %72.2, MCF-7; %67.4, HeLa; %69.5 oranlarinda etki gostermistir. Bu
deneylere ilaveten, fare Sarcoma-180 hiicreleriyle yapilan in vivo deneylerde, ii¢
farkli alt fraksiyondan birinci alt fraksiyonun ¢ok daha etkili oldugu ve tiimor
hacminin doza bagli olarak, %23 ve %33 oraninda kiiclilmesine sebep oldugu

gozlenmistir (Chung, 2010).
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Lentinula edodes (shiitake) mantari, heteroglikan-protein konjugatt LEM, peptit-
polisakkarit kompleksi KS-2 ve yiiksek molekiiler agirlikli polisakkarit olan Lentinan
gibi terapotik polisakkaritlerin kaynagini olusturmaktadir (Chihara vd., 1970; Xu vd.,
2011). Lentinula edodes mantarinin sitostatik ve sitotoksik etkileri arastirilirken,
sapkasindan ve misellerinden ayr1 ayri ekstreler elde edilmis, sapkasindan elde
edilen ekstre uygulandiginda, tiimor hiicrelerine (MCF-7) karst  %90’dan fazla
baskilama goriilmiistiir. Ve kanser hiicresine kars1t IC50 (hiicrelerin %50 sine etki
eden inhibisyon konsantrasyonu) ortalama 73 pg/ml, normal hiicrede ise; IC50
degeri 140 pg/ml olarak belirlenmistir. Lentinula edodes mantarinin misel ekstresinin
uygulanmasi sonucu elde edilen bulgulara bakildiginda ise, kanser hiicresine karsi
IC50 degeri ortalama 11 pg/ml, normal hiicrede IC50 degeri 15 pg/ml olarak
belirlenmistir. Sonug olarak Lentinula edodes mantarinin suyla elde edilmis ekstresi,
kanserli hiicrelerin boliinmesini baskilamistir. Ve normal hiicreyle inhibisyon
konsantrasyonlar1 karsilagtirildiginda, normal hiicreye gore ¢ok daha etkili oldugu,
Lentinula edodes mantar1 sapkasinin, misellerine kiyasla daha sitotoksik oldugu

kanitlanmastir (Israilides vd., 2008).

Dalak, timor bagisikliginda rol alan 6nemli bir organdir ve splenik sempatik sinir,
splenik dogal oldiirici (NK) sitotoksisitesi ilizerine baskilayic1 etkiye sahiptir.
Shiitake mantar1 {izerine yapilan bagka bir arastirmada splenik- sempatik sinir
aktivitesini (SNA) baskilayip NK sitotoksisitesinin azalmasina yol agarak tiimor

hiicresi proliferasyonunu baskiladigi gézlemlenmistir (Shen, 2009).

Gilineydogu Asya ve Cin'de gogiis kanseri tedavisinde kullanilan, kaplan siitii mantari
olarak bilinen Lignosus rhinocerus iizerine yapilan bir aragtirmada, soguk su
kullanilarak ekstresi elde edilmis ve cesitli kanser hiicreleri iizerine etkisine
bakilmistir. Sonug olarak insan meme karsinom (MCF-7) ve insan akciger karsinom
(A549) hiicrelerine kars1 antiproliferatif etki gosteren mantar ekstresinin,
karsilastirma amaclh kullanilan, insan saglikli gogiis (184B5) ve insan sagliklhi
akciger (NL 20) hiicrelerine kars1t herhangi bir sitotoksik etkiye sahip olmadigi
goriilmiistiir (Lee, 2012).

Coriolus versicolor mantarindan elde edilen polisakkaropeptit (PSP) ve protein-
bagli polisakkarit (Krestin olarak da bilinen PSK) bilesenlerinin, l6semi, lenfoma,

hepatom, gogiis, akciger ve prostat tiimdr hiicrelerinin proliferasyonunu baskilayarak
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giiclii biyolojik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Kidd, 2000; Hsieh, 2002; Lau,
2004). Metanol c¢oziiciisii kullanilarak elde edilen Coriolus versicolor mantari
ekstresinin (terpenoidleri ve polifenolleri igeren) in vivo ve in vitro kosullarda
yapilan deneler sonucu anti-melanom etkisi gostermis, B16 fare melanom hiicreleri

tizerinde antiproliferatif ve sitotokik etkiye yol agtig1 gézlenmistir (Harhaji, 2008).

Lektinler, hiicre ylizeylerinin disindaki seker gibi spesifik polisakkaritleri baglayan
protein ya da glikoprotein yapisindaki maddelerdir. Yapilan aragtirmalar sonucunda
lektinlerin bakteri, mantar, bitki, hayvan ve insanlarda bir¢ok cesidinin oldugu
saptanmigtir (Hong ve Lyu, 2012; Mu, 2012). Elde edilen farkli verilere gore,
antiproliferatif (Liu vd., 2006), antitimér, immiinmodiilatér ve mitojenik (Ngai ve
Ng, 2004) aktivitelere sahip mantar kokenli lektinlere mantarin, sapka, sap, spor ve
misellerinde rastlanabilmektedir. Yenilebilir bir mantar olan Agrocybe aegerita
sapkasindan izole edilen, 15.8 kDa molekiiler agirligina sahip antitiimor lektin
(AAL); HeLa, SW480, SGC- 7901, MGC80-3, BGC-823, HL-60 gibi ¢esitli insan
timor hiicre hatlarinin ve bunun yaninda in vivo ¢alisma olarak, fare sarkoma S-180

timor hiicresinin biiyiimesine kars1 giiglii baskilayici etki gostermistir (Zhao vd.,

2003).

Sitolitik lektinlere, ne bitkilerde ne de Amanita phalloides ve Laetiporus sulphureus
(Tateno ve Goldstein, 2003) mantarlar1 disinda baska mantarlarda rastlanmistir.
Amanita virosa mantariyla yakin zamanda yapilan bir ¢alismada en az iki tane
yiiksek derecede toksik protein (hemolitik lektin ve Toxovirin) elde edilmis ve
bunlarin memeli 16semi hiicrelerinin canliliklarin1 ~ diislirdiigli, biiylimelerini
baskiladigi gézlenmistir. A. virosa lektini, A. phalloides lektininden farkli olarak,
kirmiz1 kan hiicrelerine kars1 yiiksek hemolitik aktivite gostermistir. Boylece memeli
16semi hiicrelerine ve insan T hiicrelerine (CEM T4 ve Jurkat hatlar1) kars1 sitotoksik

etkiye sahip yeni bir Lektin kesfedilmistir (Antonyuk vd., 2010).

Thelephora aurantiotincta mantarmin etanol ¢oziiciisii ile elde edilen ekstresinin,
insan hepatoselliiler karsinom hiicresinin (HepG2) canliligin1 azalttig1 gézlenmis. Bu
ekstreden izole edilen thelephantin O ve vialinin A'nin etkili bilesenler oldugu ve
insan kolon karsinom (Caco2) ve HepG2 hiicrelerine karsi segici sitotoksik etki
gosterdigi, normal insan hepatosit hiicrelerine sitotoksik olmadigi sonucu elde

edilmistir (Norikura vd., 2011).
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Lezzetleri dolayisiyla diinya g¢apinda sevilerek tiiketilen Calvatia lilacina (CL),
Pleurotus ostreatus (PO) ve Volvariella volvacea (VV) mantarlarinin Tayvan'da bir
grup bilim adamu tarafindan yiiriitiilen ¢alisma ile antikanser etkilerinin arastirilmasi
sonucu; CL, PO ve VV protein ekstrelerinin, insan kolorektal adenokarsinom ve
insan monositik 16semi hiicrelerine karsi tedavi edici etkisi oldugu belirlenmistir (Wu

vd., 2011).

Cordyceps militaris mantar1 ¢ok uzun zamandan beri dogu Asya'da kanser
hastalarmin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu mantardan izole edilen Cordyceps
militaris protein (CMP) Fusarium oxysporum mantarina kars1 giiglii antifungal etki
gostermisken, ayni zamanda insan meme ve mesane kanser hiicrelerine karsi da

sitotoksik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (Park vd., 2009).

Bes farkli yenebilir mantar tiiriiyle (Termitomyces clypeatus, Pleurotus florida,
Calocybe indica, Astraeus hygrometricus ve Volvariella volvacea) yapilan bir
aragtirmada, bu tiirlerden elde edilen protein fraksiyonlarinin apoptozis yoluyla,
cesitli timor hiicrelerinde yol agtiklar1 antiproliferatif etki goézlenmistir. En yiiksek
immunostimiilator aktivite T. clypeatus; en yiiksek antiproliferatif etki ise C. indica

tirlerinde gorillmiistiir (Maiti vd., 2008).

Kore'de dogal olarak yetismekte olan Boletus pseudocalopus mantart {i¢ yeni
Grifolin tlirevi bilesenlerin kaynagini olusturmaktadir. Metanol ile elde edilen
ekstresinden izole edilen 9 farkli bilesenin etkilerine bakildiginda, 6. bilesen disinda
tiim bilesenlerin insan akciger karsinom A549 ve fare melanom B16F1 hiicrelerine

kars1 antikanser etki gosterdigi belirlenmistir (Song, 2009).

Diinyada tibbi amagli kullanilan en 6nemli makro mantar tiirlerinden birisi de
oliimsiizlik mantar1 olarak bilinen Ganoderma lucidum'dur. Bu mantar, biinyesinde
birgok rahatsizligin sifasini barindirmaktadir; anti-timor (Muller, 2006; Liu, 2009),
antimikrobiyal (Wang ve Ng, 2006), antiviral (6zellikle anti- HIV aktivitesi) (Min
vd., 1998) ve yaslanmayi geciktirici (Shieh, 2001) etkileri gibi. Yakin zamanda
yapilan bir c¢aligmada, Ganoderma lucidum mantarindan izole edilen 43
triterpenoid'den 6 yeni bilesen izole edilmistir. Geri kalan 37 tanesi (ganodermadiol,
ganoderic acid DM, ganoderenic acid F, ganodermanondiol, lucidadiol, lucidumol A,
ganodermanontriol, ganoderiol F, lucideric acid A, ganoderic acid D, lucidone A,

ganolucidic acid E, ganoderic acid F, ganoderenic acid D, ganoderic acid E,
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ganoderenic acid A, ganoderic acid J, ganoderic acid B, ganoderic acid A, ve
digerleri) onceden kesfedilmis olan yapilari belirlenmis bilesenlerdendir. 43 farkl
triterpenoid'in insan servikal kanser hiicresi (HeLa) 'ne karsi etkilerine bakilmis ve
yapist bilinenlerden 15a,26-dihydroxy-5a-lanosta-7,9,24(E)-trien- 3-one, lucidadiol
ve ganoderiol F giiclii sitotoksik aktivite gostermis olup, yeni bulunan alt1
triterpenoid'den tigli ise ¢ok giiclii olmasa da azaltici etki gostermistir (Cheng, 2010).
Bu c¢alismada elde ettikleri sonuglara gore; ganoderik alkoller, ganoderik asitlere

kiyasla daha gii¢lii sitotoksik aktivite sergilemistir.

Mantarlar aleminde, Polyporaceae ailesinden ¢esitli tiirler, yeni ilaglarin kaynagi
olarak goriilmektedir. Birkag¢ farkli ¢oziicii (etil asetat, metanol, su) kullanilarak elde
edilen ekstrelerinin etkilerine bakilan Phellinus rimosus polipor mantarinin, test
edilen hiicre hatlar1 lizerinde sitotoksik ve antitimor aktiviteleri belirlenmistir. En
yiiksek antitiimor aktiviteye sahip ekstre olarak etil asetat ekstresi kayda ge¢mistir.
Etil asetat ve metanol ekstrelerinin Dalton’s lenfoma assit (DLA) ve Ehrlich’s assit
karsinom (EAC) hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesi belirlenmesinin yaninda su
kullanilarak elde edilen ekstrenin sitotoksik aktivitesi goriilmemistir. Fakat fi¢
ekstrenin de fare Dalton’s lymphoma ascites tiimor hiicresinin bilylimesini

baskiladig1 kaydedilmistir (Ajith ve Janardhanan 2003).

Mantarlar tizerine yapilan baska bir ¢calismada, Funalia trogii mantar1 kullanilmis ve
su kullanilarak elde edilen ekstresinin; prostat (LNCaP ve PC3), kolon (HT29),
meme (MCF7 ve MDA-MB-231) tiimor hiicreleri iizerinde sitotoksik aktiviteye
sahip oldugu goriilmistiir. Arastirma sonuglarina gore F. trogii ekstresi kanser
hiicrelerinde apoptozise yol agarak Oliimiine sebep olmustur. En onemli yani ise
tiimor hiicreleri iizerine sitotoksik etkiye sahipken fibroblast ve endotelyal hiicreleri

tizerine toksik etkisi goriilmemistir (Rashid vd., 2011).

Portekiz yerel mantarlarindan Clitocybe alexandri ve Lepista inversa ile insan timor
hiicreleri {izerine yapilan arastirmada her iki mantarin da biyoaktif bilesenlerin
kaynagini olusturdugu goriilmiistiir. L. inversa mantarinin 16semik T hiicre hatti (K-
562), glioma (U251), prostat (DU145), meme (MCF-7) kanser hiicrelerine karsi
sergiledigi sitotoksik etkisine (Bézivin vd., 2002) ilaveten antioksidan aktivitesi

kesfedilmistir. C. alexandri fenolik ekstresinin ise akciger, meme, kolon ve mide
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kanser hiicreleri biiylimesi lizerine baskilayici etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (Vaz,
2010).

Agaricus bisporus mantari, tilkemizde en ¢ok bilinen ve tiiketilen mantar tiirlerinden
olup, kiiltiir mantar1 olarak adlandirilmaktadir. Agaricus bisporus mantari tizerine
yapilan in vivo ve in vitro deneyleri kapsayan bir ¢alismada; ana bileseni olan
konjuge linoleik asit (CLA) igeren ekstresinin prostat kanser hiicreleri {izerine
proliferasyonunu baskilayici etkisi oldugu belirlenmistir. Ayrica DU-145 ve PC-3
tiimor hiicresi boyutlar1 ve hiicre proliferasyonunda 6nemli oranda azalmaya yol

actig1 goriilmiistiir (Adams, 2008).

Yapilan bagka bir arastirmada, Avustralya'da yetisen 15 farkli mantar tiiriiniin, farkl
ekstreleri kullanilarak biyoaktiviteleri degerlendirilmistir. Bu deneyler sonucunda; en
etkili tiirler olarak belirlenen Omphalotus nidiformis, Cordyceps cranstounii ve
Cordyceps gunnii mantar ekstreleri HT-29, MDA-MB-231, MCF7 ve AGS
hiicrelerini igeren c¢esitli hiicre hatlarina karsi sitotoksik aktivite gostermislerdir.
Coprinus comatus, Cordyceps hawkesii, Hypholoma fasciculare, Lepista nuda,
Leratiomyces ceres ve Ophiocordyceps robertsii mantarlari ise etkili tiirlerden olup,
baz1 ekstrelerinde bir ya da iki kanser hiicresine karsi sitotoksik etki belirlenmigtir
(Beattie, 2011).

Zehirli mantarlardan Naematoloma fasciculare ile in vivo ve in vitro kosullarda
yapilan deneylerde ise, MCF-7 (meme kanseri) kanser hiicresi proliferasyonunu
onemli diizeyde baskiladigi, in vivo kosullarda ise NFPF aktif fraksiyonunun Hj;
(hepatoseliiler karsinom) tiimor biiylimesini %69.42 oranina kadar baskiladigi

gorilmistiir (Yan, 2009).

Pleurotus ostreatus mantari hiicre i¢i ve hiicre dis1 polisakkaritlerinin ayri ayri
etkileri incelendiginde, insan karsinom hiicrelerinin biiylimesini hiicre i¢i
polisakkaritler 9%10-35; hiicre dis1 polisakkaritler ise %15-60 oraninda baskiladigi
gorilmistiir. Dort farkli hiicre hattindan en ¢ok etkilenen hiicre hatt1 RL95 (%60), en
az etkilenen ise HCT116 (%10) hiicresi olmustur (Silva, 2012).

Tayvan'a 6zgii bir mantar olan Taiwanofungus camphoratus, geleneksel olarak halk
arasinda tedavi amacli kullanilmakta olan mantar tiirlerindendir. Farkli ¢oziicliler

kullanilarak yapilan ekstraksiyonu sonucunda bu mantardan, sitotoksik aktivite
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potansiyeline sahip ¢esitli bilesenler (terpenoidler, maleik ve suksinik asit tiirevleri,
polisakkaritler ve digerleri) elde edilmistir. Sitotoksisite Ozelligine ek olarak T.
camphoratus mantarinin, trichostatin A (TSA), lovastatin ve taxol ile birlikte

sinerjik antikanser etki sergiledigi kesfedilmistir (Chen, 2010).

Glinlimiize dek yapilan arastirmalara bakildiginda, medikal 6zellikteki mantarlarin
tedavi edici kapasiteleri ylizyillardir bilinmekte ve uygulanmaktadir. Yaklasik olarak
bilinen 15000 mantar tiirtinden, 2000 mantar tiirii insan tiiketimi i¢in glivenli ve 650
mantar tiirii ise medikal 6zellige sahiptir (Wasser, 2002). Ancak giiniimiizde yalnizca
20 mantar tlirii klinik olarak kullanilmaktadir. Tim bu yapilan arastirmalarla ve
edinilen bilgilerle, gelecekte c¢ok daha fazla mantar tiirii ila¢ kaynagi olarak
kullanilabilecek, bircok hastaya dogal sifa kaynagi olabilecektir. Ozellikle sayisi
giinden giine artan kanser hastalar1 i¢in bir¢ok yipratict yan etkiye sahip (kemik
iliginin baskilanmas1 ile kemik iliginde iiretilen akyuvarlarin (I6kositlerin),
alyuvarlarin (eritrositlerin), trombositlerin sayisinin diismesi dolayistyla halsizlik)
kemoterapi gibi tedavilere kiyasla yan etkisi neredeyse olmayan ve bagisiklik
sistemini aktive ederek etki gosterebilen dogal fungal maddeler tedavilerde daha
siklikla kullanilabilir hale getirilebilmelidir.
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Malzeme

2.1.1. Hiicre hatlan

Sitotoksik aktivite tayini i¢in kullanilan; K-562 (kronik myeloid 16semi hiicre hattr),
DU-145 (prostat kanseri), PC-3 (prostat kanseri), A-549 (akciger kanseri), CCC-221
(kolon kanseri), MCF-7 (meme kanseri) ve BEAS-2B (saglikli epitel hiicresi) hiicre
hatlar1 Dog. Dr. Yusuf BARAN' dan (Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii ) temin

edilmistir.

2.1.2. Bakteri suslari

Antimikrobiyal aktivite tayini i¢in kullanilan; Escherichia coli ATCC 11230,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 6538/P,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus luteus NRRLB-4375 ve Streptomyces
albus CIP104432 suslari, Dog.Dr. Nurettin SAHIN' den (Mugla Universitesi Egitim

Fakiiltesi) temin edilmistir.

2.1.3. Makro mantar tiirleri ve genel 6zellikleri

Tez c¢alismamizda kullanmis oldugumuz makro mantarlar; Ascomycota ve
Basidiomycota subelerinde yer alan, Mugla ili ve ilgelerinden toplanmis mantar
tiirlerindendir. Caligma kapsaminda kullanilan mantarlarin siniflandirilmas: ve genel

ozellikleri asagida verildigi gibidir.
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Cantharellus cibarius;

Sube: Basidiomycota
Smif: Agaricomycetes
Takim: Cantharellales
Aile: Cantharellaceae

Cins: Cantharellus

Sekil 2.1. Cantharellus cibarius sistematigi ve basidiyokarpi

Cantharellus cibarius mantari; yenen bir tiir olup, 6zellikle kayin, koknar ve mese
ormanlarinda yayilis gostermektedir. Mantarin rengi sarimsi beyazdan, yumurta
sarist rengine kadar degismekte olup; 3-10cm ¢apinda sapkaya, 3-5 cm boyunda ve
1-2 cm capinda sap kismina sahiptir. Lamelleri sapa dekurrent olarak baglanmakta ve
sap lizerinde 1-1,5 cm kadar devam etmektedir. Eliptik sekilli sporlar1 , 8-10 x 4,5~
5,5um boyutundadir (Breitenbach ve Krinzlin, 1986).

Clitocybe geotropa;

Sube: Basidiomycota
Smif: Basidiomycetes
Takim: Agaricales
Aile: Tricholomataceae

Cins: Clitocybe

Sekil 2.2. Clitocybe geotropa sistematigi ve basidiyokarpi

Clitocybe geotropa mantari; yenen mantar tiirlerinden olup, Kuzey Amerika ve
Avrupa'da sonbahar mevsiminde yayilis gostermektedir. Konifer ve yaprak doken

ormanlarda, g¢ayirlik alanlar iginde yetismektedirler. Halk arasinda 'etge' ismiyle
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bilinmekte olan mantar, 4-15cm boyutunda, genglerde sarimsi kahverengi, gelismis
mantarlarda ise krem-bej renkte sapkaya sahiptir. Kenarlar sapa dogu kivriktir.
Lamelleri, krem-bej rengindedir ve sapa dekurrent olarak baglanmaktadir. Saplar1 3-
13cm , silindirik ve krem renklidir. Sporlar1 6,5-7,5%5,5-6,5um boyutlarinda,
silindirik ve krem renklidir (Breitenbach ve Krianzlin, 1991).

Gyromitra esculenta;

Sube: Ascomycota
Siif: Ascomycetes
Takim: Pezizales
Aile: Helvellaceae

Cins: Gyromitra

Sekil 2.3. Gyromitra esculenta sistematigi ve askokarpi

Gyromitra esculenta mantar;; Kuzey Amerika ve Avrupa'da, oOzellikle ¢am
ormanlarinda kumlu toprak lizerinde veya kesilen aga¢ kalintilar1 etrafinda tek tek
veya gruplar halinde yetismektedir. Ilkbaharda Mart-Mayis aylari arasinda yayilis
gosteren bu mantar, 3-9%5-9cm ebatlarinda, beyin sekline benzeyen girintili ve
cikintili yapida, kahverengi, yer yer acik grimsi renkli sapkaya sahiptir. Sap kismui
ise, 4-6cm uzunlugunda, silindirik, beyaz, yiizeyi diizensiz kivrimli, ince graniillii ve
i¢i bostur. Sporlar1 17-23%9,5-14,5um boyutlarinda, diiz, eiptik, hiyalindir. Literatiire
gore ¢ig yendigi zaman zehirli oldugu, fakat 1siyla muamelesinden sonra yendiginde
hayati tehlike icermedigi belirtilmektedir. Halk arasinda 'kuzu gobegi ebesi',
‘karatak’, 'pelvize' isimleri ile bilinmektedir (Breitenbach ve Krianzlin, 1984).
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Lactarius delicious;

Sube: Basidiomycota
Smif: Agaricomycetes
Takim: Russulales
Aile: Russulaceae

Cins: Lactanus

Sekil 2.4. Lactarius delicious sistematigi ve basidiyokarpi

Lactarius delicious mantar1; yenen mantar tiirlerindendir. Ozellikle iilkemizde
sevilerek tiiketilen, lezzetli bir mantardir. Halk arasinda '¢intar' ismiyle bilinen bu
mantar, 5-15cm ¢apinda, {lizerinde farkli renk tonlarinda meydana gelen konsantrik
daireleri olan, koyu ve agik olmak {izere turuncunun degisik tonlarinda sapkaya
sahiptirler. Gelismis mantarlarda yesilimsi lekeler meydana gelmektedir. Mantarin
kirilmasi, kesilmesi, zedelenmesi ile agiga cikan siitli, turuncu renkli olup, 1 saat
sonra sarimsi, 2-3 saat sonra ise mavimsi yesile donmektedir. Geng mantarlarda
kayist renginde, gelismislerde koyulasarak havug¢ rengine donen, sap iizerinde
ilerleyerek sonlanan dekurrent lamelleri vardir. Sarimsi turuncu renkte, lizerinde
daha koyu renkte lakiinler olan saplar1 ise 3-5cm, silindirik olup, gen¢ mantarlarda
i¢i dolu, gelismislerde ise ortast oyuktur. Sporlari, 6-10%5-7um boyutlarinda, elips
sekillidir (Breitenbach ve Krianzlin, 2005).
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Melanoleuca exscissa;

Sube: Basidiomycota
Smif: Agaricomycetes
Takim: Agaricales
Aile: Tricholomataceae

Cins: Melanoleuca

Sekil 2.5. Melanoleuca exscissa sistematigi ve basidiyokarpi

Melanoleuca exscissa mantari; yenilebilir mantar tiirlerinden olup, bahar aylarinda
parklarda, bahgelerde, ¢imenler arasinda, orman kenarlarinda yayilis gdstermektedir.
Sapkas1 4-7cm capinda olup, yiizeyi diiz ve ince tiiylii, gri renkte merkezi ise koyu
renktedir. Beyaz-kahverengi beyaz, sapka merkezinde kalin, kenarlarda ince, ¢imen
kokusunda etli kisma sahiptir. Lamelleri, dnce beyaz sonra kreme donmektedir ve
sapa girinti yaparak baglanmaktadir. Mantarin sap kismi, 4-6¢cm boyunda silindirik,
tabana dogru kalinlasan, yiizeyi boyuna fibrilli yapida ve bej-kahverengimsi
renktedir. Eliptik, 7-9x4,5-5um boyutunda spor iiretmektedir (Breitenbach ve
Krinzlin, 1991).

Ramaria flavescens;

Sube: Basidiomycota
Smif: Agaricomycetes
Takim: Gomphales
Aile: Gomphaceae

Cins: Ramaria

Sekil 2.6. Ramaria flavescens sistematigi ve basidiyokarpi

25



Ramaria flavescens mantari; yenen mantar tiirlerindendir. Avrupa'da, bahar aylarinda
cam ormanlarinda, ¢imler ve bitkiler arasinda yayilis gostermektedir. Bazidyokarp1
mercan benzeri  ¢ok yonlii dalli olup, 10-20cm genisliginde, 10-15cm
yiiksekligindedir. Dallanmamis ana govde kismi 7cm, ugtaki dallar 1,5-3cm
kalinliginda, yan dallar ana gévdeden U veya V seklinde yiikselmekte olup, tabani
genellikle yumru seklinde siskinlesmistir. Etli kisim i¢i dolu, nazik yapili ve
kirilgandir. Cok miktarda ana govde yan yana toplu halde bulunmaktadir. Sporlar1

eliptik sekilli, 9-13x4-5,5um boyutundadir (Breitenbach ve Krianzlin, 1986).

Sarcosphaera crassa;

Sube: Ascomycota
Smiaf: Pezizomycetes
Takim: Pezizales
Aile: Pezizaceae

Cins: Sarcosphaera

Sekil 2.7. Sarcosphaera crassa sistematigi ve askokarpi

Sarcosphaera crassa mantari; yenen mantar tiirlerindendir, fakat zehirli mantar
grubundandir. Asil yayilis kokeni Kuzey Amerika olmasina ragmen Avrupa'da da bu
mantara rastlanmaktadir. Kozalakli yada yaprak doken agaclarin altinda, 6zellikle
giines alan yerlerde, kalkerli topraklar iizerinde gruplar halinde yetismekte olup,
bahar aylarinda yayilis gostermektedir. Mantar, 5-15cm genisliginde askokarpa
sahiptir, gen¢ mantarin friiktifikasyon organ1 oldukga diizensiz gelismis kiire benzeri
bir sekildedir. I¢ ve dis tarafi aym renkte olup, kirli beyaz veya sarimsi
kahverengidir. Baslangi¢ta tamamen kapali olan mantarin gelismesiyle tepe kisminda
diizensiz bir agiklik meydana gelmektedir. Sap1 yoktur ve topraga dogrudan baglhdir.
Etli kismi, beyaz, ince, muma benzer yapida ve kirilgandir. Beyaz, krem yada sarims1
renkte 12-14x6-8um boyutlarinda, genis, eliptik ve diiz spor iiretmektedir

(Breitenbach ve Krinzlin, 1984).
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Stereum hirsitum;

Sube: Basidiomycota
Smf: Basidiomycetes
Takim: Russulales
Aiile: Stereaceae

Cins: Stereum

Sekil 2.8. Stereum hirsitum sistematigi ve basidiyokarpi

Stereum hirsitum mantari; yenmeyen mantar tiirlerinden olup Avrupa'da yayilig
gostermektedir. Genis yaprakli agaglarin dallar1 ve kiigiik pargalar {iizerinde
yetismektedir. Bazidyokarplari, 2-10cm ¢apinda, 1-2mm kalinliginda, yarim daire-
yelpaze seklinde, kabugumsu yapida ve birbirine bagli gruplar halinde gelismektedir.
Yiizeyleri derimsi ve ince tiiyliidiir. Sarims1 portakal renkli, zemin {izeri gri beyaz
tiiylii olup, kenar kism1 dalgali, siskindir. Sap tasimazlar. Beyaz renkte, 5-7x2,5-
3um boyutlarinda, eliptik-silindirik, diiz, amiloid ve hiyalin spora sahiptirler. Genis
yaprakli agaclarin kesilmis odunlarinda beyaz ¢iiriikliige sebep olan bazen de canli
agaclarin yarali kisimlarinda parazit hale gecen oldukc¢a yayilmis bir saprofittir.
Ulkemizde kayin, giirgen, kavak, kestane ve kizilaga¢ odununda yaygindir, 6zellikle
mese odun materyalinde kesit yiizeyi ve kabuk yariklarindan igeri isleyerek diri

odunu tahrip edip yillarca yagamaktadir (Breitenbach ve Krénzlin, 1986).
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Trametes versicolor;

Sube: Basidiomycota
Smif: Agaricomycetes
Takim: Polyporales
Aile: Polyporaceae

Cins: Trametes

e

Sekil 2.9. Trametes versicolor sistematigi ve basidiyokarpi

Trametes versicolor mantari; yenmeyen mantar tiirlerinden olup, genellikle kozalaklt
agaclar iizerinde yasayabilen, diinya genelinde yaygin bir parazittir. Oli veya
kurumak {iizere olan yaprakli, nadiren de ibreli agaclarin kiitiik ve govdeleri tizerinde
toplu sekilde gelismektedir. Yilin her donemi rastlanabilen bir tiirdiir.
Bazidyokarplari, 3-10cm uzunlugunda, 3-5cm genisliginde, raf benzeri, birbiriyle
birlesmis i¢ ice halkalar bi¢ciminde dizilmektedir. Yiizeyleri, ince tliylii ve degisik
zonlara sahip, konsantrik renkli halkalar seklinde dizilisli, yesil, gri, mavi,
kahverengi, sar1, pas saris1 renkteki kusaklar kenarlarda krem veya beyaz renkli bir
kusakla cevrilmektedir. Bu sekliyle hindi kuyruguna benzetilmektedir. Mantar, 5-
7,5%1,5-2,5um boyutlarinda, uzun-silindirik, hiyalin, diiz spor {iretmektedir
(Breitenbach ve Krinzlin, 1986).
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Morchella;

Sube: Ascomycota
Smif: Pezizomycetes
Takim: Pezizales
Aile: Morchellaceae

Cins: Morchella

A

Sekil 2.10. Morchella gruplar sistematigi ve askokarplari
(M1): Morchella sp. , (M2): M. angusticeps, (M3): M. rotunda, (M4): M. eximia, (M5): M. deliciosa,
(M6): M. distans, (M7): M. sp., (M8): M. esculenta
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Morchella cinsine ait tiirler; yenen mantar tiirlerinden olup, genellikle konifer
ormanlarinda yaygin olarak bulunan ekonomik 6neme sahip tiirlerdir. Cins ilkbahar
cinsi olup iilkemizde cografik yapiya bagli olarak, Subat-Haziran aylar1 arasinda
sikca rastlanmaktadir. Askokarplarmin biiyiikliigii, rengi, yapisi tiirline hatta
varyetesine gore degisiklik gosterebilmektedir. Genel olarak yapisi ¢ubuk {izerine
yerlestirilmis siingeri animsatmaktadir. Cinsin sporlari genellikle 15-25um arasinda
eliptik ve hiyalindir. Calismamizda morfolojik olarak birbirinden farkli 8 grup

Morchella 6rneklikleriyle ¢alisilmistir (Breitenbach ve Krianzlin, 1984).

2.1.4. Kimyasallar

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 besiyeri (L-Glutaminli) (Biochrom),
Fetal Bovine Serum (FBS) (Biochrom), Penisilin / Streptomisin (Biochrom), Tripsin
(Biochrom), Tripan Mavisi Soliisyonu (Sigma), Thiazolyl blue tetrazolium bromide
(MTT) (Applichem), Dimetil siilfoksit (DMSO) (Applichem), Sodyum Kloriir
(NaCl) (Merck), Etil Alkol (Merck), Metanol (Merck), Nutrient Broth (Merck),
Mueller Hinton Agar (Merck).

2.1.5. Sarf malzemeler

Ekim kaplari (25-75-175cm? Flask), 96-kuyucuklu mikroplaka, 5-10 ml’lik tek
kullanimlik pipetler ve pipet aid, Steril polipropilen santrifiij tiipleri (15 ve 50’ml
hacminde), Eppendorf, steril filtreler, Hemacytometer (Thoma Lami) (Sigma),
Antibiyotik diskleri (Vankomisin, Gentamisin, Meropenem) (Bioanalyse), Whatman
No. 4 filtre kagidi, Test diski (6mm), Mikropipet.

2.1.6. Cihazlar

CO2’li inkiibatér, Laminar akish kabin, inverted mikroskop, Isik mikroskobu,
Hassas terazi, Benmari su banyosu, Spektrofotometre, Inkiibatér, Calkalayici
inkiibator, Evaporatdr, Sogutmali ve yiiksek devirli santrifiij, Vorteks, Manyetik

karistirici, pH metre.
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2.2. Yontem
2.2.1. Mantar ekstrelerinin hazirlanmasi

Aragtirmada kullanilan mantarlar Mugla ¢evresinden toplanmis olup, tanimlanmalari
Mugla Universitesi, Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Aras. Gor. Hayriinisa Bas

Sermenli tarafindan yapilmistir.

Taze mantarlar birkag parcaya boliinerek 40°C'lik inkiibatorde kurutulmustur. Kuru
mantar 6rnegi (30gr) , 300 ml metanol i¢inde etrafi aliiminyum folyo ile sarilmis bir
sekilde, sicakligi ayarlanabilen g¢alkalayici inkiibatdrde 150rpm ve 30°C'de, belirli
araliklarla ¢oziiclisii uzaklastirilip ekstrelerinin  toplanmast seklinde 7 giin
ekstraksiyona maruz birakilmistir. Coziiclisii alindiktan sonra kalan numuneye
metanol eklenerek yedinci giin sonuna kadar ekstraksiyonuna devam edilmistir. Elde
edilen ekstreler Whatman No. 4 filtre kagid ile filtreden gecirildikten sonra kalan
metanol evaporatorde vakum altinda (45°C) uzaklastirilmistir (Turkoglu vd., 2007,
Ramesh ve Pattar, 2010). Evaporasyondan sonra kalan numunenin ¢oziiciisiiniin
tamamen uzaklastirilabilmesi ve uzun siireli kullanimi1 amaciyla ¢eker ocakta, steril
kosullarda ekstrelerin tamamen kurumasi saglanip, kullanilincaya kadar +4°C'de

buzdolabinda saklanmistir.

2.2.2. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivitenin tespiti i¢in, elde edilen mantar ekstrelerinin farkl
konsantrasyonlar1 disk diflizyon yontemiyle c¢esitli test mikroorganizmalarina
(Escherichia coli ATCC 11230, Pseudomonas aeruginosa ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 6538/P, Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus
luteus NRRLB-4375, Streptomyces albus CIP104432) uygulanmustir.

Oncelikle mikroorganizma suslar1 Nutrient Broth’ a inokiile edilmis ve 24 saat,
+37°C'de  inkiibasyona  birakilmiglardir.  Inkiibasyon  siiresinin  bitiminde
mikroorganizmalarin, otoklavlanmis ve sicakligi 45°C'ye indirilmis Muller Hinton
Agar'a, Mc Farland 0.5 (Mc Farland 0,5 bulanikligi, yaklasik olarak 1ml'de 1,5%108
hiicre igeren E. coli siispansiyonuna karsilik gelir) standardina uygun sekilde, dokme

plak yontemiyle ekimleri yapilmustir.
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Ticari olarak satilan antibiyotikler (Vancomycin, Gentamisin, Meropenem) pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. Ekstrelerimizin elde edilmesinde kullanilan metanol,
negatif kontrol olarak kullanilmis ve disklere emdirilerek petrilere ilave edilmistir.
Alti mm capindaki steril disklere konsantrasyonu 4mg/disk olacak sekilde farkl
ekstrelerden 20ul emdirilerek petri kaplarina yerlestirilmistir. Bu sekilde hazirlanan
petri kaplart 4°C'de 2 saat bekletildikten sonra, 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyeri iizerinde disk ¢evresindeki inkiibasyon
zonlart mm cinsinden oOlglilmiistiir. Aynm1 zamanda antibiyotik ve negatif kontrol

disklerinin inhibisyon ¢aplar1 da dl¢tilmiistir.

2.2.3. Hiicre kiiltiirii

Hucre kiiltiirii ¢calismalar i¢in oncelikle, in vivo cevrelerinin disinda, hiicrelerin
canliligin1 ve fonksiyonelligini devam ettirebilmek i¢in, hiicrenin canliligin1 ve
biiylimesini saglayacak bir ortamda, hiicreleri temiz, beslenmis ve artiklarindan uzak

tutarak, hiicrelere saglikli bir kiiltlir ortam1 saglanmalidir.

Hiicre kiiltiirii caligsmalari, biitiin kimyasallar, diger malzeme ve ekipmanlarin steril
olmasimi gerektirmektedir. Steriliteyi devam ettirebilmek icin her zaman aseptik
teknikler kullanilmalidir. Patojenlerin hiicre kiiltiirline isgalini indirgemek veya yok

etmek amaciyla aseptik teknikler ve steril malzemeler kullanilmalidir.

Kiiltiir ortaminda; hiicrenin normal metabolizmas1 i¢in gereksinim duydugu,
vitaminler ve aminoasit gibi besinler, glukoz gibi enerji kaynagi bulunmalidir.
Ayrica hiicrelerin biiylimesi i¢in, biiytime faktorleri, hormonlar ve yag kaynaginin
olmast zorunludur. Bunlarin ¢ogu, medyuma serumun eklenmesi ile saglanmaktadir.
Kullanilmadan once serumun muameleden gegirilmesi gerekmektedir. Su
banyosunda, 56°C'de 30 dakika bekletilerek serumun 1s1 inaktivasyonu saglanir.
Boylece serum, hiicre Kkiiltlirline eklendiginde herhangi bir immiin reaksiyon
olusmayacaktir. Standart medyumun en duyarl icerigi Glutamin aminoasitidir. Bu
aminoasit pek ¢ok memeli hiicre tarafindan ihtiya¢ duyulan bir aminoasittir fakat
yariomri kisadir. Eger yaridomriinden daha uzun siire kullanilacak besi ortami
hazirlanacaksa bu besi ortami Glutaminsiz hazirlanmali ve besi ortami

kullanilacaginda Glutamin eklenmelidir.
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Hiicre kiiltiirii deneylerimizde, hiicre hatlarinin kiiltlirii i¢in, kararli Glutamin
bilesenini hazir halde iceren, sivi Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640
medyumu (2.0 g/l NaHCOj; igeren) kullanilmistir. Serum olarak fetal bovine serum
(FBS) kullanilmis ve konsantrasyonu, medyumun %10'u olacak sekilde ayarlanarak,
medyuma 1s1 inaktivasyonu gerceklestirildikten sonra ilave edilmistir. Medyuma ek
olarak, genellikle kullanilan hiicrelere toksik olmadigindan ve daha genis etkiye
sahip oldugundan dolay1r Penisilin-Streptomisin  (10000U/ml / 10000mg/ml)
antibiyotigi, son konsantrasyonu 100U/ml / 100mg/ml olacak sekilde ilave edilmistir
(Carmichael vd.,1987).

Normal hiicre canliligr i¢in hiicrelerin uygun pH'da biiyiitiilmesi gerekmektedir. Bu
pH 7,2-7,4 araliginda olmalidir. Buna ilaveten kiiltiire alinmis hiicreler, onlarin
normal canliliklarin siirdiirebilmek i¢in dogru sicaklik, uygun nem ve gaz seviyesini

saglayan uygun bir ortamda bulundurulmalidir.

Bu calismada, 6 farkli kanser hiicre hatti ve bir normal hiicre hatt1 kullanilmistir;
DU-145 (prostat kanseri), PC-3 (prostat kanseri), A-549 (akciger kanseri), CCC-221
(kolon kanseri), MCF-7 (meme kanseri), K-562 (kronik myeloid 16semi hiicre hatti)
ve BEAS-2B (saglikli epitel hiicresi) (Sekil 2.11). Hiicreler yukarida belirtildigi
sekilde hazirlanan besi ortaminda, 37°C'de %5 CO2, %95 hava i¢ceren nemlendirilmis

inkiibatorde kiiltiire alinmislardir.
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Sekil 2.11. Cahisilan hiicre hatlari (20X)
(A) BEAS-2B hiicre hatti, (B) A-549 hiicre hatti, (C) CCC-221 hiicre hatt1, (D) DU-145 hiicre hatt,
(E) PC-3 hiicre hatti, (F) K-562 hiicre hatt1, (G) MCF-7 hiicre hatti
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2.2.3.1. Hiicrelerin MTT testi icin hazirlanmasi

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan yapiskan (adherent) hiicreler flask yiizeyini
%80 oraninda kapladiklar1 zaman Tripsin-EDTA ile muamele edilerek hiicre kiiltiir
kabinin (flask) tabanindan kaldirilmigtir. Tripsinizasyon olarak tanimlanan bu
islemde, hiicre kiiltiirii besi ortami uzaklastiritlip hiicreler PBS ile (pH=7,4)
yikanmistir. Yikama isleminden sonra, hiicrelerin tam yiizeyini kaplayacak sekilde
tripsin eklenerek 15-30 saniye bekletilmis ve birka¢ damla kalacak sekilde tripsin
uzaklagtirilmistir. Hiicre tipine bagli olarak 2-5 dakika inkiibatorde bekletilerek
hiicrelerin yiizeyden kalkmasi saglanmistir. Inkiibasyondan sonra 10ml besi ortami
(%10FBS, 100mg/ml streptomisin ve 100u/ml penisilin iceren RPMI-1640) eklenip
hiicrelerin tek tek ayrilmasi i¢in birka¢ kez pipetlenmistir. Hiicre siispansiyonu
15ml'lik falcon tiipline transfer edilerek 800rpm'de 6 dakika santrifiijlenmistir.
Siipernatant uzaklastirildiktan sonra, hiicreler 2 defa yikanmis ve yeni besi ortaminda
stispansiyon haline getirilmistir. Daha sonra tripan mavisi metodu kullanilarak,
hemositometre yardimiyla hiicre sayimi gergeklestirilmistir. Bu metod ile hiicre
canliliginin %95 iizerinde oldugu saptanmistir. MTT deneyi i¢in hiicre sayisi, 96
kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinin her bir kuyucugunda 2x10* hiicre/ml olacak
sekilde ayarlanmistir. Hiicrelerin yapismasi ve yeni ortama aligsmasi i¢in 37°C’de 24
saat inkiibe edilmislerdir. 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin ilizerine
ekstrelerin sitotoksik etkilerini belirlemek tlizere 8mg/ml konsantrasyonunda ekstreler
ilave edilip, 72 saat 37°C’de CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir (Maiti, 2008). Bu
deneylerin devami olarak etkili ekstrelerin, etki araligini belirleyebilmek amaciyla,
8mg/ml, 4mg/ml, 2mg/ml, 1mg/ml, 0,5mg/ml, 0,25mg/ml, 0,125mg/ml olmak {izere

ekstrelerin farkli dozlar1 uygulanmistir.
2.2.3.2. Hiicre biiyiimesinin MTT ile belirlenmesi

Elde edilen mantar ekstrelerinin antitiimor etkileri ¢esitli kanser hiicrelerinin
bliylimeleri lizerinde etkileri incelenerek belirlenmistir. Hiicreler mantar ekstreleriyle
muamele edildikten sonra, in vitro tetrazolium'a dayali renk metodu, hiicre
biiylimesini tespit etmek i¢in kullanildi. Bu metod, metabolik olarak aktif hiicrelerin

mitokondrial enzimlerinin etkisiyle sar1 renkli suda ¢6ziinen substrat olan 3-(4,5-
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dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid'den suda ¢6ziinmeyen mor

renkli formazan kristallerinin olusumunu igerir.

Hiicre hatlart kiiltiir kabim1 %80 diizeyinde kaplayincaya kadar biiyiitiildiiler.
Tripsinizasyondan sonra, hiicreler 96-kuyucuklu mikroplakalara 2x10* hiicre/ml
olacak konsantrasyonda duplike olarak ekilip, %5 CO,'li inkiibatérde, 37°C'de 1 giin

inkiibasyona birakilmiglardir.

Mantarlardan elde edilen metanol ekstrelerinin hiicreler iizerinde toksik etkilerini
gormek amaciyla, her bir mantar ekstresinden 8mg/ml konsantrasyonunda hiicre
kiiltiiriine ilave edildi ve hiicreler 3 giin inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyondan
sonra, besi ortami uzaklastirildi ve 100pl taze besi ortami1 ve 10ul MTT (5mg/ml)
eklenerek 4 saat inkiibasyona birakildi (Silva, 2012). Daha sonra, her bir kuyucuga
100pnl DMSO eklenip orbital calkalayicida, 150rpm'de, oda sicakliginda 5 dakika
inkiibe edilip absorbans degerleri, Thermo Multiskan Microplate Spectrophotometer
cihazinda 540nm dalga boyunda okutuldu (Tim, 1983).

Ayrica, etkisi gorlilen mantar ekstrelerinin etki araligini belirleyebilmek amaciyla
0,125mg/ml, 0,25mg/ml, 0,5mg/ml, 1mg/ml, 2mg/ml, 4mg/ml ve 8mg/ml olmak

tizere farkli dozlarda hiicre proliferasyonu iizerinde etkileri arastirildi.
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3. BULGULAR VE iRDELEME

Calismada, Mugla ilinin gesitli bolgelerinden toplanan; Cantharellus cibarius,
Clitocybe geotropa, Gyromitra esculenta, Lactarius delicious, Melanoleuca exscissa,
Ramaria flavescens, Sarcosphaera crassa, Stereum hirsitum, Trametes versicolor ve
Morcella mantarlarinin metanol ¢oziicisti ile elde edilen ekstreleri kullanilarak ¢esitli
patojenlere ve insan tiimdr hiicrelerine karsi, antimikrobiyal ve sitotoksik etkileri

incelenmistir.

Literatiire bakildiginda, ekstraksiyon asamasinda kullanilan ¢6ziiciiye bagli olarak
elde edilen ekstrelerin igeriklerinin farkli oldugu goriilmektedir. En polar ¢oziicii
olan, su ile elde edilen ekstreler; polisakkaritler, az miktarda protein ve mineralleri
kapsayan karbonhidratlar gibi suda ¢oziilebilen bilesenler icerirken, etanol ile elde
edilen ekstreler ise; terpenoitler, steroller, yag asitleri, polipeptitler ve aminoasitler
gibi polar ve apolar metabolitleri igerdigi goriilmektedir (Beattie vd., 2011). Coziici
olarak polaritesi yiiksek metanoliin kullanildig1 tez ¢aligmamizda, secilmis
mantarlardan elde edilen flavanoidler, askorbik asit, terpenoit ve fenolik igerige sahip
(Harhaji, 2008; Ramesh ve Pattar, 2010) ekstrelerin in vitro kosullarda

antimikrobiyal ve antiproliferatif etkilerine bakilmistir.

3.1. Test Mikroorganizmalarina Karsti Makro Mantar Ekstrelerinin
Antimikrobiyal Aktivitesi

Mugla ilinin ¢esitli bolgelerinden toplanan makrofunguslarin, metanol ¢oziiciisii
kullanilarak elde edilen ekstrelerinin, Gr. negatif bakterilerden; Escherichia coli
ATCC 11230, Pseudomonas aeruginosa ATCC 29212 ve Gr. pozitif bakterilerden;
Staphylococcus aureus ATCC 6538/P, Bacillus subtilis ATCC 6633, Streptomyces
albus CIP104432, Micrococcus luteus NRRLB-4375 suslarin1  igeren test

mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal aktivitelerine bakilmistir.
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Metanolik mantar ekstrelerinin bir tanesi disinda digerlerinin, ¢alisilan test
mikroorganizmalarina kars1 mukayese antibiyotiklerine kiyasla yeterli antimikrobiyal
etki gostermedikleri belirlenmistir (Cizelge 3.1). Disk difiizyon yontemiyle elde
edilen sonuglara gore, en fazla antimikrobiyal etkiye sahip M. exscissa mantari, E.
coli bakterisine karst 22mm inhibisyon zonu olusturarak, mukayese antibiyotigi olan,
23mm inhibisyon zonuna sahip Meropenem ile neredeyse ayni etkiyi gOstermistir
(Sekil 3.1). Ayrica P. aeruginosa bakterisine karst 13mm inhibisyon zonu
olusturmustur. Diger antimikrobiyal etkiye sahip mantarlardan C. cibarius mantari,
P. aeruginosa'ya 7mm, B. subtilis'e 8mm inhibisyon zonu olusturarak iki bakterinin
tiremesini engelleyici etkisi oldugu gorilmistiir. S. hirsitum ekstresi ise, P.
aeruginosa ve M. luteus'a 8mm, B. subtilis'e karst 9mm inhibisyon zonu
olusturmustur (Sekil 3.2). Gruplara ayrilan Morchella ekstrelerinden 1, 2, 3, 5 ve 6.
gruplarin, P.aeruginosa iiremesine engelleyici etkisi gorilmistir (Sekil 3.3).
Morchella 1. ve 6. grup ekstresi P.aeruginosa'ya karst 9mm inhibisyon zonu
gosterirken, 2., 3., 5. gruplarin 8mm inhibisyon zonu olusturdugu gézlemlenmistir. T.
versicolor ekstresi, P. aeruginosa, S. aureus ve M. luteus bakterilerine karst 7mm

capinda inhibisyon zonu olusturarak az da olsa antimikrobiyal etki gostermistir.

Sekil 3.1. M.exscissa ekstresinin, E.coli bakterisini iceren petride olusturdugu inhibisyon zonu
(Y): M. exscissa ekstresi, (M): Metanol, (MEM): Meropenem
(T1, T2): T. versicolor, (M2): Morchella 2. grup, (M4): Morchella 4. grup, (M6): Morchella 6. grup
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Sekil 3.2. S.hirsitum ekstresinin, M.luteus ve P. aeruginosa bakterilerini iceren petrilerde
olusturdugu inhibisyon zonu
(St): S. hirsitum ekstresi, (M): Metanol, (VA): Vancomycin, (CN): Gentamicin
(E): C. geotropa, (R): R. flavescens, (L, Lac): L. delicious

Sekil 3.3. Morchella 2, Morchella 6 ve Morchella 1, Morchella 3 ekstrelerinin, P. aeruginosa
bakterisini iceren petrilerde olusturdugu inhibisyon zonu
(CN): Gentamicin, (M): Metanol, (M1): Morchella 1. grup, (M2): Morchella 2. grup,
(M3): Morchella 3. grup, (M4): Morchella 4. grup, (M5): Morchella 5. grup, (M6): Morchella 6. grup,
(M7): Morchella 7. grup, (M8): Morchella 8.grup, (Y): M. exscissa
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Cizelge 3.1. Makro mantar metanolik ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri

Test Mila oor ganizinalary

Mantar £ P o B oy A

Tiirleri coli agruginesa QUFSUE subiilis albus Iratous
C. ciberins - Trom - B - -
C. geatropa - - - - - -
G. esculenia - - - - - -
L. deliciaus - - - - - _
M. exscissa Z2mm - - - - -
R flavescens - - - - - -
8. crassd - - - - - -
8. hirsitum - gmirn - 9mtn - Bmitn
T, versicolar - Tmm Tmm - - Tmm
Morchella I - fmm - - . -
Marchella 2 - dmm - - - -
Morchella 3 - gtnm - - - -
Morchella 4 - - - - - -
Moarchella 5 - dmirn - - - -
Marchella 6 - 9mm - - - -
Morchella 7 - - - - . -
Moarchella 8 - - - - - -
Metanol - - - - - -
Mukayese Meropenem Gentamicin  Yancomyeitns  Vancomycin  Vancomycin ¥V ancomyein
antibiyotigi 23mm* 23mm* 16mm* 22mm* 21mm* 26mm*

(*): Rakamlar inhibisyon zon ¢aplarin1 gostermektedir. Her bir disk 6 mm c¢apindadir. Sonuglar bir
deneyden elde edilen 3 tekrarin ortalamasidir. Tekrarlar arasindaki fark %2'den azdir.
(-) : inhibisyon yok.
En yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip tiir olarak belirlenen M. exscissa mantari
haricinde, genel olarak calismamiz kapsaminda kullanilan makro mantar tiirlerinin
cogunun antimikrobiyal etkiye sahip olmadigi veya zayif aktivite gosterdigi

saptanmuistir.
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Cesitli mantarlarin antimikrobiyal aktivitesi lizerine yapilan arastirmalarda elde
edilen sonuglara gore, degisik c¢oziicillerle hazirlanan  ekstrelerin  test
mikroorganizmalarina karsi farkli etkiler olusturduklar1 belirlenmistir (Hirasawa,
1999 ; Quereshi, 2010). Uzerine bir ¢ok arastirma yapilan mantarlardan T. versicolor
mantart ile elde edilen veriler, baska arastirmacilarin (Yamag, 2006) 6nceden yapmis
oldugu, farkli ¢oziiciiler kullanarak (etil asetat, aseton) olusturulan ekstrelerinin, P.
aeruginosa, S. aureus bakterilerine karst 10mm'den az inhibisyon ¢ap1

gozlemledikleri, calismalarinin sonuglarii dogrular niteliktedir.

Antimikrobiyal aktivitesi belirlenen tiirlerin, kimyasal igerikleri bilinmediginden
dolay1  etkilerinin  hangi bilesen ya da Dbilesenlerden kaynaklandigi
belirtilememektedir. Makro mantarlarin antimikrobiyal etkilerine, fungal yapida
sentezlenen ve organizmaya has bazi fenolik bilesikler, piirinler ve pirimidinler,
kuinonlar, terpenoidler ve fenil propanoid tiirevi antagonistik maddelerin neden
oldugu bilinmektedir. Bunlara ilaveten, daha Onceki yapilan arastirmalara
bakildiginda, mantarlardaki antimikrobiyal etkinin kaynagini mniopetals,
oudemansin, favolon, diatretol, lanostane ve strobilurin gibi biyoaktif bilesiklerin
olusturdugu goriilmektedir (Lindequist, 2005). Tez ¢alismamizda genel tarama
kapsaminda; metanol ¢oziiciisii  kullanilarak elde edilen ham ekstrelerin
mikroorganizmalara uygulanmasi, yeni antimikrobiyal ajanlarin belirlenmesi
konusundaki aragtirmanin ilk asamasini olusturmaktadir. Dolayisiyla bu calismaya ek
olarak, antimikrobiyal etki gozlenen mantar ekstrelerinin minimum inhibisyon
konsantrasyonunun (MIC) belirlenmesi, etken maddelerin saflastirilmast ve
kromotografik yontemlerle elde edilmesi, s6z konusu mantar ekstresinin daha detayl
karakterizasyonuna ve biyoaktif bilesenlerinin aktivitelerinin daha iyi anlagilmasina

olanak saglayacaktir.

3.2. Makro Mantar Metanolik Ekstrelerinin Antitimor Aktivitesi

Mugla ili ve ilgelerinden toplanan makro mantarlardan hazirlanan ekstrelerin, kanser
hiicreleri olan, DU-145 (prostat kanseri), PC-3 (prostat kanseri), A-549 (akciger
kanseri), CCC-221 (kolon kanseri), MCF-7 (meme kanseri), K-562 (kronik myeloid
16semi hiicre hatt1) ve bir normal hiicre olan BEAS-2B (saglikli epitel hiicresi)

tizerinde hiicre proliferasyonuna etkileri MTT yontemi ile arastirilmistir (Sekil 3.4).
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Denemeler duplike olarak yapilmis olup, duplikeler arasindaki farkin %4'den az

oldugu tespit edilmistir.

Sekil 3.4. Hiicrelerin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik
goriintiisii (40x)
Makro mantar metanolik ekstrelerinin 72 saatlik inkiibasyonu sonucu elde edilen
MTT sonuclarina gore, normal hiicre olan BEAS-2B hiicre ¢ogalmasini, higbir
sekilde muamele edilmeyen kontrol hiicrelerine kiyasla olumsuz etkileyen, C.
cibarius, T. versicolor ekstreleri olmustur (Sekil 3.5). Negatif kontrol amagh
kullanilan DMSO'nun hiicre ¢ogalmasini kontrole kiyasla 1,10 oraninda azalttig1 géz
Oniine aliirsa, etkili bu tiirlerin, gercekte normal hiicre proliferasyonuna karst ¢cok
daha az baskilayici etkiye sahip olduklar1 goriilmektedir. C. cibarius mantari; 1,14 ,
T. versicolor; 1,41 oraninda BEAS-2B hiicre ¢ogalmasina karsi azaltict etki

gosterirken, S. crassa mantari ise 1,52 oraninda hiicre ¢ogalmasini arttirmistir.
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Sekil 3.5. Makro mantar ekstrelerinin BEAS-2B hiicre ¢cogalmas iizerine etkisi
Biitiin mantar ekstreleri 8mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde uygulanmis olup; degerler 72
saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen verileri géstermektedir.
Kronik myeloid 16semi hiicresine (K-562) mantar ekstrelerinin uygulanmasi ile elde
edilen MTT sonuglarmma gore, en etkili mantar C. cibarius mantar1 olarak
belirlenmigtir. Neredeyse hi¢ etkisi bulunmayan ¢oziici DMSO'mun yaninda,
kontrole oranla C. cibarius metanolik ekstresinin, hiicre ¢gogalmasini 2,22 oraninda
azalttigi ve kolsisinden daha etkili oldugu gorilmistir (Sekil 3.6). Diger
ekstrelerden, R. flavescens ve S. crassa hiicre ¢ogalmasini 1,68 oraninda azaltirken,
T. versicolor 1,56 oraninda azaltarak K-562 tiimor hiicre proliferasyonuna karsi
azaltic1 etki gostermiglerdir. C. geotropa ve L. delicious ekstrelerinin ise, sirasiyla

1,62 ve 2,84 oranlarinda hiicre ¢gogalmasini arttirdig1 saptanmaistir.
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Sekil 3.6. Makro mantar ekstrelerinin K-562 hiicre ¢cogalmasi iizerine etkisi
Biitiin mantar ekstreleri 8mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde uygulanmis olup; degerler 72
saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen verileri gostermektedir.
Kronik myeloid 16semi hiicresine kars1 yiiksek oranda antiproliferatif etki gosteren C.
cibarius mantarinin, metanol ¢oziicisi kullanilarak elde edilen ham ekstresinin
gostermis oldugu etkinin, igerebilecegi polisakkaritler, proteinler ve fenolik icerikten
kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. C. cibarius mantari iizerine yapilan daha onceki
calismalara bakildiginda, bu mantarin biyoaktif komponentlerinin kantitatif analizi
yapilmis ve yiiksek miktarda fenol ve flavanoid igerdigi belirlenmistir (Ramesh,
2010). Fenoller ve flavanoidlerin mantarlarda antitimor aktiviteye neden olan
bilesenlerden oldugu birgok ¢aligmada kanitlanarak kesinlik kazanmigtir (Lull ve
Wichers, 2005 ; Harhaji ve Mijatovic, 2008). Bu ¢alismanin sonucu olarak
belirlenen, K-562 hiicresine kars1 gozlenen C. cibarius antiproliferatif etkisi, daha
onceki arastirmalardan da anlasilacag tizere yiliksek olasilikla farkli birgok bileseni

bir arada kapsayan fenolik igeriginden kaynaklanmaktadir.

Calisilan kanser hiicrelerinden bir digeri olan prostat kanser (DU-145) hiicresine 72

saatlik siire zarfinda mantar ekstrelerinin uygulanmasi ile elde edilen MTT

sonuclarina bakildiginda ise, anlamli bir antiproliferatif etki gézlenmemistir (Sekil

3.7). Coziicii olarak kullanilan DMSO kontrole kiyasla hiicre ¢ogalmasmi 1,39
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oraninda arttirirken, mantarlardan, C. geotropa ve R. flavescens ekstrelerinin ayni
oranda etki gostererek, hiicre ¢cogalmasini 1,75 oraninda azalttigi goriilmiistiir. DU-
145 hiicre ¢ogalmasini arttiran mantarlardan L. delicious; 1,36 , M. exscissa; 1,80 ve

S. hirsitum ekstresi ise 2,07 oraninda etkili olmuslardir.
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Sekil 3.7. Makro mantar ekstrelerinin DU-145 hiicre ¢ogalmasi iizerine etkisi
Biitiin mantar ekstreleri 8mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde uygulanmis olup; degerler 72
saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen verileri gostermektedir.
Bir diger prostat kanser (PC-3) hiicresine mantar ekstrelerinin uygulanmas: ile 72
saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen MTT sonuglaria gore; en fazla antiproliferatif
etkiye sahip ekstre, T. versicolor mantar1 ekstresi olarak belirlenmistir. Hiicre
cogalmasini 1,15 oraninda azaltan DMSO'nun etkisinin yaninda, T. versicolor
ekstresi kontrole kiyasla kolsisinden daha fazla etki gostererek 1,70 oraninda hiicre
¢ogalmasini baskilamistir (Sekil 3.8). Bunun yaninda C. cibarius ekstresi, kontrole
kiyasla 1,37 oraninda etki gostererek, PC-3 hiicresine kars1 bir diger antiproliferatif
etkiye sahip mantar olmustur. Diger mantar ekstrelerinde PC-3 kanser hiicresine
kars1 anlamli bir antiproliferatif etki gozlenmezken, L. delicious mantar ekstresi 1,38

oraninda hiicre ¢cogalmasini arttirmistir.
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Sekil 3.8. Makro mantar ekstrelerinin PC-3 hiicre ¢cogalmasi iizerine etkisi
Biitiin mantar ekstreleri 8mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde uygulanmis olup; degerler 72
saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen verileri gdstermektedir.
Literatiir taramalarinda, yapilmis c¢aligmalara bakildiginda, sitotoksik ve
antiproliferatif etkileri daha Onceden arastirilmis olan T. versicolor mantari
ekstresinin PC-3 , CCC ve A-549 kanser hiicrelerine karsi antiproliferatif etkiye
sahip oldugu tespit edilmistir. T. versicolor mantar1 etanol ile elde edilen ekstresinin,
PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicreleri {izerine baskilayict etkisi oldugu
kaydedilmistir (Hsieh ve Wu 2001). Elde ettigimiz, T. versicolor metanolik
ekstresinin PC-3 hiicresine kars1 gosterdigi antiproliferatif etki onceki yapilan bu
calismay1 dogrular niteliktedir. Farkli ¢oziiciiler kullanilarak, farkli ortam sartlarinda
yapilan her iki deneyde de, T. versicolor mantarinin prostat kanseri tizerine etkisi
oldugu goriilmektedir (Sekil 3.8). Bizim elde etmis oldu§umuz sonuca gore T.
versicolor ekstresinin Onceden yapilmis ¢alismadan farkli olarak, sadece PC-3
hiicresi tizerinde etkili olmasinin sebebinin, ekstraksiyon sirasinda farkli ¢oziiciilerin
kullanilmis olmasindan dolayi, ekstrelerin farkli kimyasal maddeleri, dolayisiyla
farkli aktif bilesenleri igeriyor olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Ayrica mantarin yetistigi dogal ortamin farkliligi ve buna bagl olarak aktif
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bilesenlerinin miktarinin degisebilecegi gbéz Oniinde bulundurulmasi gereken

etmenlerden biridir.

Makro mantar metanolik ekstrelerinin kolon kanseri hiicre (CCC-221) hatt1 ile 72
saatlik inkiibasyonu sonucu elde edilen MTT sonuglarina goére; C. cibarius ve T.
versicolor mantarlar1  sitotoksik  etki  gostererek  hiicre  proliferasyonunu
baskilamiglardir. Hiicre c¢ogalmasini 1,49 oraninda azaltan DMSO'nun etkisi
¢ikarildiginda, kontrole oranla C. cibarius mantar1 1,38 , T. versicolor mantari ise
1,28 oraninda etkili olmuslardir (Sekil 3.9). Diger mantar ekstrelerinde CCC-221
hiicresine kars1 anlamli bir antiproliferatif etki gézlenmezken, C. geotropa mantari

kontrole kiyasla 1,52 oraninda hiicre ¢ogalmasin1 arttirmistir.
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Sekil 3.9. Makro mantar ekstrelerinin CCC-221 hiicre cogalmasi iizerine etkisi
Biitiin mantar ekstreleri 8mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde uygulanmis olup; degerler 72
saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen verileri gdstermektedir.
Akciger kanseri (A-549) hiicre hatti'na, makro mantar metanolik ekstrelerinin
uygulanmasi sonucu elde edilen MTT sonuglarina bakildiginda, en etkili mantar T.
versicolor olarak belirlenmistir (Sekil 3.10). Fakat ¢6ziicii olarak kullanilan DMSO,
hiicre ¢ogalmasini kontrole kiyasla 2,23 oraninda azaltmistir. DMSO'nun etkisi

cikarildiginda, T. versicolor ekstresi kolsisinden daha etkili olarak; 1,16 oraninda, C.
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geotropa ekstresi; 1,06 ve R. flavescens ekstresi ise A-549 hiicresine karsi kontrole
kiyasla 1,09 oraninda etkili olmuslardir. Diger mantar ekstrelerinde A-549 kanser

hiicresine kars1 anlamli bir antiproliferatif etki gozlenmemistir.
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Sekil 3.10. Makro mantar ekstrelerinin A-549 hiicre cogalmasi iizerine etkisi
Biitiin mantar ekstreleri 8mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde uygulanmis olup; degerler 72
saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen verileri gdstermektedir.
Trametes (Coriolus) versicolor mantar1 lizerine yapilmis daha 6nceki ¢aligmalarda,
bu mantardan gii¢lii biyolojik aktiviteye sahip polisakkaropeptit (PSP) ve protein-
bagli polisakkarit Krestin (PSK) izole edilmistir. Bu bilesenlerin 16semi, lenfoma,
hepatom, gogiis, akciger ve prostat tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu baskilayarak
giclii biyolojik aktiviteye sahip oldugu cesitli arastirmalar sonucunda kesinlik
kazanmistir (Tsukagoshi, 1984; Kidd 2000; Hsieh ve Kunicki 2002; Lau, 2004;
Chan, 2006). Tez ¢alismamiz kapsaminda T. versicolor metanolik ekstresinin K-562,
PC-3, CCC-221 ve A-549 hiicrelerine kars1 onemli antitiimdr etki gostererek calisilan
tiirler arasinda en fazla antitiimor etkiye sahip mantarlardan oldugu belirlenmis olup,
elde edilen bu veriler, T. versicolor mantariyla ilgili yapilan daha onceki ¢aligmalarla

birbirini dogrular niteliktedir.
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Morfolojilerine gore gruplara ayrilan Morchella mantarlarindan elde edilen
metanolik ekstrelerinin saglikli epitel hiicresi (BEAS-2B) ile 72 saatlik inkiibasyonu
sonucu elde edilen MTT sonuglarma goére; tim Morchella gruplarinin hiicre
cogalmasinmi arttirdigi belirlenmistir (Sekil 3.11). Coziici DMSO'nun  hiicre
cogalmasimi 1,64 oraninda disiirdiigii goriliirken; kontrole kiyasla, Morchella 1.
grup ekstresi 1,90, 2. grup ekstresi 2,56 , 3. grup ekstresi 1,85 , 5. grup ekstresi 2,04

ve 6. grup Morchella ekstresi ise 2,08 oraninda hiicre ¢ogalmasini arttirmistir.
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Sekil 3.11. Morchella ekstrelerinin BEAS-2B hiicre cogalmasi iizerine etkisi
Biitiin mantar ekstreleri 8mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde uygulanmus olup; degerler 72
saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen verileri gdstermektedir.
Morchella gruplarindan olusturulan metanolik ekstrelerinin Kronik myeloid 16semi
hiicre hatt1 (K-562) ile 72 saatlik inkiibasyonu sonucu elde edilen MTT verilerine
bakildiginda; 2. grup disinda tiim Morchella gruplarinin antiproliferatif etkiye sahip
oldugu saptanmistir (Sekil 3.12). Coziicii DMSO'nun 1,36 oraninda etkili oldugu
goriilen deneyde, Morchella 6. grup ekstresi kontrole kiyasla 1,97 oraninda hiicre
¢ogalmasimi azaltarak, K-562 hiicresine karst en etkili Morchella grubu olarak
belirlenmistir. Diger gruplarin etkilerine bakildiginda ise; 1. grup ekstresi 1,42 , 3.
grup ekstresi 1,56 , 4. grup ekstresi 1,80 , 5. grup ekstresi 1,27 , 7. grup ekstresi 1,67

ve 8. grup Morchella ekstresi 1,12 oraninda antiproliferatif etki gostermislerdir.
49



K-562
1,80 -
1,60 1 [ |
1,40 - -
S
£ 1,20 - —
o
~ 1,00 - —
= _
S 0,80 -
[
20,60 -
<
0,40 -
0,20 - H
0,00
> 0 N Vv & X 5 o A S
S N S
o © & & & & & 0@9 & &
Konsantrasyon 8mg/ml

Sekil 3.12. Morchella ekstrelerinin K-562 hiicre ¢cogalmas iizerine etkisi
Biitiin mantar ekstreleri 8mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde uygulanmis olup; degerler 72
saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen verileri gdstermektedir.
Literatiire bakildiginda, yapilan bir¢ok calismada da belirtildigi gibi fenoller ve
flavanoidler, ham ekstrelerde bulunan major biyoaktif komponentlerdendir. Buna
ilaveten deney materyali olan mantarlarin hiicre duvari ana bileseninin B-glukan-kitin
kompleksleri ve mannoproteinler (Zhang, Cui vd., 2007) oldugu biliniyor olmasi
dolayisiyla, metanol ile edindigimiz fenolik ekstrelerin etkilerinin, bir arada icermis

olduklar1 biyoaktif bilesenlerden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Farkli morfolojilere sahip Morchella gruplarimin metanolik ekstrelerinin prostat
kanser hiicresi (DU-145) ile 72 saatlik inkiibasyonu sonucu elde edilen MTT
sonuclarina gore; 1., 5., 7. ve 8. gruplarin antiproliferatif etkiye sahip olduklar
belirlenmistir (Sekil 3.13). Morchella 1. grup ekstresi 1,25, 5. grup ekstresi 1,21 , 7.
grup ekstresi kontrole kiyasla 1,28 oraninda DU-145 hiicresine kars1 etkili
olmuslardir. Bunun yaninda, Morchella 2. grup ekstresi 2,36 oraninda , 3. grup ve 4.
grup ekstreleri ise sirasiyla 1,32 ve 1,30 oranlarinda hiicre ¢ogalmasini

arttirmislardir.
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Sekil 3.13. Morchella ekstrelerinin DU-145 hiicre ¢ogalmasi iizerine etkisi
Biitiin mantar ekstreleri 8mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde uygulanmis olup; degerler 72
saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen verileri gdstermektedir.
Bir diger prostat kanser hiicresi (PC-3) ile Morchella gruplari metanolik ekstrelerinin
72 saatlik inkiibasyonu neticesinde elde edilen verilere bakildiginda ise; en fazla
antiproliferatif etkiye sahip ekstre olarak kontrole kiyasla 2,33 oraninda etki gosteren
4. grup Morchella ekstresi belirlenmistir (Sekil 3.14). Antiproliferatif etkiye sahip
diger grup ekstrelerinden, Morchella 3.grup ekstresi 2,1 ; 5.grup ekstresi 1,86; 6.grup
ekstresi 1,35 ve 7.grup ekstresi ise kontrole kiyasla 1,75 oraninda etkili olarak hiicre
¢ogalmasini baskiladiklar1 goriilmiistiir. Diger gruplardan 1., 2. ve 8. grup Morchella

ekstreleri ise aksine hiicre ¢ogalmasini arttirmistir.
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Sekil 3.14. Morchella ekstrelerinin PC-3 hiicre ¢ogalmasi iizerine etkisi
Biitiin mantar ekstreleri 8mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde uygulanmis olup; degerler 72
saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen verileri gdstermektedir.
Kolon kanser hiicresi (CCC-221) ile gruplara ayrilan Morchella metanolik
ekstrelerinin 72 saatlik inkiibasyonu sonucu elde edilen MTT sonuglarina
bakildiginda; 5.grup Morchella ekstresi kontrole kiyasla 1,75 oraninda
antiproliferatif etki gostererek en etkili ekstre olarak saptanmistir (Sekil 3.15). Ayrica
Morchella 4. grup 1,19 ve 7.grup ekstresi ise 1,36 oraninda hiicre ¢ogalmasini
azaltmisgtir. Diger Morchella gruplari ise aksi etki gostererek hiicre ¢ogalmasini
arttirmis olup, bunlardan, 1., 2. ve 8. grup ekstreleri sirasiyla 2,08 , 1,73 ve 1,72

oranlarinda etkili olmuslardir.
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Sekil 3.15. Morchella ekstrelerinin CCC-221 hiicre cogalmasi iizerine etkisi

Biitiin mantar ekstreleri 8mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde uygulanmis olup; degerler 72

saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen verileri gdstermektedir.

Calisilan hiicre hatlarindan Akciger kanser hiicresi (A-549) ile, ekstreleri elde edilen

farkli morfolojilere sahip Morchella gruplarinin 72 saat inkiibasyona birakilmasi

sonucu olusturulan MTT verilerine gore; 3. , 4., 6., 7. ve 8. gruplar A-549 kanser

hiicresine kars1 antiproliferatif etki sergilemislerdir. En etkili ekstrelerden 4.grup 3;

7.grup ise kontrole kiyasla 2,92 oranlarinda hiicre ¢ogalmasini azaltmiglardir. Ayrica

3.grup 1,5 ; 6.grup 1,72 ve 8.grup ise kontrole kiyasla 1,15 oraninda etki

gostermislerdir (Sekil 3.16). Diger gruplarda ise herhangi bir antiproliferatif etki

gozlenmezken, aksine hiicre cogalmasin arttirdiklart goriilmiistiir.
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Sekil 3.16. Morchella ekstrelerinin A-549 hiicre cogalmasi iizerine etkisi
Biitiin mantar ekstreleri 8mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde uygulanmis olup; degerler 72
saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen verileri gostermektedir.
Morchella gruplarindan olusturulan metanolik ekstrelerinin, meme kanser hiicresi
(MCF-7) ile 72 saatlik inkiibasyonuyla elde edilen MTT verilerine bakildiginda;
denenen gruplar igersinde antiproliferatif etkiye sahip olarak 5. ve 7. grup ekstreleri
saptanmustir (Sekil 3.17). Bunlardan 5.grup 1,35 ; 7.grup ise kontrole kiyasla 1,31
oraninda etkili olmustur. Diger gruplar ise MCF-7 hiicresi ¢ogalmasini arttirmis olup,

en fazla etki gosteren 3. grup ekstresi, kontrole kiyasla 1,91 oraninda etkili olmustur.
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Sekil 3.17. Morchella ekstrelerinin MCF-7 hiicre cogalmasi iizerine etkisi
Biitiin mantar ekstreleri 8mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde uygulanmis olup; degerler 72
saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen verileri gdstermektedir.
Morfolojilerine gore gruplara ayrilan Morchella mantarlarindan elde edilen verilere
bakildiginda, ekstrelerin her birinin, calisilan hiicre hatlarina kars1 farkli etkilere
sahip oldugu gozlenmistir. Sonuglardan anlagilacagi ilizere, ayni cins kategorisi
icersinde yer alan bu mantarlarin etkilerinin farkli olmasinin sebebi, biiyiik bir
olasilikla ihtiva ettikleri kimyasal igeriklerinin; farkli oranlarda ve/veya degisik
karaktere sahip bilesenler bulundurmasindan kaynaklanmaktadir. Buna ilaveten
gruplar arasindaki aktivite farkinin, denenen solventin ¢dzebildigi ve mantarlarin
icerdigi degisik karakterdeki bilesenlerinin hiicrelerle olusturdugu etkilesiminden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Literatiirdeki daha once yapilan ¢alismalarda rastlandig: tizere, Morchella cinsine ait
tirlerden M. esculenta {izerine yapilan bir arastirmada, bu mantardan
immiinostimiilatdr etkiye sahip yiiksek molekiiler agirlikli galaktomannan izole
edilmistir (Duncan, 2002). Baska bir arastirmada ise M. esculenta mantari
misellerinin su ve etanol ile ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrenin
hepatoprotektif (karacigeri koruyucu) etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Nitha,
2011). Ozellikle K-562 ve CCC-221 kanser hiicreleri iizerine dnemli antitimér etkisi
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belirlenen Morchella gruplarindan elde edilen veriler, daha Onceki yapilan bu
caligmalarla uyum igersindedir. Polisakkaritlerin  (6zellikle B-D-glukanlar)
mantarlarda antitiimor etkiye sahip bilesiklerin basinda geldigi (Lull ve Wichers,
2005) bilgisine ilaveten, Morchella esculenta tiirlinden bir heteroglikan
(galaktomannan) izole edilmesi, bizim elde etmis oldugumuz antitimor etkiyi

dogrular niteliktedir.

3.3. Antiproliferatif etki gosteren mantar ekstrelerinin doz denemesi

Kanser tedavisinde, tiimor hiicrelerinin zararsiz bir sekilde ortadan kaldirilmasi, en
temel yaklasimlardan biridir. Bu nedenle arastirmamiz kapsaminda mantar
ekstrelerinin kanser hiicrelerine kars1 etkisi yaninda, saglikli hiicre tizerindeki etkisi
de arastinnlmigtir. Calisilan kanser hiicrelerine karsi antiproliferatif etkisine kiyasla,
saglikli epitel hiicresine kars1 en aza yakin derecede etkiyen mantarlardan Clitocybe
geotropa ve Morchella 6. grup ekstrelerinin antiproliferatif aktivite gosterdikleri
hiicre hatlarina karsi, etkili konsantrasyon aralig1 arastirmasit yapilmistir. Yapilan her
deneyde 96-kuyucuklu mikroplakalar ve ekstrelerin her konsantrasyonu igin 4 ayri
kuyucuk kullanilmistir. Her bir konsantrasyon ig¢in 2 kuyucuk ise kontrol grubu

(normal hiicre hatt1) olarak degerlendirilmistir.

Clitocybe geotropa ekstresinin, A-549 akciger kanser hiicresi ile 72 saatlik
inkiibasyonu sonucu doza bagimli hiicre ¢ogalmas: lizerine etkisi belirlenmistir
(Sekil 3.18). C. geotropa mantar1 ekstresi uygulanan A-549 ve BEAS-2B
hiicrelerinden elde edilen MTT sonuglarina gére; 0,125mg/ml konsantrasyonda
uygulandiginda her iki hiicre ¢ogalmasinda da azalma belirlenmesinin yanisira;
0,25mg/ml ve 0,5mg/ml konsantrasyonlarinda kontrol olan saglikli epitel hiicresine
kars1 etkili olmazken, akciger kanser (A-549) hiicrelerine karsi antiproliferatif etkiye
sahip oldugu gorilmiistiir. En etkili konsantrasyon olan 0,5mg/ml uygulandiginda
kanser hiicre biiylimesini kontrole oranla 2,09 kata kadar azaltirken, BEAS-2B
hiicresinde 1,15 oraninda azalmaya sebep olmustur. Benzer sonuglara 4mg ve
8mg/ml konsantrasyonlar uygulandiginda da ulagilmis olup; 4mg/ml ekstre muamele
edildiginde kanser hiicresi proliferasyonunda 1,42 oraninda azalma gozlenirken,
saglikli epitel hiicresi proliferasyonunda 1,16 kat artisa sebep oldugu saptanmistir.

Tim bu bulgular neticesinde, C. geotropa metanolik ekstresinin BEAS-2B saglikli
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hiicresine nazaran, A-549 kanser hiicresi iizerinde antiproliferatif etki gosterdigi
bulunmustur. Ayrica, bu parametre {izerinde en etkili dozun 0,5mg/ml oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 3.18. A-549 hiicresinde Clitocybe geotropa ektresinin konsantrasyona bagli olarak hiicre
cogalmas iizerine etkisi
Veriler, bir deneyin duplikelerinin ortalamasini gostermektedir. Duplikeler arasindaki fark %3’den az
olup, deney benzer sonuglarla tekrarlanmigtir.
Doz arastirmasi yapilan mantarlardan Morchella 6.grup ekstresinin, PC-3 prostat
kanser hiicresi ile 72 saatlik inkiibasyonu ile doza bagimli hiicre ¢ogalmasi lizerine
etkisi saptanmugtir (Sekil 3.19.). Morchella mantar1 6.grup ekstresi uygulanan PC-3
ve BEAS-2B hiicrelerinden elde edilen verilere bakildiginda; metanol ¢oziiciisii ile
olusturulan fenolik igerige sahip ekstre 0,125mg-2mg/ml konsantrasyon araliginda
uygulandiginda kontrol olan BEAS-2B hiicre c¢ogalmasini 1,41 katina kadar
arttirirken, PC-3 hiicresine karsi antiproliferatif etkiye sahip oldugu ve hiicre
cogalmasimi kontrole kiyasla 1,09-1,32 oranlarinda azalttig1 belirlenmistir. Diger iki
konsantrasyonda (4mg/ml ve 8 mg/ml) ise, ekstre ile muamele edilmeyen kontrol
hiicrelerle kiyaslandiginda kanser hiicre ¢ogalmasinda 1,13-1,08 oraninda artis
gozlenirken, saglikli epitel hiicresinde 1,48-1,61 oranlarinda artisa sebep olmustur.

Elde edilen veriler g6z 6niine alindiginda, 6. grup Morchella ekstresinin BEAS-2B
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saglikli hiicresine kiyasla, PC-3 kanser hiicresine kars1 daha fazla antiproliferatif etki
gosterdigi belirlenmistir. Mitokondriyal aktiviteye dayali MTT yontemi ile elde
etmis oldugumuz bu bulgular, biiyiik olasilikla mitokondriyal aktivitede azalma ve

sitotoksik etkiyi isaret etmektedir.
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Sekil 3.19. PC-3 hiicresinde Morchella 6 ektresinin konsantrasyona bagh olarak hiicre
cogalmasi iizerine etkisi
Veriler, bir deneyin duplikelerinin ortalamasini gostermektedir. Duplikeler arasindaki fark %3’den az
olup, deney benzer sonuglarla tekrarlanmistir.

Tez calismamizda, farkli kanser hiicrelerine karsi antiproliferatif etki sergileyen
mantar ham ekstrelerinin kimyasal icerik analizleri yapilmadigindan ve aktif
bilesenler saptanmadigindan dolayi, hiicrelerde meydana gelen in vitro sitotoksik
etkiye sebep olan etken madde veya maddeleri kesin bir sekilde belirtmek bu
calisma kapsaminda miimkiin degildir. Ancak metanol ¢dziiciisli kullanimiyla fenolik
icerige sahip ekstre elde ettigimiz goz Oniine alinacak olursa, antiproliferatif aktivite
gostermis ekstrelerin etkilerinin kaynaginin; flavanoidler, lignanlar, fenolik asitler
terpenoitler gibi fenolik bilesenler olabilecegi diistiniilmektedir (Mattila, 2001,
Ramesh ve Pattar, 2010).
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Son yillarda daha da 6nem kazanmig ve tip alaninda gereksinim duyulan dogal
biyoaktif bilesenlerin arastirllmasinda, yapilan sitotoksisite tarama yontemleri
ekstreler ve saf bilesenler i¢in ilk asamay1 olusturmaktadir. Kanser hiicrelerine karsi
ekstrelerin olasi etkilerini belirlemek amaciyla uyguladigimiz MTT yontemiyle elde
edilen verilere bakildiginda, 17 degisik mantar ekstresinin denenen hiicre hatlarina

kars1 farkli derecede, farkli etkiye sahip oldugu gorilmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Makro mantar ekstrelerinin hiicre biiyiimesi iizerine etkileri

BEAS-2B K-562 DU-145 PC-3 ccc A_549 MCF-7
Cantharellus cibaris -1.14 -2,22 -1.65 -1.37 -1.38 +1.,05 TE
Chitocybe geotropa +1,22 +1.62 -1.75 +1,15 +1.52 -1.,06 TE
Gyromifra escrilenta +1.21 -1.15 -1.5 +1.25 +1,18 +1.21 TE
Lactarins delicions +1.31 +2.84 +1.36 +1.38 +1,18 +1.20 TE
Melanolenca exscissa +1.24 -1.21 +1.80 +0.,79 +1.23 +1.21 TE
Ramaria flavescens +1.13 -1.68 -1.75 -1.05 +1.,26 -1.09 TE
Sarcosphaera crassa +1.52 -1.68 -1.57 +1.08 +1,23 +1.20 TE
Sterewm Iursitum +1.11 -1,15 +2.07 -1,02 +1,14 +1.11 TE
Trametes versicolor -1.41 -1.56 +1.01 -1.70 -1.28 -1.16 TE
Morchelln 1 +1.90 -1.42 -1.25 +1,38 +2.08 +1,01 +1.38
Morchelln 2 +2.56 +1,07 +2.36 +1.11 +1.73 +1.14 TE
Morchelln 3 +1.85 -1.56 +1.32 2.1 +1.03 -1.5 +1.91
Morchelln4 +1.21 -1.80 +1.30 -2,33 -1.19 -3 TE
Morchelln 5 +2.04 -1.27 -1.21 -1.86 -1.75 +1.11 -1.35
Morchelln 6 +2.08 -1.97 +1.14 -1.35 +1.25 -1,72 TE
Morchella 7 +1.20 -1.67 -1,28 -1.75 -1.36 -2.92 -1.31
Morchelln 8 +1.43 -1.12 -1.,06 +1,01 +1.72 -1.15 +1.26

Rakamlar, hiicre cogalmasi degerlerinin DMSO degerlerine normalize edilerek kontrole oranini gostermektedir.

(-): hiicre gogalmasinin azalmasi ; (+): hiicre ¢ogalmasinin artmasi ; (TE): test edilmedi.
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K-562 hiicresine karst maksimum antitlimor etki C. cibarius ekstresinde belirlenmis
olup, Morchella gruplarindan 4. ve 6. gruplar ise bu kanser hiicresine karsi en fazla
etki gosteren tiirlerin basinda gelmektedir. Prostat kanser hiicresi olan DU-145
hiicresine karsi en fazla antitimor etki sergileyen C. geotropa ve R. flavescens
ekstreleri disinda diger mantar ekstrelerinde hiicre ¢ogalmasini baskilayan anlaml
bir etki gézlenmemistir. PC-3 hiicresi ile elde edilen bulgularda ise, Morchella 4.
grup ekstresinin denenen tiirler arasinda bu kanser hiicresi lizerine en fazla etkiye
sahip mantar oldugu saptanmistir. Mantar ekstrelerinin kolon kanser hiicresi (CCC-
221) tizerine etkilerine bakildiginda, en fazla antitimor eki gosteren mantar, 5. grup
Morchella olup, 7. grup Morchella, C. cibarius ve T. versicolor mantarlarinin da

hiicre cogalmasini 6nemli oranda azalttig1 belirlenmistir.

Onceden yapilmis bir ¢ok arastirmada da (Hsieh ve Wu, 2001; Lau, 2004 ) etkisi
kanitlanmis bir mantar olan T. versicolor mantari, diger kanser hiicreleri {izerinde de
sahip oldugu etkiye ilaveten, akciger kanser hiicresine (A-549) karsi da etkili olarak,
bu hiicre tipinde, Morchella 4. ve 7. grup ekstreleri ile birlikte en fazla antitiimor etki
sergileyen tiirlerden olmustur. MCF-7 hiicresine kars1 denenen ekstreler arasinda ise
en etkili mantar 5. grup Morchella olup, 7. grup Morchella disinda diger ekstrelerin

hiicre ¢ogalmasini arttirdigr goriilmiistiir.

llerde yapilacak galigmalarda, antiproliferatif etkilerinin yan1 sira hiicre cogalmasini
arttirict  Ozellik gosteren bu mantar ekstrelerinin immiin sisteminde rol alan
hiicrelerin boliinmesi {izerinde de etkileri incelenerek immiin hiicre fonksiyonunu
nasil degistirdikleri anlagilabilir. Diger bir deyisle hiicre boliinmesini arttiran mantar
ekstrelerinin tiimor gelisimi {izerindeki etkisi direk hiicre boliinmesini engelleyerek
degil, belki de bagisiklik sistemini optimize ederek tiimor olusumunu engelleyebilir.
Bu bakis agisindan, hiicre boliinmesini engelleyen mantar ekstreleri kadar hiicre

bolunmesini arttiran mantar ekstreleri de 6nemli olabilir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez c¢alismasinda, Mugla yoresinde dogal olarak yetisen ve kendilerine has
aromalar1 nedeniyle yore halki tarafindan sevilerek tiiketilen Cantharellus cibarius,
Clitocybe geotropa, Gyromitra esculenta, Lactarius delicious, Melanoleuca exscissa,
Ramaria flavescens, Sarcosphaera crassa ve Morcella mantarlarina ilaveten, agagta
parazit olarak yetisen Stereum hirsitum, Trametes versicolor mantarlarindan metanol
ile ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrelerin cesitli bakterilere karsi
antimikrobiyal ve farkli kanser hiicrelerine karsi antiproliferatif aktiviteleri
aragtirtlmistir. Deney materyali olarak kullanilan mantar tiirii se¢iminde, ozellikle
yore halki tarafindan gida olarak tiiketilen tiirler segilerek, denemelerde mantarlarin
sapkalarindan elde edilen, farkli karakterde bir¢ok kimyasal bilesigi bir arada

bulunduran ham oziitler kullanilmistir.

Tez kapsaminda yapilan antimikrobiyal aktivite deneyleri sonucunda, kullanilan
mantar ekstrelerinden 8 tanesinin c¢alisilan bakteriler iizerinde hi¢ antimikrobiyal etki
gostermedigi saptanmistir (Cizelge 3.1). Pozitif kontrole esdeger derecede en yiiksek
antimikrobiyal etki (22mm inhibisyon zonu) E. coli bakterisi {izerinde M. exscissa
ekstresi ile elde edilmistir. Diger mantar ekstrelerinin hicbiri E. coli iizerinde etkili
olmamigtir. Kullanilan 17 farkli mantar ekstresinden 9 tanesi, P. aeruginosa
bakterisine karsi antimikrobiyal etki gosterirken, en yliksek etki 9mm inhibisyon
zonu ile Morchella 1. ve 6. grup ekstrelerinden elde edilmistir. Ekstrelerden 3 tanesi
2-3 farkli bakteri lizerinde diisiik diizeyde antimikrobiyal etki gosterirken, S. albus

bakterisine kars1 hicbir ekstre etki gostermemistir.

Mantar metanolik ekstrelerinin olas1 antitimor etkileri arastirmasinda, kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini tespit etmek amaciyla uygulanan MTT yontemi sonucunda,
denenen 17 mantar ekstresinin, 1 tanesi saglikli, toplam 7 hiicre hattina karsi olan
etkileri degerlendirildiginde; saglikli epitel hiicresine karsi diigiik oranda inhibitor
etki sergileyen C. cibarius ve T. versicolor ekstreleri disinda, diger 7 mantar ekstresi

hiicre ¢ogalmasii arttirmistir (Cizelge 3.2). Kronik myeloid 16semi hiicresine karsi
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ise 9 ekstreden 7'si hiicre gogalmasini azaltmistir, bunlardan en fazla etki gosteren C.
cibarius ekstresi olmustur. DU-145 prostat kanser hiicresine kars1 5 ekstre; PC-3
hiicresine kars1 ise 4 ekstre hiicre ¢ogalmasini azaltict etki sergilemistir. Mantar
ekstrelerinin CCC-221 kolon kanser hiicresine olan etkilerinde, C. geotropa ve
T.versicolor diginda tiim ekstrelerin hiicre ¢cogalmasini azalttigi goriilmistiir. Akciger
kanser hiicresine karsi ise 3 mantar ekstresinin baskilayici ektisi oldugu ve hiicre

cogalmasini azalttig1 belirlenmistir.

Morfolojilerine gore gruplara ayrilan Morchella mantar ekstrelerinin, kullanilan
kanser hiicrelerine karsi farkli derecede, farkli etkiye neden olduklar1 tespit
edilmistir.  Saglikli epitel hiicresi olan BEAS-2B iizerinde; tiim Morchella
ekstrelerinin hiicre ¢ogalmasinmi arttirdigr gozlenirken, toplam 8 farkli grup olan
Morchella ekstrelerinin biri disinda hepsinin Kronik lyeloid 16semi hiicrelerine karsi
inhibitor etkisi oldugu ve hiicre ¢cogalmasini baskilayarak azalmasina sebep oldugu
belirlenmistir (Cizelge 3.2). K-562 hiicresine karst maksimum etki 6. grup Morchella
ekstresinde goriilmiistiir. Iki farkli prostat kanser hiicresi olan DU-145 ve PC-3
hiicrelerine kars1 ise bazi gruplar hiicre cogalmasini azaltirken bazilar arttirici etki
gostermistir. Kolon kanser hiicresine karsi, 3 grup inhibitor etki gdstermis olup, en
fazla baskilayici etkiye sahip 5. grup Morchella ekstresi olarak belirlenmistir. MCF-7
meme kanseri hiicresine karsi denenen 5 Morchella grubundan 3 grup hiicre
cogalmasimi arttirirken, 5. ve 7. gruplar hiicre ¢cogalmasini azaltmiglardir. Akciger
kanser hiicresine (A-549) kars1i ise, 8 Morchella grubundan 5 grup, hiicre
cogalmasin1 azaltici etki goOstermis olup, 4. grup bu kanser hiicresine karsi
maksimum etki sergilemistir. Negatif kontrol amaclh kullanillan DMSO'un da bazi
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi {izerine baskilayici etkisi géz Oniine alinirsa, zayif
etkili baz1 mantar ekstrelerinin gergekte hicbir antitlimor etkiye sahip olmadiklar
goriilebilir.

Sonug olarak; bu tez calismasi kapsaminda antimikrobiyal ve antitiimor aktiviteleri
arastirilan mantar tiirlerinden, etkili olanlar belirlenmis olup, bu tiirlerden elde
edilecek aktif bilesenlerin, daha etkili ve daha giivenilir ilaglarin gelistirilmesinde

ithtiya¢ duyulan yeni kaynaklari olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

S6z konusu mantarlarin sapkalarindan elde edilen ham ekstreler kullanildigr ve

metanol ¢oziiclisii ile olusturulan ekstrelerin kimyasal igerigi belirlenmedigi i¢in,
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antitimor ve antimikrobiyal etkiye yol acan biyoaktif madde yada maddelerin
hangisi olduguna dair kesin bir sey sOylemek miimkiin degildir. Bu g¢alismanin
devami olarak, biyolojik aktivite gosteren ekstrelerin bilesenlerinin, daha hassas bir
sekilde kromatografik yontemlerle izole edilmesi ve biyoaktif bilesenlerin
belirlenmesi gerekmektedir. Boylece tip alaninda gereksinim duyulan yeni
antimikrobiyal ajanlarin ve kanser hiicreleri iizerinde biiyiimesini engelleyici etkiye

sahip fungal maddeler belirlenebilecektir.

Ayrica yapmis oldugumuz tez ¢alismamiz ex vivo kosullarda gergeklestirildiginden,
edindigimiz bulgular in vivo sonuglar1 birebir yansitmayabilir. Bu nedenle biyoaktif
bilesenlerin etkinliginin kesin olarak aciga ¢ikarilabilmesi i¢in daha ileri diizeyde ex
vivo ve in vivo ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bundan sonraki arastirmalar i¢in
aktif oldugu belirlenen tiirlerden elde edilecek oOziitlerin icerdikleri kimyasal
bilesenlerin ayrigtirllmasi1 ve elde edilen her bir bilesigin ayr1 ayr1 aktivite
diizeylerinin belirlenmesi onerilmektedir. Gelecekte, aktif bilesenlerin izole edilerek
insanlar tarafindan tedavi amach kullanimlar1 icin yeterli derecede kesinlik
saglandiktan sonra, in vivo kosullar1 yansitan, hayvanlarla olusturulacak deneylerle

calisma anlamli bir asamaya gelebilecektir.

Son olarak, bilindigi lizere immiin sistemi viicutta tiimor olusumunu engelleyen
onemli bir faktdrdiir. immiin sisteminin zayiflamasinda veya baskilanmasida canli
organizmalar ¢esitli timor olusumuna ve pek ¢ok hastaliklara maruz kalmaktadir.
Dolayisiyla ilerde yapilacak calismalarda hiicre boliinmesini arttiran mantar
ekstrelerinin immiin sistemi lizerindeki etkilerinin arastirilmasi, immiin sisteminin
optimize edilmesinde rol oynayan yeni bilesenlerin ortaya ¢ikarilmasina yardimci

olabilecektir.
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