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Yiizyillar boyunca insanlar mantarlar1 besin olarak tiiketirken aym zamanda hastaliklarin tedavilerinde
de kullanmaktadirlar. Makrofunguslar 21. yiizyilda birgok interdisipliner alanda farkli arastirmalara kaynak
olmakta ve tedavi amach ¢aligmalar igin kullanilmaktadir. Yenen ve yenmeyen mantar tiirlerinin birgogu 6nemli
tibbi caligmalarda kullamilarak elde edilen etkileri, hastaliklarin iyilestirilmesinde kullanilmaya baslanmustir.
Tiirkiye’de endemik bir mantar tiirii olan Tricholoma anatolicum un HEPG2 karaciger kanser hiicre hatti
iizerinde hidrojen peroksit(H,O2) kaynakli olusturulan oksidatif strese karsi hepatoprotektif etkileri
arastirilmistir.

Caligmada Tricholoma anatolicum ultrasonikasyon ve fraksiyon yontemleri sonucunda ekstrakte
edilmistir. Elde edilen ekstraktlarin HEPG2 karaciger kanser hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkileri arastirilip
hepatoprotektif etkileri belirlenmistir. Tricholoma anatolicum sulu ekstraktinin(EHTA) farkili konsantrasyonlari
24-48-72 saat HEPG2 hiicrelerinin hiicresel morfolojilerine ve yasam dongiisiine etkileri TBE (Trifan boyasi
dislama), XTT ve gercek zamanl hiicre analizi (Xcelligence cihaziyla) yontemleriyle belirlenmistir. EHTA
ekstraktinin HEPG2 hiicreleri iizerindeki TBE hiicre canliligi analizinde, 1-5 pg/ml konsantrasyonlarinin
hiicrede koruyucu etki gosterdigini ancak artan konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. XTT
sitotoksisite analizine gére EHTA ekstraktinin 24 saat ICso degeri > 2000 pg/ml, 72 saat ICso degeri 1525 pg/mi
olarak belirlenmistir. Xcelligence cihazinda yapilan ger¢ek zamanl hiicre analizinde EHTA ekstraktinin 24 saat
ICso degeri 241,539 png/ml, 48 saat ICso degeri 418,135 pg/ml ve 72 saat ICsp degeri 285,694 pg/ml olarak
belirlenmistir. EHTA ekstraktinin HEPG2 hiicreleri {izerinde hiicre yolagi (apoptoz ve nekroz) etkileri Annexin-
V-apc ve 7AAD floresan boyalar1 yardimiyla akim sitometri yontemiyle (flow sitometri) belirlenmistir. EHTA
ekstraktinin artan konsantrasyonlarda HEPG2 hiicrelerini apoptoza yonlendirdigi belirlenmigstir. Son olarak
EHTA ekstraktinda bulunan fenolik bilesikler DPPH metodu ve yiiksek performansli sivi kromotografisi
(HPLC) ile belirlenmistir. Analiz sonuglarina gére DPPH metodu analizinde EHTA ekstrakt1 25.000 pg/ml iken,
FHTA ve FETA ekstraktlar1 > 25.000 pg/ml olarak belirlenmistir. HPLC analizinde 100 g numunede 100 mg
referans noktasina géore EHTA ekstraktinda katesin ve vanilik asit pik vermis, FHTA ekstraktinda katesin pik
vermis ve FETA ekstrakt1 ise pik vermemistir. Arastirma sonuglarina gore T. anatolicum mantarimin diisiik
dozlarda HEPG?2 hiicreleri iizerinde sitostatik etkisi, yiiksek dozlarda ise sitotoksik etkisi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Hepatoprotektif etki, T. anatolicum, HEPG2, H,0,.
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People have been using mushrooms in the treatment of diseases as well as food, for centuries. In the 21
century, macrofungi is used in various interdisciplinary fields as a source for researches including therapeutic
based researches. Most of the edible and inedible mushroom species were used in important medical studies and
their effects were begun to be used in the treatment of diseases. This study focuses on the hepatoprotective
effects of Tricholoma anatolicum, which is endemic specie in Turkey, against oxidative stress based on
hydrogen peroxide (H202) on HEPG2 liver cancer cell line.

T. anatolicum used in this study was extracted with the help of ultrasonication and fraction methods.
Then the cytotoxic effects of extracts on HEPG2 liver cancer cell line were explored and their hepatoprotective
effects were determined. Moreover, various concentrations of aqueous extract (EHTA) of T. anatolicum were
determined by HEPG2 cells’s 24-48-72 hours effect analysis on their cellular morphology and life cycle, TBE
(Triphan Blue Exclusion), XTT and real-time cell analysis in of Xcelligence device.

Within the EHTA extract’s TBE cell viability analysis on HEPG?2 cells, it was determined that 1-5pg/ml
concentrations were to show protective effect in the cell, while there found to be cytotoxic effect in increasing
concentrations. According to XTT cytotoxicity analysis, the EHTA extract values were determined as follows:
24h 1Cso > 2000 pg/ml, 72 hours 1Cso. Furthermore, according to the real-time cell analysis made with
Xcelligence device, EHTA extracts were found to be; 24h 1Cso = 241.539ug/ml, 48 h 1Cs0 = 418.135ug/ml, 72 h
ICso = 285.694ug/ml. EHTA extract’s cell pathway (apoptosis and necrosis) effects on HEPG2 cells were
determined with flow cytometry method with the help of Annexin V-APC and 7AAD fluorescent dye. Increasing
concentrations of EHTA extracts were determined to direct HEPG2 cells to apoptosis. Finally, the phenolic
compounds found in EHTA extracts were determined with the help of DPPH and high performance liquid
chromatography (HPLC) methods.

According to the results of the analysis, while EHTA extract was determined to be 25,000pg/ml in
DPPH method analysis, FHTA and FETA extracts were found to be > 25,000ng/ ml. Moreover, considering the
HPLC analysis —according to the reference point of 100mg in 100g sample— within EHTA extracts, catechins
and vanillic acid peaked, within FHTA extracts catechins peaked and there was no peak within FETA extracts.
The final results revealed that T.anatolicum’s effect on HEPG2 was cytostatic at low doses, and cytotoxic at high
doses.

Keywords: Hepatoprotective effect, T. anatolicum, HEPG2, H,0; .
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1. GIRIS

Biyolojik organizmalarda serbest radikallerin olusumu ve ortadan kaldirilma hiz
bir denge igerisindedir. Oksidatif denge saglandig1 siirece biyolojik organizmalar
serbest radikallerden etkilenmemektedir. Ancak serbest radikal olusumu ile antioksidan
savunma mekanizmasi arasinda ciddi bir dengesizlik meydana gelmesi sonucunda
oksidatif stres olugsmaktadir. Oksidatif stres, hiicrelerin DNA veya hiicre membran1 gibi
bilesenleri ile serbest radikaller veya karsinojenlerin reaksiyona girmesi sonucunda
tahrip olmus hiicrelerin durumunu tanimlayan genel bir terimdir. Oksidatif strese maruz
kalan hiicrelerde, hiicresel hasar, savunma sistemi indiksiyonu, DNA hasar1 ve
kontrollii hiicre dliimii (Apoptozis) gibi fizyolojik degisimler meydana gelmektedir.
Ayrica oksidatif stres sonucunda iltihap, ateroskleroz, iskemi/reperfiizyon hasari,
yaslanma ve kanser gibi patolojik rahatsizliklar meydana gelmektedir. Dogal yollardan
aldigimiz besinlerde bulunan, antioksidan ve antikanser 6zellige sahip olan maddeler
baz1 bilesiklerin etkilerini notralize ederek oksidatif stres sonucunda meydana gelen
patolojik rahatsizliklar gibi toplumda erken oliimlerin baslica nedeni olan hastaliklar
onlemekte veya geciktirmektedir.

Son yillarda bu hastaliklar1 6nlemek icin tibbi tedavinin yani sira ¢esitli dogal
kaynaklara olan egilim gittikge artmaktadir. Kullanilan kaynaklardan biri de
mantarlardir. Diinya’da 100.000 civarinda mantar tiirli belirlenmistir. Belirlenen
tiirlerden 24.000 civarin1 makroskobik mantarlar olusturuken bunlarin yaklasik %50’si
cesitli yenilebilirlik 6zelligine sahiptir. Yaklasik 700 tiiriin ise onemli farmakolojik
ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir. Eski caglardan beri mantarlar gida olarak
kullanimimin yaninda tibbi amagla da insanoglu tarafindan degerlendirilmistir.
Yapilarinda bulunan biyoaktif maddeler sayesinde basta antikanser olmak {izere
bagisiklik sistemini diizenleyici, antioksidan, antiviral, antibiyotik gibi farkli tibbi
etkilere sahiptirler. Bu nedenle cesitli iilkelerde 6zellikle Asya {ilkelerinde alternatif
yontem olarak mantar kdkenli preparatlar kullanilmaktadir. Mantarlarin biiyiik bir kismi
giiclii farmasotik triinlere doniistiiriilerek bazi hastaliklarin tedavisi i¢in 6nemli bir
kaynak olusturmakta ve tedavilerde olumlu sonuglar vermeye devam etmektedir.

Bu ¢alismada mantar ekstrakti kullanarak, oksidatif strese maruz kalan karaciger
kanser hiicrelerinde meydana gelen hasarin engellenmesi ve hasarli hiicrelerin
onarilmas1 amaglanmaktadir. Ayn1 zamanda da mantar ekstraktinin hepatoprotektif

etkilerinin  belirlenmesi ile karaciger kanser tedavisine yardimci olabilecegi
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disiiniilmektedir. Elde edilecek veriler bilime ve alternatif tibba olduk¢a Onemli
katkilarda bulunacaktir.

Eski caglardan beri varligi bilinen mantarlarin besleyici degerlerinin yaninda,
uzun yillardir diinyanin birgok {iilkesinde tibbi amaglarla da kullanilmaktadir. Ayrica,
pek cok yenilemeyen ve zehirli mantar tiirlerinin de 6nemli tibbi 6zellikleri oldugu
saptanmigtir. Kiiltiir kosullarinda mantar liretme olanaklarinin gelismesi ile birlikte
mantarlarin ¢esitli hastaliklara karsi kullanimmin da yayginlastigi gozlenmektedir.
Mantarlar dogu kiiltiiriinde, kendilerine has kokular1 ve yumusak yapilar1 nedeniyle
uzun yillardir ¢ay seklinde ve besleyici gida olarak kullanilmaktadir. Tatli ve besleyici
bir gida olarak degerlendirilen bir¢ok yabani mantar tiirii, diinya genelinde farkl
milletler tarafindan diizenli bir sekilde toplanip direkt ana besin kaynagi olarak
tiiketilmektedir. Mantarlar ayn1 zamanda ila¢ yapiminda da kullanilmaktadir. ilag olarak
kullanilan mantarlara; Agaricus blazei Murrill, Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst.,
Lentinula edodes (Berk.) Pegler, Tremella mesenterica Retz., Cordyceps sinensis
(Berk.) Sacc., Grifola frondosa (Dicks.) Gray, Antrodia camphorata (M. Zang & C.H.
Su) Sheng H. Wu, Ryvarden & T.T. Chang Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm,
Morchella esculenta (L.) Pers., Antrodia cinnamomea T.T. Chang & W.N. Chou
Coprinus comatus (O.F. Miill.) Pers. gibi tiirler 6rnek verilebilir.

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel
terapilerin insan bagisiklik sistemi iizerinde yan etkileri bulunmaktadir. Kanser
immiinolojisi temel kanser arastirmalarinda hizla biiyliyen bir alandir. Kanser
hiicresinin viicudun bagisiklik sisteminden kagmasini engelleyecek yollar aranmaktadir.
Bir¢ok tibbi mantardan elde edilen ekstraktlarin en Onemli &zelliklerinden biri de
immunomodiilatdr olarak fonksiyon gérme yetenekleridir.

Hepatoprotektif (karaciger hiicre hasarin1 énleme) calismalarda; In vitro ve in
vivo olarak oksidatif stres kaynakli hiicre hasar1 olusturabilmek i¢in karbontetrakloriir
(CCls), etanol, dimetil-nitrozamin ve hidrojen peroksit (H202) gibi kimyasallar
kullanilmaktadir. Bu kimyasallar ile oksidatif stres i¢in in vitro kosullarda karaciger
hiicre modeli olarak HEPG2 gibi hiicre hatlari, in vivo kosullarda da hayvan deneyleri
(fare, sigan vs.) yapilmaktadir.

Mantarlarin hepatoprotektif etkisini gdsterebilmek i¢in bahsettigimiz hiicre hasar
modellerinde ¢esitli mantar ekstraktlar1 (sulu ve alkol ekstratlart vs.) kullanilmaktadir.
Hepatoprotektif etkinin gosterilebilmesi icin antioksidan savunma sisteminde

bahsettigimiz SOD, CAT, GPx gibi enzimlerin degerlerindeki degisimler biyokimyasal
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yollarla degerlendirilmektedir. Ornegin; HEPG2 hiicre hattinda oksidatif stres kaynagi
olarak kullanilan etanoliin yaptig1 hiicre hasarinin onarilmasinda Antrodia camphorata
(M. Zang & C.H. Su) Sheng H.Wu, Ryvarden & T.T.Chang'nin sulu ekstrakti
kullanilmistir. Bu mantarin oksidatif stres sonucunda artan AST, ALT, ALP ve bilirubin
seviyelerini diigtirdiigi goriilmistir (Lu ve ark., 2007). Aym sekilde Antrodia
cinnamomea T.T.Chang & W.N.Chou'nin etanolik ekstresinden elde edilen
Anthraquinol maddesinin de AST, ALT, ROS, NO, MDA firetimini azalttig1
gozlenmistir (Ho ve ark., 2008). Lentinula edodes (Berk.) Pegler'in sicak su ve etanol
ekstreleri hepatik hiicre hasarinin klasik marker seviyelerini diigiirmiistiir (Akamatsu ve
ark., 2004). Siganlarda olusabilecek hiicre hasarina kars1 6nceden alinan Agaricus blazei
Murrill ekstresi GST enziminin degerlerinde degisime neden olmustur (Barbisan ve
ark., 2002). Cordyceps spp. ekstraktlarmin etkisi ise si¢anlarin antioksidan GSH
kompanentini belirgin olarak etkileyip antioksidan savunma mekanizmasindan CAT,
GPx, GR ve SOD aktivitelerini artirdig1 gortilmiistiir (Ko ve ark., 2010).

Literatiir bilgilerine gore mantarlarda yogun olarak bulunan polisakkaritler
farkli hastaliklar tizerinde tibbi 6neme sahiptirler. Mantarlar halk arasinda kullanilmakta
ve ayni zamanda profesyonel olarak da ila¢ endiistrisinde yer almaktadirlar. Bunlari
olusturan bazi polisakkarit tiirleri; D-B(1—3)- glukan kompleksleri, heteroglukan,
polisakkarit-protein  kompleksi, galaktomannan, polisakkaropeptit krestin (PSK)
sayabiliriz. Pleurotus cornucopiae (Paulet) Rolland ekstrakti hiicre hatti iizerinde
oksidatif stres kaynagi olarak CCls (karbontetrakloriir) sonucunda olusan hiicre
hasarinin onarilmasinda kullanilmistir. Hiicre hasarimmi koruma etkisi histolojik ve
elektron mikroskobu bulgulariyla kanitlanmis ve ekstre igerisinde D-B-(1—3)-glukan,
ergosterol, mannitol, fenolik bilesikler, linoleik asit, peptidler ve diger karbohidratlar
bulunmustur (El Bohi ve ark., 2009). Antrodia cinnamomae ekstraktinin etanoliin
olusturdugu hiicre membranindaki sitotoksik ve apoptotik etkiyi azalttigi belirlenmis ve
ayn1 zamanda bu mantarda polisakkarit ve triterpenoidlerin olduk¢a fazla oldugu tesit
edilmistir (Ho ve ark., 2008). Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. sulu ve alkol
ekstrelerinin akut karaciger hasarma kars1 koruyucu etkisi arastirilmis ve etkili oldugu
bulunmustur. Ayn1 zamanda mantarin sicak su ekstresi de bobrek doku hasaria karsi
koruyucu etki gdstermis ve bu etkiyi membran lipit peroksidasyonu ve serbest radikal
olusumunu azaltarak yapmistir. Mantarin ekstrelerinde yiiksek oranda antioksidan ve

radikal siipiirme 6zelligi de belirlenmistir (Liu ve ark., 1979).



Anti kanser polisakkaridleri antibiyotiklere karsi direng gosteren viral,
bakteriyal, fungal ve protozoal enfeksiyonlar1 Onlemek igin viicudun humoral
bagisikligin1 harekete gecirirler. Mantarlar tiimor hiicrelerinin iiremesini Onlemeye
yarayan farkli iceriklere sahiptirler. Bazi 6nemli mantar tiirleri ve antikanser igerikleri
asagidaki gibidir;, AHCC (Active Hexose Correlated Compound) olarak bilinen
"Lentinan" Lentinula edodes (Shiitake)’de (Chihara ve ark.,1970); PSK olarak
adlandirilan polisakkaropeptid krestin Coriolus versicolor’ da (Cui ve Chisti, 2003; BD-
glukan, aktif heteroglukan ve protein kompleksleri Ganoderma lucidum (Reishi) da
(Mizuno ve ark. 1984); PSP olarak adlandirilan polisakkaropeptid kompleksi
Tricholoma sp’ de (Mizuno ve ark. 1984), TML-1, TML-2 Tricholoma mongolicum’ da
(Wang ve ark., 1995); siklofosfamit Agaricus blazei’ de (Delmanto ve ark., 2001)
bulunmaktadir.

Yukarida belirtilen aktif maddeler farkli kanser tiirleri tizerinde 6nemli etkilere
sahiptirler. Caligmada kullanacagimiz T. anatolicum'da halk tarafindan taninan ve gida
olarak tiiketilen bir tiir olmasmin yaninda ekonomik degere de sahiptir. Ulkemizde
endemik bir tiir oldugu icinde ayrica bir 6neme sahiptir. Bu ¢alisma sonucunda elde
edilecek wverilerin ileriki kanser arastirmalarina referans olmasi amaglanmaktadir.
Ayrica T. anatolicum'un yalnizca gida olarak tiikketilmesi yerine, saglik agisindan da
kullanilabilir 6zelliginin ortaya ¢ikarilmasi ile ekonomik katma degerinin daha da

artirilmasi oldukga 6nemlidir.

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Radikaller

Antioksidanlarin olusum siireci, serbest radikallerle baslamaktadir. Serbest
radikaller yiiksek aktiviteye sahip olan; kirli havalarda, sigara dumaninda (karbon
monoksit, nikotin, katran, vs.), radyasyonda (isinim), bitki koruma ilaclarinda
(insektisitler, fungusitler, herbisitler, nematisitler, vs.), bozulmus gidalarda ve normal
viicut metabolizmasinda bulunmaktadir. Viicut metabolizmasinda yer alan serbest
radikaller bulunmasi gereken orandan fazla oldugu zamanlarda, hiicrelere saldirarak
onlar1 tahrip eder. Hiicrelerde meydana gelen tahribatta 6ncelikli olarak yeni bir serbest
radikal olugmakta ve kontrol edilemeyen zincirleme bir reaksiyon baslamaktadir (Floyd,

1990; Uguzlar, 2009).



1900’11 yillarda Gomberg’in trifenilmetanol (C19H160) radikalinin varligini
ispatlamasiyla serbest radikallerle ilgili ilk ¢aligmalar baslamistir (Gomberg, 1900).
Serbest radikaller, bir orbitalde sadece bir veya birden fazla ortaklanmamis elektron
tasityan kimyasal tlrlerdir. Radikallerin reaksiyona girme kabiliyetleri farklilik
gostermesine ragmen, genellikle radikal olmayan tiirlere oranla daha az kararlidirlar. En
basit serbest radikal, bir proton ve bir elektron ihtiva eden hidrojen atomudur. Hemen
her radikal tiirli, herhangi bir radikali veya molekiilii farkli bir mekanizma ile
etkileyebilir. Bu tiir etkilesimlerin se¢iciligi, radikallerin konsantrasyonuna, radikaldeki
ortaklanmamis  elektronlarin  delokalizasyonuna  ve  radikallerin  etkilestigi
molekiillerinde bulunan zayif baglara baglhidir. Bircok biyolojik molekiilde, sadece
ortaklanmis elektronlar iceren radikal olmayan tiirlerin kimyasal yapisi lizerine yogun
arastirmalar ve tartismalar bulunmaktadir (Weiss, 1935; Waters, 1943; Hey, 1973,
Cadogan, 1973; Moad, 1995; Perkins, 1996; Uguzlar, 2009). 1960’1 yillarin basinda
stiperoksit (O2-) radikali, ksantin oksidaz dahil bir¢ok enzim ile ilgisi oldugu
belirlenmigtir. Ayrica 1968’de selliiler toksisiteye sebebiyet veren siiperoksit
radikalinin, ¢ozeltilerde mevcut oldugu da bulundu (McCord, 1969; Michelson, 1977,
Aruoma, 1993; Uguzlar, 2009). Toksikolojide, tipta, biyolojide ve gida ile farmasdtik
sanayinde serbest radikaller biliylik bir ilgi alanina sahip olmaktadir. Lipit
peroksidasyonunda serbest radikallerin olusturdugu reaksiyonlar, gida endiistrisinde
imalat siirecleri boyunca karsilasilan en 6nemli sorunlarin basinda gelir. imalatcilar,
lipit igeren gidalarin oksidasyonunu antioksidanlar1 kullanarak yavaglatmayi amaglarlar.
Bunun yam sira kliniklerde ve biyomedikal sektoriinde de organizmayi, reaktif oksijen
tirleri tarafindan meydana getirilen hasarin ortadan kaldirilmasinda antioksidanlarla
ilgilenmisglerdir (Frankel, 1980; Block, 1992; Aruoma, 1993, 1996, Papas, 1993; Duthie,
1996; Pezzuto, 1997; Uguzlar, 2009).

Diger bir deyisle serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda ¢iftlenmemis
tek elektron bdliimler iceren yapilardir. Baska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron
aligverigine girebilen bu molekiillere “oksidan molekiiller’” veya reaktif oksijen tiirleri
de denmektedir (Cavdar ve ark., 1997). Bu radikaller hiicredeki diger molekiillerle
kolayca etkilesimde bulunarak oksidatif stres olusumuna neden olurlar. Serbest
radikaller hiicresel metabolizma sirasinda olusabildigi gibi c¢esitli dis etkenlerle
etkileserek de meydana gelebilir. Oksidatif stres, organizmalarda bulunan pro-oksidan
ile antioksidan dengenin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Lipitler, proteinler ve

niikleik asitler gibi temel hiicresel bilesenlerde radikaller hasara yol acabilme 6zelligine
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sahiptir. Olusan bu hasar yasa bagli bagisiklik yetersizligi, hipertansiyon ve kanser gibi
cesitli hastaliklar ile iligkilidir ve biyolojik yaslanma siirecinde rol oynamaktadir.
Giliniimiizde hemen her hastaligin olusumunda belli bir oranda oksidatif stres ile
baglantis1 oldugu kabul edilmektedir (Cakatay ve Kayali, 2004). Canli organizmalarda
serbest radikallerin olumsuz etkisinden korunmak i¢in anti oksidatif korunma sistemi
mevcuttur (Tunalier ve ark., 2002).

Radyasyon, viriisler, ultraviole 1sinlar1, sigara dumani, enfeksiyonlar, stres, yag
metabolizmasinin toksik {iriinleri, baz1 tahrip edici kimyasal maddeler, hasere kontrol
ilaglar1 ve bunlar gibi daha bir¢ok etken serbest radikal kaynagi olarak goriiliir. Serbest
radikaller gida maddelerinde bulunabilecekleri gibi, viicuttaki metabolik olaylar
sonucunda da olusabilmektedir. Strese bagli olarak veya viicuttaki zararli olusumlari
etkisiz hale getirmek i¢in bagisiklik sistemi tarafindan olusturulan serbest radikaller
viicut metabolizmasinda bir denge halinde bulunurlar. Sayet serbest radikal tiretimi
fazla olur ve koruyucu etkiye sahip antioksidanlar yetersiz kalirsa viicuttaki serbest
radikal-antioksidan dengesi bozularak hasar meydana gelir. Ornegin, serbest radikaller
DNA molekiillerinin yapisin1 bozarak kansere sebep olabilecegi gibi, pankreasta fazla
birikimi sonucunda seker hastaliina, gozde katarakta, kalp ve dolasim sistemi
hastaliklarina da sebep olabilir. Olusan fazla miktardaki serbest radikaller kronik
yorgunluk ve bitkinlik gibi yan etkileri vardir. Insan viicudunda serbest radikallerin
olusturdugu hasarlar karsisinda gida takviyesi veya metabolik olaylar ile bazi tedbirler
alinmaktadir. Bahsedilen maddelerin viicutta olusturabilecegi zararli etkileri en aza
indirilebilmesi i¢in tedbirler alinabilir. Viicutta hasar olusumuna sebep olabilecek olan
zararli maddelerin etkisinin engellenmesinde en etkili yollardan birisi de
antioksidanlardir. Antioksidanlar, serbest radikal olusumunu engelleyici ya da olusan
serbest radikalleri etkisiz hale getirici dzelliktedir (Baykal ve ark., 2002). Genellikle
antioksidan polifenolik yapida olup neredeyse sebzeler, meyveler gibi tiim bitkilerde,
mantarlarda, mikroorganizmalarda ve hayvansal dokularda  bulunmaktadir.
Flavonoidler, tokoferoller, karotenoidler ve askorbik asit en onemli antioksidanlar
icerisinde yer almaktadir (Yanishlieva, 2001; Hudson, 1990; Shahidi, 2000). Polifenolik
yapiya sahip flavonoidler bitkilere biiylik 6l¢lide renk veren maddeler ihtiva eder ve
nerdeyse 4000 civarinda flavonoid bilesiginin kimyasal igerigi aydinlatilmistir (Murray,
1996). Canli sistemlerinde yer alan tiim fizyolojik olusumlar; hormon, iz elementi ve
enzimler gibi farkli ajanlar tarafindan kontrol edilen oksidasyon ve indirgeme

reaksiyonlarmin karmasik kombinasyonlarini barindirir. Canlilardaki redoks dengesinde
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olusabilecek herhangi bir degisim, hiicrelerin ve doku fonksiyonlarinin dejenerasyona
ugramalarina neden olabilir. Degisik oksidasyon reaksiyonlarini antioksidan maddeler
diizenlemekte ve dokularda bu maddeler dogal bir sekilde bulunur. Fakat antioksidan
telafi sistemlerinde bulunan bazi bilesenlerin endojen sentezinde ya da antioksidan
sentezinde meydana gelebilecek herhangi bir eksiklik, degisik hastaliklarin olusumuna
zemin olusturur. Hiicreler bir¢ok savunma mekanizmasi tarafindan kontrol altindadir.
Organizmalar biinyelerinde ger¢eklesen normal oksijen metabolizmasinin toksik
etkilerine karsi organizmanin kendisini korumasi i¢in bu mekanizmalara gerek
duymaktadirlar (Fridovich, 1976). Viicudumuz da serbest radikalleri etkisiz hale
getirebilen ve onlar1 taniyabilen bir savunma sistemine sahiptir. Antioksidanlarin ve
enzimlerin birlikte olusturdugu bu sistem; serbest radikallerin hiicre zarina, niikleik
asitlere (DNA) ve hiicre bilesenlerine saldirmadan kendine ¢ekerek onlar1 etkisiz hale
getirmektedir (Miguel ve ark., 1982).

Serbest oksijen radikalleri, blinyelerinde tagidiklari ortaklanmamis elektronlardan dolay1
oldukg¢a reaktiftirler. Serbest oksijen radikal olusumu ile antioksidanlarin olusturdugu
savunma mekanizmasi arasindaki dengesizlik olustugu takdirde, serbest oksijen radikal
diizeyr artmaktadir. Serbest oksijen radikallerinin meydana getirdigi doku hasarinin
onemli mekanizmalarinin basinda hiicre zarlarindaki lipidlerin peroksidasyonudur.
Saglikli dokularda diisiik seviyede olan lipid peroksidasyonun artmasi, serbest oksijen
radikallerinin dokularda meydana getirdigi hasarin gostergesi olarak kabul gérmektedir
(Yariktas ve ark., 2003). Antioksidanlar ile ilgili bir¢ok tanim olmasina ragmen en genel
tanimi, lipit peroksidasyonunun olusumunu geciktiren veya olusmus reaksiyonlarin

yavaglamasini saglayan kimyasal bilesiklerdir (Elitok, 1996).

1.1.1.1. Biyolojide Serbest Radikaller

Baz1 biyolojik olaylarin gerceklesmesinde serbest radikaller énemli rol oynar,
bunlarin bazilar1 yasam igin gereklidir, Ornegin bakterilerin nétrofil granilositler
tarafindan hiicre icinde Oldiiriilmesidir. Ayni1 zamanda bazi hiicre sinyalizasyon
stireclerinde serbest radikallerin yer aldig1 goériilmiistiir. Buna redoks sinyalizasyonu
denilmistir (Pacher P., Beckman J.S., Liaudet L., 2007).

Serbest oksijen radikallerinin en 6nemlileri stiperoksit ve hidroksil radikalleridir.
Indirgenme tepkimelerinde molekiiler oksijenden meydana gelirler. Ancak, reaktif

Ozellik tasidiklarindan otiirti, bu serbest radikaller hiicre hasarmin olusumunu
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kolaylagtiran yan reaksiyonlara girerler. Serbest radikaller ve DNA arasinda olusan
reaksiyonlarin sonucunda, mutasyonlarin olustugu ve bunlarin hiicre dongiisiinii negatif
etkiledigi diisiiniilmekte ve bircok kanser tipinin olusum nedeni olarak goriilmektedir.
Yaslanma belirtileri  (ateroskleroz gibi) viicutta olusan serbest radikallerin
oksidasyonuna atfedilir. Buna ek olarak, alkole bagli karaciger hasarinda serbest
radikallerin etkisi vardir. Sigara dumaninda bulunan radikaller akcigerde bulunan alfa-1
antitripsini baskiladigina dair bulgular vardir. Bu siire¢ amfizem olusum siirecini
hizlandirir.

Serbest radikallerin bu siiregte yardimer rol aldiklari diisiiniilen diger hastaliklar
arasinda Parkinson hastaligi, yaslilik ve ilag nedenli sagirlik, sizofreni ve Alzheimer
hastaligi da yer almaktadir. Hemokromatoz (demir depo hastaligi), klasik bir serbest
radikal sendrom olup: hareket bozukluguna, psikoz, deri pigmenti melanin
bozukluguna, sagirhik, atrit ve diyabetes mellitus gibi serbest radikallerle
iligkilendirilmis hastaliklara sebep olur. Yaslanma siirecinde serbest radikallerin rol
oynadigi teoriler bulunmakta ve buna kargin mitohomesis siireci serbest radikallere
magruz kalmanin yasam siiresini uzatabilecegini akillara getirmektedir.

Serbest radikaller yasam igin gerekli oldugundan, viicutta serbest radikallerin
meydana getirdigi hasarin onarilmasi icin ¢esitli mekanizmalar bulunmaktadir. Bunlar
arasinda siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz
enzimleri sayilabilir. Antioksidanlar bu savunma mekanizmalarinda énemli rol oynar.
Bu baglica antioksanlar, A vitamini, C vitamini, E vitamini ve polifenollerdir. Ayrica,
bilirubin ve {irik asit de baz1 serbest radikalleri etkisiz hale getirerek antioksidan gibi
davranabilirler. Biliriibin hemoglobinin yikiminda olusur, iirik asit ise piirin tiirevlerinin
yikimi sonucu meydana gelir. Ancak asir1 miktarda bilirubinin viicutta bulunmasi
sariliga neden olabilir, bu da merkezi sinir sistemini olumsuz etkiler. Asir1 iirik asit ise

gut hastaliginin olusum nedenidir ( Rhodes C.J., Taylor ve Francis, 2000).

1.1.2. Serbest Radikaller ve Tanimlanmus ROS

Oksijen insan yasaminda vazgec¢ilmezdir, solunum yoluyla alinan oksijenin
biiylik bir kismi (yaklasik %90) elektron tagima sisteminde, kalan kismi da oksijen
gerektiren diger reaksiyonlar i¢in kullanilmaktadir. Normalde metabolik olarak iiretilen
baz1 reaktif oksijen tiirleri viicutta yogunlagtiginda zarar verme olasiligina sahiptir

(Diplock, 1998). Reaktif oksijen tiirlerinde ¢ogunlugu serbest radikallerin olusturdugu,
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normal oksijen molekiililyle karsilagtirildiklarinda, kimyasal reaksiyona girme
potansiyeli daha yiiksek olan oksijen formlaridir (Nawar, 1996). Serbest radikaller, dis
atomik orbitallerinde bir veya daha fazla ¢ift olusturmamis elektron igeren yiiksek
enerjili, stabiletisini kaybetmis bilesiklerdir. Bu ¢iftlenmemis elektron serbest
radikallere biiyiikk bir reaktivite kazandirarak protein, lipid, DNA ve niikleotid
koenzimler gibi biyolojik materyallere zarar verirler. Bu zararin yaglanmay1 tetikledigi
ve ayrica kalp-damar hastaliklarina, c¢esitli kanser tiirlerine, katarakt, bagisiklik
sisteminin zayiflamasina, sinir sisteminde dejeneratif hastaliklara sebep olduguna dair
bilgiler bulunmaktadir (Diplock, 1998).

Oksijen tiirevi serbest radikallerin olusumuna yol agan etkenler, canli
hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi, ¢evre kirleticileri, radyasyon, pestisitler, ¢esitli
tibbi tedavi yollart ve kontamine sular kabul edilmektedir. Tekli oksijen (1032),
stiperoksit anyonu (-O2-), hidroksi (-OH), peroksi (ROO-) ve alkoksi (RO-) radikalleri
baslica radikallerdir (Kaur ve Kapoor, 2001).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusturabilecegi hasara karsilik viicutta farkli dogal
savunma sistemleri bulunmakta ve serbest radikalleri kontrol altinda tutmaktadirlar. Bu
sistemler farkli hiicre gruplarinda bulunarak ve farkli serbest radikaller iizerinde etkili
olduklar1 i¢in birbirlerini tamamlayict niteliktedir (Diplock, 1998). Cizelge 1’de pro

oksidan faktorleri ile antioksidan savunma sistemleri arasindaki denge gosterilmektedir.

Cizelge 1. Oksidan kaynaklar1 ve antioksidan savunma sistemleri (Diplock, 1998)

Oksidan Antioksidan Savunma
Sigara dumani Stiperoksit dismutaz, Katalaz
Egzersiz Glutatiyon peroksidaz
Cevre kirleticiler Glutatiyon
Atesli hastaliklar Ubikinon
Radyasyon Selenyum
Coklu doymamis yag asitleri Urik asit
ile zengin bir diyet E vitamini
Iskemi C vitamini
B-karoten ve diger karotenoidler
Karsinojenler




Oksidasyonlarin olusumuna neden olan serbest radikalleri yakalama ve onlar1
dengede tutma yetenegine sahip maddelere ‘“antioksidan” denir (Elliot, 1999).
Antioksidanlar mekanizmalarma gore, birincil ve ikincil antioksidanlar olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir. Birincil antioksidanlar; var olan radikaller ile reaksiyona girerek
onlarin daha zararli formlara donligmelerini ve yeni serbest radikal olugumlarin
engelleyen bilesiklerdir. Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatiyon peroksidaz (GSHPx) ve
katalaz gibi enzim sistemlerinin yer aldigi birincil antioksidan kategorisi, serbest
radikalleri etkisiz hale getirme yetenegindedir. Bu enzim sistemleri, serbest radikallerin
DNA, proteinler ve lipidler gibi hiicresel bilesenlere zarar vermesini sinirlandirarak bir
hiicre grubundan digerine gegislerini engelleyebilmektedirler (Diplock, 1998). C
vitamini, E vitamini, iirik asit, bilurubin ve polifenoller gibi bilesikler ise ikincil
antioksidan kategorisinde yer almaktadirlar. Ikincil antioksidanlar olarak adlandirilan bu
bilesikler, oksijen radikalini yakalayarak radikal zincir reaksiyonlarini kirmaktadirlar

(Ou et al., 2002).

1.1.2.1. Serbest Radikal Olusturan Bashca Mekanizmalar

e Otooksidasyon

Serbest radikal zincir reaksiyonlarinda atmosferik oksijenin katalizlenmesi

olayina otooksidasyon denir (Nawar, 1996).

* Gecis Metal Iyonlarimin Etkisi

Gegis metal iyonlar1 arasinda yer alan demir ve bakir iyonlar1 canli sistemlerde
serbest radikal olusumu saglayan giicli birer oksidatif katalist olarak gorev

yapmaktadirlar (Halliwell ve Gutteridge, 1990).

* Fotooksidasyon

Oksidasyonlarda  baglatici  gérevi istlenen  peroksitlerin  olusumunda

fotokimyasal iz yollar1 olduk¢a 6nem tasimaktadir.
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o Enzimatik Oksidasyonlar

Viicutta  bulunan  lipoksigenaz,  siklooksigenaz,  ksantin  oksidaz,
miyeloperoksidaz ve sitokrom P-450 gibi enzimlerin aktivitesinin sonucunda reaktif
oksijen tiirleri (ROS) tiretilmektedir (Meydani, 2001).

* Ksantin Oksidaz (XOD)

Canli sistemlerde ROS olusumuna neden olan baslica enzimatik kaynaklardan
biridir. Ksantin oksidaz (XOD), piirin katabolizmasinda bir ara bilesik olan hipoksantini
once ksantine daha sonra da iirik aside okside ederken NAD+’ye elektron transferini
gerceklestiren bir dehidrogenaz enzimidir, ancak dokularda belli stres kosullar1 altinda
tiyol gruplarini okside ederek ve proteolizise neden olan bir oksidaz enzimine donisiir.
Siiperoksit anyonu ve hidroperoksit radikalleri XOD’in faaliyeti sonucunda meydana
gelmektedir. XOD beyinde 6deme, iskemiye, damar gegirgenliginde degiskenlik gibi
oksidatif hasarlarin ortaya ¢ikamasina sebep olur, ayrica hepatit ve beyin tiimorii gibi

hastaliklarda XOD’1n serum diizeylerini arttig1 belirtilmektedir (Lavelli, 2000).

* NADPH Oksidaz

Serbest radikal olusumuna neden olan diger bir enzim de NADPH oksidazdur.
NADPH oksidaz enzimi nétrofillerin plazma zarinda bulunmaktadir. Mitokondri
organelleri tarafindan alinan oksijenin yaklasik %1-4’i siiperoksit anyonu tiretiminde
kullanilir. Uretilen siiperoksit anyonunun yaklasik % 20’si hiicrelere geri gdnderilir.
Fagosit hiicrelerinde bulunan makrofajlar ve monositler Oz alimini arttirarak, NADPH
oksdiaz enzimi aktif hale gelir, bu sayede oksijeni siiperoksit anyonuna doniistiirerek

ekstra seliiler sivilarda artig saglarlar (Duthie et al., 1989).

*  Notrofil Miyeloperoksidaz (MPO)

Notrofilik miyeloperoksidaz (MPO) enzimi canli sistemlerde bulunan giiglii
oksidan kaynaklarindan birisidir. MPO enzimi, hidrojen peroksit tarafindan klorid
iyonlarinin oksidasyonunu saglayarak hipoklorik asit {retimini katalizlerler. Bu
reaksiyonun sonucunda olusan toksisite savunma sistemindeki bakterilerin

oldiirtilmesine katki saglar. Buna karsilik, olusan hipoklorik asit ise al-antiproteinaz’
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inaktive ederek saglikli insan dokularinda iltihaplanmalara neden olmaktadir (Lavelli,
2000).

e Halojenlenmis Hidrokarbonlar

Serbest radikal olusumuna neden olan diger olaylar; toksik halojenlenmis
hidrokarbonlarin igme sularini kontamine etmesi ve azot oksitlerin neden oldugu hava
kirleticileridir. Biyolojik sistemlerde Karbontetrakloriir (CCls) ve bromotriklorometan
(CBrCl3) gibi hidrokarbonlarin oksidatif hasarin olugsmasinda etkili olduklari
bildirilmektedir (Chen ve Tappel, 1996).

1.1.3. Reaktif Oksijen Tiirlerine (ROS) Kars1 Savunma

Canli hiicre gruplarinda bulunan protein, karbohidrat, lipid ve DNA gibi
kaynaklarda solunum yoluyla alinan oksijen oksidasyona ugrayarak ROS tiirlerinin
olusumuna neden olur. Viicutta ROS’larin asir1 birikiminin 6nlenmesi igin belli
maddeler tarafindan doniistiiriilmesi gerekmektedir. Viicutta okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu engelleyen ya da yavaslatan maddelere antioksidanlar ve bu

olaya antioksidan savunma denir.

1.1.3.1. Antioksidanlar (Yiikseltgeme Onleyiciler)

Canlilarda, kimyasal siiregler (prosesler), oOzellikle oksitlenme, serbest
radikallerin olusmasina neden olur. Yiiksek derecede reaktif olan serbest radikaller
farklt molekiiller ile kolayca reaksiyona girebilir ve bdylece hiicrelere, canliya zarar
verebilir. Antioksidanlar serbest radikallerle reaksiyona girerek (onlarla bag kurarak)
hiicrelere zarar vermelerini engellerler. Bu ozellikleriyle hiicrelerin anormallesme ve
sonug olarak tiimor olusturma risklerini en aza indirgedikleri gibi, hiicre yikimini da
yavaglattiklar1 i¢in, daha saglikli ve yaglilik etkilerinin minimum oldugu bir hayat
yasama sansini ylkseltir ( https://tr.wikipedia.org/wiki/Antioksidan).

1.1.3.1.1. Antioksidan Tiirleri

Hiicrelerde bulunduklara yerlere gore farklilik gosteren antioksidan savunma

elemanlari ii¢ baglik altinda toplanirlar.
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e intraseliiler Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD)
Katalaz (CAT)

Glutatyon peroksidaz (GSH)
Sitokrom oksidaz

e Membran Antioksidanlar

Vitamin E
Koenzim Q
B-Karoten

e FEkstraseliler Antioksidanlar

Albumin
Urik asit
Askorbik asit
Bilirubin
Transferrin
Laktoferrin
Haptoglobin

Seruloplazmin

1.1.3.2. Antioksidan Savunma

Hiicre i¢cinde bulunan enzimatik antioksidanlar, hiicre disinda yer alan enzimatik
olmayan antioksidanlara gore daha etkilidir. Antioksidanlarin etkileri iki baslik altinda
toplanirlar.

I. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:

a) Baslatici reaktif tiirevleri uzaklastirici etki

b) Oksijeni uzaklastirict veya konsantrasyonunu azaltici etki

c) Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki
I1. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

a.0ksidan olusumunun engellenmesi-Siipturme etkisi (Scavengding)

Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek etkisizlestirir.
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Antioksidanlar tarafindan oksidan olusumunun engellenmesi iki yolla
gerceklesir (Orn: Enzimler).

e Fiziksel engelleme

Hiicreler davranigsal olarak kaginma sergileyerek, olusturdugu bariyerler
sayesinde hiicresel diizeyinde, organ diizeyinde ve organizma diizeyinde fiziksel
engelleme saglanir.
e Biyokimyasal engelleme
» Oksidan Molekiillerin Kontrolii
Gegis metal kenetleme maddeleri
O2 rediiksiyonunun katalitik kontrolii
= Prooksidan Enzimlerin Kontrolii
Uyaranlarin blokaji

Enzimlerin inhibisyonu

Onleyici antioksidan drnekleri arasinda; Anti-enflamatuar ajanlar, Nitrik oksit
sentez inhibatorleri, Metal kenetleme maddeleri (metallothionein, transferrin,

lactoferrin), NADHP oksidaz inhibatorleri, Ksantin oksidaz inhibatorleri yer almaktadir.

b.Oksidanlar1 durdurma-Sondirme etkisi (Quenching)

Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktif hale gelmelerini saglayan
mekanizmadir. Bu mekanizmada yer alan antioksidanlar ¢esitlilik gosterir.

*  Klasik Antioksidanlar

Prooksidanlarin =~ olusumunu  durdurma, sonrasinda olusacak hasarin
engellenmesinde ve hiicrede kritik bolgelere tasinimini engellemede gorev alir.

Klasik antioksidanlar durdurma reaksiyonunu gerceklestirirken bazi onemli
hususlart g6z oOniinde bulundurur. Bunlar: reaksiyon hizi (hiz sabiti), in vivo
engelleyicilerin konsantrasyonunun orani, reaksiyonunun detoksifikasyon yolunun
olabilitesi ve katalitik olarak doniistiirilebilme ihtimalidir.

*  Zincir-kiran Antioksidanlar

Lipid peroksidasyonu

ROO ¢ (peroksil radikalleri): ¢cogu zaman zincir tasiyan radikalleridir.

Zincir kiran antioksidanlar ile peroksil radikallerinin reaksiyona girmesi:
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* Hiicresel Antioksidanlar

Kiiciik molekiiller

* Suda ¢oziinen: glutatyon, {irik asit, askorbat (C vitamini )

* Yagda ¢oziinen: a-tokoferol (E vitamini), B-karoten, koenzim Q

Proteinler
* Hiicre ici: SOD (I ve II), glutatyon peroksidaz, katalaz
* Hiicre zart: SOD (III), ec GPx, plazma proteinleri (yumurta aki)
* Hiicre disi1: fosfolipid hidroperoksit GPx (PHGPx)

¢.Oksidanlarin neden oldugu hasarin onarimi (Repair)

d.Radikal zincir reaksiyonunu kirma (Chain Breaking)

ROS’u ve zincirleme reaksiyonlar1 baglatacak diger maddeleri kendilerine
baglayip zincirlerini kirarak fonksiyonlarmi &nleyici etki (Or: Hemoglobin,

seruloplazmin, mineraller).

1.1.4. Mantarlar

Mantarlar tarih boyunca, diinya {izerinde farkli toplumlar tarafindan lezzetli ve
besleyici besin olarak bilinmis ve tiiketilmistir. Bir¢cok kiiltiirde, mantarlarin zehirli
tirleri ve yenilebilir tiirlerini ayirt edici pratik bilgiler toplumlarda nesilden nesile
aktarmustir. Oncelikle Dogu iilkeleri olmak iizere diinyanin birgok yerinde, bazi mantar
tiirleri insan saglig1 acisindan faydali oldugu fark edilmis ve yaygin olarak kullanmistir.
Fakat bazi iilkelerde mantar zehirlenmesinden ¢ekinildigi icin mantar kullanimi ¢ok
fazla ragbet gosterilmemistir (Smith ve ark., 2002).

50 milyon yildan fazla bir siiredir mantarlar tiikketen ve onlar1 besin olarak
kullanan Attini (Formicidae) familyas1 karincalar1 ve farkli bir¢ok termit grubu
biyolojik aragtirmalarda dogal siirlama olarak goérev yapmaktadir (Mueller, 1998).
Insan irkinin gruplar halinde yasamim siirdiirmeye baslamasiyla birlikte, dogada cesitli
hastaliklarla miicadele biyolojik aragtirmalarin baslica konusu olmustur. Edinilen
bilgiler bir sonraki nesile iletilerek yasam kalitesinin iyilestirilmesinde sozlii veya

metinsel olarak kaydedilmistir. Giiniimiizde dogal ilaglarin, saf ve etkili oldugu
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belirlenmis, bu nedenle kemoterapotik kimyasal maddelerde de kullanilmaktadir
(Lahiri, 2010).

Mantarlar iizerinde yapilan ¢alismalar 4000 yi1l 6ncesine kadar uzanmaktadir.
Antik Roma halki mantarlarin gok firtinalar1 esnasinda Jiipiter tarafindan yeryliiziine
yildirimla gonderdigine inanmis ve mantarlara “Tanrilarin gidasi” ismini vermislerdir.
Misir halki ise mantarlart “Tanrt Osiris’ den bir armagan” olarak kabul gérmiislerdir.
Cin de ise mantarlar “hayat iksiri” olarak bilinmektedir (Smith ve ark., 2002).

Kuzey Afrika’da mantar tiiketiminin en eski arkeolojik kaniti, M.O en az 5000
yillarinda Cezayir’de bulunan magara duvarlarinda resim olarak tasvirlendigi
goriilmiistiir. Resimde dansoz yiiziindeki maske ve donemin kaya resimlerindeki tipik
durusu ile goriinmektedir. Bu arkeolojik kanit degeri tasiyan resimde bir saman ve
haliisinojik bir mantar resmedilmistir (Sekil 1.1.4.1). Avrupada yer alan Fransa’nin
Bego daginda yapilan kazi c¢alismalarinda, magara duvarlarinda resmedilen sekiller
samanistik bir 6ge olan Amanita disinda, magara duvarlarinda ¢esitli mantarlarda figiir
olarak kullanilmistir. Mantarlarin gegmisi hakkinda diger 6nemli arkeolojik bir belgede
ise antik Yunan kiiltiiriinde bulunmustur. Aristo, Platon ve Sofokles ‘in mantarlar1 besin

olarak tiikettigi ve dini torenlerde kullandiklarina inanilir.

Sekil 1.1.4.1. M.O. 3500 yilinda Kuzey Cezayir'de Tassili'de bir magarada bulunmus elinde mantar tutan
saman figiiri (Smith ve ark., 2002)

Misir firavunlart da mantar1 tanrilarin besini olduguna inandiklar1 ve kabul
gordiikleri i¢in halk tarafindan tiiketilmesini yasaklamiglardir. Roma imparatorlugunda
mantarin  giic sagladigina inanildigindan, ordularda lejyonerler besin olarak

tiketmislerdir.  Ortagag doneminde simyacilar mantarlarin  reenkarnasyonu
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simgeledigini ve sihirli olduguna inandiklarindan dolay1 iksir, ilag ve zehir yapiminda
kullanmiglardir.

Antik caglarda mantar kullaniminin en baskin 06zelliklerinden biri bazi
mantarlarin psikoreaktif haliisinojenik etkileri ile alakalidir. Cesitli mantarlarin antik
cagda dini inanislarda ve dini ritiiellerinde kullanildigina dair yaygin bir literatiir vardir.
Arastirmalar, haliisinojenik kiiclik mantarlar olan Psilocybe spp. ve Panaeolus spp.’ in
Orta Amerika’da ve Amanita muscaria (L.) Lam.’nin Kuzey Avrupa’da, Sibirya’da ve
Sanara bolgesinde paleolitik zamanlar1 da kapsayan yaygin kullanimini gdstermistir.
Glniimiize kadar yapilan detayli arastirmalar ve toplanan bilgiler, dinin ilkel
ritliellerinde haliisinojenik mantarlarin kullanimini belirtmektedir. Orta Amerika’ da
M.O 3000 yillaria kadar uzanan bircok mantar taslar1 vardir. Bu taslar Guatemala’daki
maya kazi bolgelerinde tespit edilmistir (Ghaffari ve ark., 2012; Smith ve ark., 2002),
(Sekil 1.1.4.2.).

Sekil 1.1.4.2. Orta Amerika’da yaklasik 3000 yil 6ncesinde bulunan mantar heykelcikleri (Smith ve ark.,
2002)

Bagisiklik sisteminin giiglendirilmesi, Cin tibbinda uzun zamandir énemli bir
yere sahiptir ve Fu Zheng terapisi olarak adlandirilmaktadir. Mantarlarin irettikleri
bilesiklerin tibbi 6zellige sahip olmasindan dolay1 mantarlar, hastalik direncini artirmak
ve viicut fonksiyonlarinin normal seyrinde ilerlemesi i¢in Uzak Dogu iilkelerinde ¢ok

eski zamanlardan beri hala yaygin olarak kullanilmaktadir (Sekil 1.1.4.3).
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Sekil 1.1.4.3. 1600°lii yillarin basinda Cin’de saraylarda imparatorlarin sifali olduguna inandig1 Reishi
(Ganoderma lucidum) mantar: tutan adam resmi

1960’1 yillardan giiniimiize tibbi 6zelliklere sahip mantarlar hakkinda yapilan
arastirmalar 151¢inda mantarlarin tamaminin kullanilmasindan ziyade daha ¢ok mantar
ekstraktlarinin elde edilip, onlarin etki mekanizmalar1 hakkinda bilgiler bulunmaya
calisilmigtir. Bu aragtirmalar sunu gostermistir ki, mantarlarin direkt olarak bakteri,
viriis veya kanser hiicrelerine etki etmedigi fakat bagisiklik sistemini diizenleyip,
giiclendigi tespit edilmistir (Smith ve ark., 2002).

Biitiin hastaliklarin tedavilerinde en 6nemli rolii viicudun bagisiklik sistemi
iistlenmektedir. Bagisiklik sistemini zayiflatan sebeplerin ortadan kaldirilmasi, tedavide
ilk adimdir ve bagisiklik sisteminin giiclenmesiyle viicut hastaliklara karsi daha direncli
duruma gelmekte ve iyilesme siireci kisalmaktadir. Ilaglardan bagisiklik sistemini
olumlu yonde etkileyecek sonuglarin alinamamasi, insanlari son yillarda alternatif
tedavi yontemlerine bagvurmaya itmistir. Bu hususta alternatif tip olarak adlandirilan
yeni yontemler gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Mantarlardan ve dogal bitkilerden elde
edilen ham veya icerikleri belirlenmis ekstraktlar son zamanlarda epeyce ¢ok kullanilir
hale gelmistir. Bu ekstraktlar dogrudan tedavi edici olarak kullanilabildigi gibi, viicutta
bagisiklik sistemini desteklemek adina uygulanan tedavilere ek materyaller olarak da
tercih edilmektedirler. Anti kanser ¢caligmalar iizerine yapilan arastirmalarda gliniimiizde
mantarlar olduk¢a yaygin kullanilmasina karsin lilkemizde bu konu iizerinde fazla
sayida ¢alismaya rastlanilmamustir. Ulkemiz toprak verimliligi ve iklim gesitliligi
sayesinde mantar tiirleri agisindan zengin olmasina ragmen, mantarlar tibbi amaglar i¢in

pek tercih edilmemektedir. Ulkemizde yetisen ve toplanan farkli mantar tiirleri yurt
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digina ihra¢ edilmekte fakat bu mantarlar {izerinde detayli bir aragtirma ne yazik ki
yapilmamaktadir. Bu ¢alismada kullanilan Tricholoma anatolicum 6rnek verilebilir.

Tricholoma anatolicum iilkemizde endemik bir tiir olup sonbahar aylarinda
toplanarak herhangi bir islem gérmeden dogrudan Japonya’ya ihra¢ edilmekte, dnemli
ticari kaynak olarak goriilen bu mantarlar hakkinda herhangi detayli bir aragtirma
yiriitilmemesi {ilkemizin milli degerlerini koruma stratejisi agisindan biiylik bir
dezavantajdir.

Yenilebilir nitelikte olan mantar tiirii Tricholoma anatolicum ekstraktinin kanser
hiicrelerinin iiremeleri tizerindeki ve olusturulan oksidatif stres ortamina karsi etkileri
aragtirtlmistir.  Calismamizda kullanilan Tricholoma anatolicum su ekstrakti elde
edildikten sonra HEPG2 hiicreleri {izerine etkileri belirlenmistir. Elde edilen bulgulara
gore hepatoprotektif Ozellikte ve antikanser aktivite gostermesi farmakolojik olarak

katki saglamasi digiiniilmektedir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Atomik veya molekiiler yapilarda ortaklanmamis elektron boliimlerine serbest
radikal denir. Serbest radikaller bagska molekiiller ile elektron aligverisine girme
potansiyelindedirler (Cavdar ve ark., 1997). Bunun sonucunda olusan dengesizlik
oksidatif strese sebep verir. Bir maddenin antioksidan aktivite gosterip gostermedigi
ortamdaki serbest radikalleri stiptiriip stipiiremedigi ile iligkilidir. ICso degerleri ne kadar
kiiglikse antioksidan aktivitesi de o kadar etkilidir (Pourmorad ve ark., 2006). Yapilan
calismalarda fenolik bilesik olan katesin; antimikrobiyal, antikanser, antialerjik ve
antioksidan aktivitesi belirlenmistir ( Kondo ve ark., 2000).

Serbest radikaller ¢ok kararsiz olduklarindan, normal metabolizma yolu ile ¢ogu
kez hiicrelerde bulunan antioksidanlar ile etkisiz hale getirilirler. Hiicrelerde CCls ile
indliklenen karaciger hasarina kars1 antioksidan igerigini arttirmak Onemli
etkisizlestirme yollarindan biridir. Oksidatif strese bagli karaciger patolojileri dnlemek
icin dogal antioksidanlarin kullaniminda artis vardir (Harish ve Shivanandappa, 2008;
Dhanasekaran ve ark., 2009; Wang ve ark., 2004). Hiicrelerde ROS noétralize eden
onemli savunma mekanizmalari, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan enzimler igerir (Tsai ve ark., 2009).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumu, aerobik organizmalarin solunumu
sirasinda gerceklesir. Asir1 kararsiz ROS’ lar, viicutta farkli gruplar ya da maddeler ile
istenmeyen reaksiyona girmesi sonucunda, hiicrelerde ya da dokularda hasar meydana
geldigi gosterilmistir. Buna ek olarak, ¢ok sayida c¢alisma, kontrolsiiz lipid
peroksidasyonun meydana gelmesinde, Parkinson, artrit, miyokard enfarktiisii,
Alzheimer, kanser, kalpdamar hastaligi dahil olmak ftizere pek c¢ok hastaligin ve
karaciger hasar1 gelisiminde etkili oldugunu ortaya koymustur (Qian ve ark., 2008;
Blomhoff, 2005). Bu nedenle son birkag yil igerisinde, insan beslenmesi ve gidalardan
elde edilen antioksidanlarin biyokimyasinin, ROS ile indiiklenen hasarin azaltilmasi
veya Onlenebilmesi i¢in arastirmalar {izerinde durulmaktadir.

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu en yaygin hastalik karaciger
hasaridir ve steatozdan kronik hepatite, siroz ve hepatoselliiler karsinoma kadar
ilerlemesi ile karakterizedir (Srivastava ve Shivanandappa, 2010; Jin ve ark., 2005).
Karaciger hastaliklarinin etiyolojisi, asetaminofen, bromobenzen, etanol, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar ve karbon tetrakloriir gibi g¢esitli bilesikleri (CCla),
kapsamaktadir (Adesanoye ve Farombi, 2010).
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Diisiik reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) diizeyi, sinyal transdiiksiyonu ve gen
ifadesinin  modiilasyonunda yararli bir islev goriir, ancak daha yiiksek
konsantrasyonlarda ROS'lar, DNA ve diger biyolojik makro molekiiller {izerinde son
derece zararlidir (Ames B. ve ark.,1993, Halliwell B. ve Gutteridge J., 1999). Ge¢mis
yillarda, DNA ROS-kaynakli hasar mekanizmalarinin, kanser ve cesitli yasa bagl
hastaliklarin etiyolojisiyle ilgili yogun c¢alismalar yapilmistir (Cerutti P.,1985; Marnett
L., 2000). Asir1 ve/veya verimsiz iiretilen hiicre i¢i antioksidan savunma sistemlerinden
kaynaklanan ROS birikimi DNA hasarma neden olur (Halliwell B., 1999). ROS zararli
etkilerini besin takviyeleri ve oOnleyici tedaviler ile dengelemek adina gesitli dogal
tiriinlerde antioksidanlarin belirlenmesi i¢in ¢alismalara odaklanmistir. Geleneksel,
meyve, sebze ve yesil ¢ay’ da askorbik asit, a-tokoferol, karotenoidler, flavonoidler ve
polifenoller dahil olmak iizere diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar dogal zengin
kaynaklar olarak goriilmektedir. Yakin zamanda mantarlarda, dogal antioksidan kaynagi
potansiyeli incelenmistir.

Mantarlarin fenolik bilesik igerikleri, antioksidan ve anti kanser aktiviteleri ile
iligili bilimsel ¢alismalar olduk¢a kapsamli ve uzun bir gegmise sahiptir. Tricholoma
sp.’nin misel kiltiirliniin, immunomodulatér ve anti tiimdr faaliyetleri incelenip
barindirdigi polisakkarit-peptid kompleksinin makrofajlar1 aktif hale getirerek T-
hiicrelerinin ¢ogalmasini uyardigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore Tricholoma
cinsinin bir¢ok tiirii baz1 kanser tedavilerinde dogrudan kullanilmaktadir (Wang ve ark.,
1995).

Eurotium chevalieri misellerinden izole edilmis bir fenolik bilesik olan
flavoglausin antioksidan kapasitesi % 0.05 olarak tespit edilmistir (Elmastas ve ark.,
2007). Yenilebilir mantarlar dogal antioksidan potansiyeline sahiptir. Bu nedenle
icerdikleri fenolikler lipit oksidasyonunu indiikleme yetenegine sahiptir. Ganoderma
lucidum, Phellinus rimosus, Pleurotus florida ve Pleurotus pulmonaris’ in antioksidan
ve antitimor aktiviteleri belirlenmistir (Thekkuttuparambil ve ark., 2007).

Serbest radikallerin yol agtig1 oksidatif hiicre hasari, kalp hastalig1 ve diyabet
gibi rahatsizliklarin baglangicin1 yavaslatan ve onleyen Ergothionein, Pennsylvania
State Mantar Arastirma Laboratuvarinda Agaricus sp.’lerden izole edilmistir. Onemli
seviyelerde igerdigi giliclii oksidanlar siipiiriicli olarak antioksidan aktivite géstermistir.
Agaricus sp.’lerde bulunan Ergothioneine, yan1 sira mineraller, esansiyel amino asitler,
vitaminler ve lifler bakimindan zengin olmasi ve kalorisi diisiik oldugu i¢in giiniimiizde

mantar yararli bir gida maddesi olarak ¢ekici hale gelmektedir (Mattila ve ark., 2002).

21



Biyolojik etkilerin ¢ogu serbest radikal siipiiriicii aktiviteye ve antioksidan
aktiviteye dayanmaktadir (Middleton ve ark., 2000). Antioksidanlar olarak mantar
Ozlerinin kullanim1 giderek popiiler hale gelmektedir (Mau ve ark., 2002; Lo ve
Cheung, 2005; Elmastas ve ark., 2007; Tsai ve ark., 2007). Arastirma grublari
tarafindan, Yyabani yenilebilir mantarlarin antioksidan 6zelliklerinin, hayvan
eritrositlerde ve beyin hiicre zarlarinda, 6zellikle serbest radikal siipiiriicii aktivitesi ve
lipid peroksidasyon inhibisyon aktivitesi gosterdikleri belirtilmistir (Barros ve ark.,
2007a, 2008a, 2008Db).

Mantarlar, tibbi ve farmakolojik 6zellikleri nedeniyle mantara dayali beslenmede
biiyiik ilgi ¢ekmektedir. Basidomycota bolimiinden olan Phellinus linteus aromatik
bilesikler ve polisakaritler agisindan zengin bir mantardir. Geleneksel dogu tibbinda
2000 yildan fazladir tiimorler, enflamasyon ve lenf hastaliklar1 gibi ¢esitli hastaliklarin
tedavisi i¢in kullanilmaktadir (Han S. ve ark., 1999; Yang Q. ve Jong S., 1989).
Aragtirmanin biiyiik bir bolimi, P. linteus’ un anti-timér (Kim ve ark. 2004),
immiinomodiile edici (Lim ve ark., 2004) ve antioksidan aktivitesi (Park ve Ark., 2004)
hakkinda bilgi vermektedir. Ayrica Jeon ve Ark. tarafindan karaciger koruyucu etkileri
bildirilmistir (Jeon ve ark., 2003). P. linteus HEPG2 hiicrelerinde takrin kaynakli
mitokondriyal disfonksiyon ve toksisitesine karsi1 onemli bir koruyucu etki gostermistir.
P. linteus, Asya iilkelerinde yaygin kullanilan en iyi geleneksel tibbi mantarlardan
biridir. P. linteusta kaffeik asit ve hispidin gibi gesitli aromatik bilesiklerden olan
baslica tibbi bilesenler; polisakaritler ve B-hidroksibenzaldehitler bulunmaktadir (Santos
ve ark., 2003). Bu bilesenlerin bir kism1 ROS' a kars1 koruma saglayabilir. Bu etki,
glutatyon (GSH) seviyesinde, antioksidan enzim aktivitelerinin indiiklenmesi ve artan
kabiliyetlerini en aza indirgenmesi olarak tespit edilmistir (Park ve ark., 2004, Park ve
ark., 2001; Song ve ark., 2003).

Birka¢ mantar tiirlinde antioksidan gilicii gostermek i¢in demir indirgeyen
antioksidan gii¢ (FRAP) testi kullamlmistir (Benzie L. ve ark., 1998). Cok sayida
mantar tiirlinde bulunan polisakkaroproteinlerin, aktif oksijen tiirlerini temizlemek i¢in
kullanildig1 rapor edilmistir (Liu F. ve ark., 1997). Shiitake mantar1 (Lentinula edodes)’
mdan izole edilen termo antioksidan proteini olan 2-dezoksiriboz ve ®x174 DNA’nin
hidroksil radikali ile oksidatif bozunmasini1 bastirmistir (Kawakishi S. ve ark., 1997).

Yapilan ¢aligmalara gore birgok yenilebilir mantarin gii¢lii antioksidanlara sahip
oldugu sonucuna varilmigtir. Mantarlarda bulunan antioksidanlarcogunlukla fenolik

bilesikler (fenolik asitler ve flavonoidler) olup, tokoferoller, askorbik asit ve
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karotenoidler onlari takip eder. Bu molekiiller cogunlukla Finlandiya, Hindistan, Kore,
Polonya, Portekiz, Tayvan ve Tirkiye’de bulunan pek c¢ok farkli mantar tiiriinde
nicellestirilmistir (Ferreira ve ark., 2009). Cesitli fitokimyasal maddeler olan
Kawaratake misellerinin (Trametes versicolor) kiiltiiriinden elde edilen "krestin" (PSK),
Shiitake (Lentinus edodes), den elde edilmis “Lentinan”, Suehirotake (Schizophyllum
commune) sivist kiiltiiriinden ‘‘Schizophyllan” (Sonifilan)’dan sitostatik polisakkarit
ilaglar gelistirilmis ve bu tibbi mantarlardan izole edilmistir (Mizuno, 1993). Lentinan
ve Schizophyllan’ da saf beta-glukanlar, PSK’da da proteinlere bagl polisakaritler
vardir (Larone, 2002). Bu ii¢ sitostatik polisakkarit ilacin, bulasic1 hastaliklarin ¢esitli
formlarina karsit savunmayi giiglendirme ozellikleri ve kendilerine has biyolojik
aktiviteleri vardir. Bu immiin kuvvetlendiriciler (veya bagisiklik baslaticilar) da
“biyolojik tepki degistiricileri” olarak kabul edilmistir (Zjawiony, 2004; Zaidman ve
ark., 2005).

Yaygin olarak sebze, meyve ve diyetlerin 6nemli bir boliimiinii olusturan birgok
bitkisel kaynakli gidalarda bulunan fenolik bilesikler, kronik ve dejeneratif hastaliklarin
olugma riskini azaltan, en giiglii ve terapéotik biyoaktif maddelerdir (Luximon-Ramma
ve ark., 2003, 2005; Soobrattee ve ark., 2005).

Dogu kiiltiirlerde, mantarlarin tibbi 6zellikleri genis bir yelpazeye sahip oldugu
icin 6zel bir grup olarak kabul edilmistir (Chang S. ve Buswell J., 1996). Degisik
modern teknikler ile mantarlarin, anti-kanser, anti-timor, anti-viral, immiinomodiilatér,
hipokolesterolemik ve hepatoprotektif aktiviteler sergiledikleri, ayrica g¢ok sayida
biyolojik aktif mantar bilesenlerinin varlig1 belirlenmistir (Hsu H. ve ark.,1997, Yang
Q. ve ark., 1992).

Dogal mantarlar, diisiik sodyum, yiiksek lif kaynagidir ve hemen hemen yag ya
da kolesterol icermez. Bazi mantarlar tibbi mantar olarak adlandirilirlar, besin ve toksik
olmayan ilaglarlar i¢in 6nemli bir kaynak olustururlar (Wasser ve Weis, 1999). Aslinda,
mantarlar antik caglardan beri diinya ¢apinda halk hekimliginde kullanilmaktadir.
Mantarlar, trombosit toplanmasinin 6nlenmesi, kan kolesterol konsantrasyonlarinin
azaltilmasi (Jeong et al., 2010; Aletor ve Aladetimi, 1995) (Borchers ve ark., 1999),
kalp hastaliginin 6nlenmesi ya da azaltilmasi, kan glukoz diizeylerinin azaltilmasi
(Manzi ve Pizzoferrato, 2000) ve aymi zamanda bakteri, viriis, mantar ve parazit
patojenlerin yol actig1 enfeksiyonlarin hafifletilmesi veya onlenmesi gibi bir¢ok tibbi

ozellikleri tespit edilmistir (Breene, 1990).
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Basidiomycetes ailesine ait olan Agaricus bisporus Murill ¢ok popiiler
yenilebilir tibbi mantar olup Japonya’da saglikli gida pazarinda Ozellikle kiiltiire
almmustir. A. Bisporus’un, karaciger lipid peroksidasyonunu indiikledigi bildirilmistir
(Lin ve ark., 1998). Buna ¢k olarak, ayn1 zamanda A. bisporus, kanser, diyabet, damar
sertligi, hepatit ve kronik hastaliklar da dahil olmak iizere bir dizi hastaligin 6nlenmesi
i¢in gida olarak kullanilmaktadir (Takaku ve ark., 2001; Itoh ve ark., 1994).

Basidiomycetes familyasindan Boletus edulis fruktifikasyonunun ekstrakti ve
diger Homobasidiomycetes familyasi ekstraktlari, Sarkoma-180 fare hiicre hattina
karsi test edilmis ve anti timor aktiviteye sahip olduklar1 bulunmustur (Lucas ve ark.,
1957). 19601 yillarda, tibbi mantarlardan izole edilen dogal iiriin olan calvacin anti
timor ajan olarak kullamilmistir. Calvatia gigantea ‘dan izole edilen calvacin,
Sarkoma-180 hiicre hatti, meme adeno karsinoma 755, 16semi, L-1210 ve HeLa hiicre
hatlar1 dahil olmak tizere bircok deneyde tiimoérlere karsi etkili oldugu bulunmustur
(Lucas ve ark., 1958). Basidiomycetes smifinin yaklagik 650 tiriiniin anti-timor
aktiviteye sahip olduklari tespit edilmistir (Mizuno, 1995; Wasser, 2002).

Yenilebilir mantar tiirii Pleurotus ostreatus, istiridye mantari olarak da bilinir ve
ticari dneme sahiptir. P. ostreatus, anti kanser aktiviteleri, immiinomodiilator etkileri ve
antiviral, antibiyotik, anti-enflamatuar ve kolesterol diisiirme faaliyetleri gibi tibbi
yararlar1 tim diinyada bilinmektedir (Bobek P., 1991; Wang H. ve ark., 2000). P.
ostreatus’un fruktifikasyonunun su ekstraktlari ve bu tiirin miselleri, nétrofiller
tarafindan iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) artirilmasinda ve immiinomodiilator
ozellik iceren immiinokompetan hiicrelerde bir role sahiptir (Shamtsyan M.M. ve ark.,
2004). Cografi cesitlilik sayesinde mantar polisakkaritleri ve bunlarin yapilan
degisebilir. Mantarlar ¢ogunlukla mevsimlik yetigirler ve siirekli kiiltiirleri igin miselleri
kullanilir. Kiltiir ~ ortamindaki  misel ve fruktifikasyonlarindan elde edilen
polisakkaritlerin, immiinomodiilator, anti-timor faaliyetleri tespit edilmistir.
Basidiomycetes smifindaki ¢ogu mantarda polisakkarit kaynaginin sinirsiz olduguna
inanilmakta ve ¢ogunlukla anti-timdr ve immiin sistemi uyarici etkileri tespit edilmistir
(Wasser S.P. ve ark.,1999).

Tricholoma sp.’nin misel kiiltiiriiniin, immunomodulatér ve anti timor
faaliyetleri incelenerek barindirdigi polisakkarit-peptid kompleksinin makrofajlar1 aktif
hale getirerek T-hiicrelerinin ¢ogalmasini uyardigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara
gore Tricholoma cinsinin birgok tiirii bazi kanser tedavilerinde dogrudan

kullanilmaktadir (Wang ve ark., 1995).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Tricholoma anatolicum’ un Toplanmasi ve Lokasyonu

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda daha 6nceden karaciger kanser hiicresi olan
HEPG?2 iizerinde H2O2 kaynakli hasara karsi hepatoprotektif etkileri belirlenmeyen
yenilebilir 6zellikte olan Tricholoma anatolicum Dogan & Intini segilmistir. Tricholoma
anatolicum Tiirkiye’ye 6zgii endemik bir tiirdiir.

Calismamizda kullandigimiz mantar, yiiksek yapili sapkali mantarlardan olup
yore halki tarafindan sevilerek tliketilen ve yurt disindan da c¢ok ragbet goriip ihrag
edilen tiirlerden biridir. Amerika’da bol miktarda yetisen Tricholoma magnivelare ve
Japonya’daki Tricholoma matsutake'ye benzerlik gostermesine ragmen kendine has
koku ve lezzetiyle bu tiirlerden kolaylikla ayirt edilmektedir. Ulkemizde yalmzca
Akdeniz bolgesinde Toros daglarinda sedir ormanlarinda yetisir. Halk tarafindan
“Katran mantar1” olarak bilinmektedir.

Calismada kullanilan 6rnekler ADANA-Feke, Aytepesi’nden Cedrus libani
ormaninda, 10.10.2012 tarihinde, 36741505D-4186069K koordinatlarinda, 1436m
yiikseklikte toplanmis ve HD9323 nolu kayit numarasiyla Selguk  Universitesi

Mantarcilik Uygulama ve Arastrima Merkezi Fungaryumunda saklanmaktadir.

3.2. Tricholoma anatolicum’ un Tanim

Regnum: Myceteae

Divisio: Basidiomycota

Classis: Basidiomycetes

Ordo: Agaricales

Familia: Tricholomataceae

Species: Tricholoma anatolicum H.H. Dogan & Intini, Tricholoma anatolicum Spec.
Nov.: A New Member of The Matsutake Group, Micol. e Veget. Medit., 18, 2: 135-142
(2003).

. Makroskobik ve mikroskobik Ozellikleri

* Sapka; 4-20 cm capinda, Once sapa bitisik topuz seklinde, sonra acilarak yari
kubbe seklinden diizgilinlesir. Gengcken beyaz-krem, gelisme ilerleyince sarimsi kreme
doner. Yiizeyi ince yiinlimsi tiiylli, kenarinda yiiniimsii velar kalintilar asili bulunur

(Sekil 3.2.1).
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* Etli kisim; 2-5 cm kalinliginda, beyaz, siki1 yapili ve dolgun, katran kokusunda

ve tadi ¢ok giizeldir.
* Lameller; krem beyaz, sapa ince bir girinti yaparak birlesir.
* Sap; 4-10 x 2-5 cm, silindirik ve tabana dogru biraz incelmektedir. Once beyaz,

sonra krem beyazdan krem sartya doner. Uzerinde ince yiiniimsii yapida velar kalintilar
ve annulus bulunur.

* Sporlar; 6-7,5 x 4-5 p, genis eliptik veya subgloboz, renksiz, siyanofiliktir. Spor
baskis1 krem beyazdir.

* Yetisme yeri ozellikleri; Sedir ormani i¢inde kumlu yerlerde sedir agaci ve

Astragalus’ larin dibinde ektomikorhizal yasamaktadir.

Sekil 3.2.1. Tricholoma anatolicum H.H.Dogan & Intini

3.3. Tricholoma anatolicum’ un Ekstraksiyonu

Toplanan mantar 6rnekleri 37°C’ de kurutma dolabinda yaklasik 3-5 giinde
kurutulmustur. Kurutulan 6rnekler degirmende dgiitiilerek toz haline getirilmistir. Toz
haline getirilen mantardan 50 gr tartilmistir. Tez ¢calismasinda kullanilan T. anatolicum

i¢in solvent olarak ultra saf su kullanilmistir.

3.3.1. Tricholoma anatolicum’ un Ultra Saf Su ile Ekstraktinin Hazirlanmasi

Ekstraksiyona baglandiginda ilk 6nce toz haline getirilen T. anatolicum’dan 50
gr tartilmistir. Tartilan mantar ve 250 ml ultra saf su beher igerisine konularak 25-37 °C
sicaklikta ultrasonik homojenizator cihazi (Bandelin SONOPULS MS73) (Sekil 3.3.1.1)

ile 1 saat ultrasonikasyona tabii tutulmustur. Ultrasonikasyon sonrasinda sivi ekstrakt
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falkonlara esit olacak sekilde dagitilarak 8500 rpm de 15 dk sogutmali santrifiijde
(NUVE NF 800R) santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernant kisim baska bir
siseye aktarilmistir. Pellet toplanarak {izerine tekrar 200 ml ultra saf su konulmus ve
8500 rpm de 15 dk santrifiij edilmistir. Siipernant kisim alinmistir. Pellet tizerine 150 ml
ultra saf su ilave edilerek 1 saat daha ultrasonikator ile par¢alanmasi saglanmistir.
Pargalama islemi bittikten sonra son olarak 15 dk daha santrifiij edilmistir
(Sekil.3.3.1.2). Protokol sirasinda oOrnegin fitokimyasallarinin sicakliktan dolay1
bozulmasini 6nlemek amaciyla sicakligin 40 °C nin altinda tutulmasina 6zellikle dikkat

edilmistir.

Sekil 3.3.1.1. Ultrasonik homojenizator cihazi (Bandelin SONOPULS MS73) ile toz halindeki mantarin
ultrasonikasyonu yapildi.

Sekil 3.3.1.2. Toz haline getirilmis T. anatolicum’un su ile ekstrakte edilmis hali

3.3.2. Tricholoma anatolicum’ un Fraksiyonu

Fraksiyona baslandiginda ilk 6nce toz haline getirilen T. anatolicum’dan 40 gr

tartilmistir. Tartilan toz halindeki mantar tizerine 400 ml MetOH (%70) ile sise i¢erisine

27



konularak 50 °C sicaklikta 150 rpm de 24 saat shaker cihazinda isleme tabii tutulmustur
(Sekil 3.3.2.1. A, B, 3.3.2.2)).

Sekil 3.3.2.1. (A) Tartilan toz haline getirilmig T. anatolicum (TA), (B) TA ile %70 MetOH karigimi

Sekil 3.3.2.2. T. anatolicum (TA) ve %70 MetOH karigiminin 50 °C sicaklikta 150 rpm de 24 saat shaker
cihazinda isleme tabi tutulmasi.

Bu iglem sonrasinda 300 ml T. anatolicum MetOH karisimi ile 300 ml hekzan
karistirtlip ayirma hunisine konularak T. anatolicum ekstraktinda bulunan yaglarin
¢Oziilmesi saglanmigtir. Ayirma hunisinde iki karigim arasinda faz farki gerceklestikten
sonra ortamdan hekzan uzaklastirilmistir. TA-MetOH karisiminda higbir kayip
olmamistir. Ayni islem bu sefer 300 ml -MetOH karigimi ile 300 ml kloroform
karistirtlip ayirma hunisine konularak T. anatolicum ekstraktinin i¢inde kalan yaglarin

cOziilmesi ve sekerlerin ayristirilmasi saglanir. Ayirma hunisinde iki karigim arasinda
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faz farki meydana geldikten sonra ortamdan T. anatolicum -MetOH karisimi
uzaklastirilir. Ayni iglem son olarak 300 ml T. anatolicum -MetOH karisimi ile 300 ml
etil asetat (EtOAc) karistirilip ayirma hunisine konularak T. anatolicum ekstraktinda
kalan sekerlerin ve lipidlerim ¢6ziilmesi saglanmistir. Faz farki olustuktan sonra T.

anatolicum -MetOH karigimi ayirma hunisinden alinmistir (Sekil 3.3.2.3. A, B,C).

Sekil 4.4.2.4. (A) T. anatolicum-MetOH ile Hekzan karigimimin ayirma hunisindeki faz farki, (B) T.
anatolicum-MetOH ile Kloroform karigiminin ayirma hunisindeki faz farki, (C) T. anatolicum MetOH ile
Etil Asetat karigiminin ayirma hunisindeki faz farki

3.3.3. T. anatolicum’ un Metanol Ekstraktinin Evaporator ile Ugurulmasi

T. anatolicum-Metanol ekstrakti rotary evaporatorde (IKA RV10) 25°C de 200-

220 rpm ayarlanilarak ¢oziiciiler tamamen ugurulmustur (Sekil 3.3.3.1.).

Sekil 3.3.3.1. Mantar ekstraktinin evaporator iglemi

29



3.3.4. T. anatolicum’unEkstraktinin Liyofilizasyonu

Mantar ekstrakti filtre yardimiyla siiziildiikten sonra +4°C de saklanmistir. Daha
sonra -80 °C de (NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC-U410 premium) dondurulmak
tizere 1 gece bekletilen ekstrakt, hiicrelere uygulama asamasinda toz halinde
kullanilacagr icin liyofilizasyon cihazi (SCANVAC) ile -110 °C’de 3-4 giin boyunca
bekletilerek kurutulmustur (Sekil 3.3.4.1). Liyofilize edilen ekstrakt +4 °C de
saklanmustir (Sekil 3.3.4.2).

Sekil 3.3.4.1. T. anatolicum’un liyofilize islemi

Sekil 3.3.4.2. T. anatolicum ekstraktinin liyofilizasyon isleminden sonraki toz hali

3.4. Tricholoma anatolicum Ekstraktinda Fenolik Bilesiklerin HPLC (High

Performance Liquid Chromotography) ile Belirlenmesi

Bu agamada T. anatolicum’un EHTA, FHTA ve FETA ekstraktlarinin igerdigi
onemli fenolik bilesiklerin analizi i¢in Yiiksek Performans Sivi Kromotografisi (HPLC)
ile (Shimadzu-HPLC), INERTSIL ODS-3 kolonu (5um; 4,6 x 250 mm) ve UV-VIS
dedektorii ile belirlenmistir : Gallic Acid, Protocatechuic Acid, Catechin, 4-
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Hydroxybenzoic Acid, Vanillic, Cafeic Acid, Syringic Acid, Chlorogenic Acid, Rutin
Trihydrate, Trans-P-Coumaric Acid, Trans Ferulic Acid, Myricetin, Trans Resveratrol,
Quercetin, Trans Cinnamic Acid, Naringenin, Kaempferol. Standartlar ve metanolik
ekstraktlar 30°C de, UV-VIS dedektorii ile 280-330 nm dalga boylarinda, akis hiz1 1,0
ml/dk, mobil faz olarak A (dH20-gAc: glacial asetik asit_100-0,05) B (ACN:
asetonitril) ile analiz gergeklestirilmistir (Cizelge 3.4.1).

Cizelge 3.4.1. HPLC gradiyent prosedorii

TIME

0,10 Controller Start % Start %
0,10 Pumps B,Conc 8 A,Conc 92
2,00 Pumps B,Conc 10 A,Conc 90
27,00 Pumps B,Conc 30 A,Conc 70
37,00 Pumps B,Conc 56 A,Conc 44
37,10 Pumps B,Conc 8 A,Conc 92
45,00 Pumps B,Conc 8 A,Conc 92
45,10 Controller Stop Stop

3.5. Antioksidan Aktivite Tayini
3.5.1. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)Metodu

Serbest radikal yakalama yontemlerinden biri olan DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) kararli ve sentetik bir radikaldir. Antioksidanin serbest radikal yakalama
yeteneginin Ol¢iimii antioksidan aktivite olarak tanimlanir (Pokorny ve Ark., 2001).
DPPHe antioksidandan gelen hidrojeni biinyesine kabul eder. DPPH olusumuyla mor
renkli DPPHe sar1 renge doner. Kullanilan numunedeki antioksidan etkisi DPPHe ‘in

ortadan kaybolmasi ile dogru orantilidir (Sekil 3. 5.1.1).
Q0 O,
Ill' IlIH

—_—
O3N NO, /\ O;N NO,
AH A"

NO, NO,

- OPPH{red)

Sekil 3.5.1.1. DPPH- kimyasalinin H emilimi sonucunda antioksidan aktivitesi

T. anatolicum’un sulu, MetOH ‘lu ekstraktlarin antioksidan aktivitesi
degerlendirilmistir. 50 mg tartilan ekstraktlar %20 su, %80 MetOH karisimi ile

¢cozlilmiigtlir. Ekstraktlarin max. konsantrasyonu 25 mg/ml olacak sekilde 96 kuyucuklu

31



plakada seri dilisyon yapilmistir. Plakanin ilk dort sirasina ekstrakt + MetOH, diger
dort sirasina ise ekstrakt + DPPH eklenmistir (Sekil 3.5.1.2). 30 dk. bekleme stiresinden
sonra T. anatolicum’un ekstraktlarindaki antioksidan aktivitesi, 517 nm dalga boyunda
ELISA okuyucu ile optik yogunlugunun belirlenmesi ve ECsp (%50’sinin etkili oldugu

konsantrasyon) degerlerinin hesaplanmasi ile belirlenmistir.

kstrakt+MetOH '

p
S5
N
K = Ekstrakt+DPPH
A
O

.............

s
sulu MetOH#MetOH <= \\
c

g
sulu MetOH+DPPH <) ’76
o

Sekil 3.5.1.2. Ekstraktin DPPH metodu i¢in 96 kuyucuklu plakadaki yerlesimi

3.6. Hiicre Hatt1 ve Kiiltiir Ortami

Karaciger kanserine model hiicre hatlarindan biri olan HEPG2 hiicreleri, 15
yasinda Kafkas etnik kokenli bir erkek hastanin karaciger epitel dokusundan elde
edilmistir. HEPG2 hiicreleri tek katmanli biiyliyen yapigkan hiicre hattidir. Hiicrelerin
kiiltiir ortam1 olarak %10 (v/v) fotal dana serumu (fetal bovine serum, FBS), iceren
RPMI-1640 besiyeri kullanilmistir. Bakteri enfeksiyonunu onlemek i¢in RPMI-1640
besiyerine gentamisin (1mg/ml) eklenerek, hiicreler 37°C’de, %5’lik CO2 inkiibatorde
tretilmistir (Sekil 3.6.1, 3.6.2). Yapiskan hiicreler, hiicre kiiltiir kabinin %70’ini
kapladiginda tripsin-EDTA ile yeni kiiltlir ortamina pasajlanmistir. Calisma sirasinda,

hiicreler s1vi1 nitrogen i¢cinde dondurularak saklanmistir.

Sekil 3.6.1. Karaciger kanserine model hiicre hatlarindan biri olan HEPG2 hiicrelerinin x 10 objektifte
mikroskobik goriintiisii
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Sekil 3.6.2. CO; inkiibatdriinde kiiltiir ortamlarinda biiyiitiilen HEPG2 hiicreler

3.7. HEPG2 Hiicre Hattinin T. anatolicum Ekstrakt: ile Muamelesi
Sitotoksisite testleri i¢in;
o XTT metodunda; 96 kuyucuklu plakalara kuyucuk basma 1x10° hiicre ekilirken
(Sekil 3.7.1),
o Trypan blue metodunda ise; 6 kuyucuklu plakalara kuyucuk basina 2x10° hiicre
ekilir ve 48 saat inkiibasyona birakilmistir. (Sekil 3.7.2).

T. anatolicum sulu ekstraktindan (EHTA) 10 mg tartilip RPMI-1640 besiyeri ile
muamele edilerek 2 set (10 dk. , 35°C) sonikatdr uygulamasi ile ¢ozdiiriilerek plakalara

eklenip 24 saat inkiibasyona birakilip deney i¢in hazir hale getirilmistir.

Sekil 3.7.1. XTT metodu i¢in 96 kuyucuklu plakalara ekilen HEPG2 hiicrelerinin 48 saat inkiibasyonu
sonrast EHTA ekstrakti ile muamelesi
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Sekil 3.7.2. Trypan blue metodu i¢in 6 kuyucuklu plakalara ekilen HEPG2 hiicrelerinin 48 saat
inkiibasyonu sonrast EHTA ekstrakti ile muamelesi

3.8. HEPG2 Hiicre Hattinin Hidrojen peroksit (H202) ile Muamelesi

HEPG?2 hiicre hatt1 iizerinde hidrojen peroksit (H202) oksidatif stres kaynagi
olarak uygulanmustir. T. anatolicum ekstrakti eklendikten 24 saat sonra plakalara 2.27
uM hidrojen peroksit eklenip 2 saat inkiibasyona birakilarak hiicreler sitotoksisite

deneyleri i¢in hazir hale getirilmistir.

3.9. Sitotoksisite Testleri, ICso Belirlenmesi

Hiicrelerde sitotoksik maddeler veya biiylime faktorleri gibi kimyasallar
uygulanmasi ile canli hiicre sayisini tespit etmek icin sitotoksisite testleri
kullanilmaktadir. ~Sitotoksisite analizlerinde 3-[4,5- Dimethylthiazol-2-yl] 1-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (XTT) ajam1 kullanilmistir. Tetrazolium tuzlarinin
indirgenerek formazan kristaline doniistimii sonucunda kullanilan materyalin sitotoksik
potansiyeli belirlenmistir (Sekil 3.9.1). T. anatolicum ekstratinin HEPG2 hiicre hattina
kars1 sitotoksik etkisi 96 kuyucuklu kiiltir kaplarinda test edilmistir. T. anatolicum
ekstraktt yiiksek dozdan (2000 pg/ml) diisik doza (10 pg/ml) yatay olarak
seyreltilmistir. Kontrol (besiyer) kuyucuklar1 hari¢ her géze 5x102 hiicre ektikten sonra
48 saat 37°C de inkiibe edilmistir. Her goze XTT soliisyonu eklenerek canli hiicrelerin
olusturdugu formazan kristallerinin olusmasi i¢in 4 saat bekletilmigtir. Hiicre
tiremesindeki inhibisyon, kromojenik iriiniin 460-650 nm (referans 630 nm) dalga
boylarinda ELISA okuyucu ile optik yogunlugunun belirlenmesi ve ICso (hiicrelerin
%50’sinin  yasadigi kimyasal konsantrasyonu) degerlerinin hesaplanmasi ile

belirlenmistir.
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Sekil 3.9.1. Tetrazolium tuzlarmin indirgenerek formazan kristaline doniistimii

3.10. TBE (Mavi Trifan Boyasimin Dislanmasi) Method ile Hiicre Sayim

Hiicre canlihigmi belirlemek igin (3Z,3'Z) -3,3-[(3,3-dimethylbiphenyl-4,4'-
diyl)di(1Z)hydrazin-2-yl-1-ylidene]bis(5-amino-4-oxo-3,4-dihydronaphthalene-2,7-
disulfonic acid) (tryan blue) denilen diazo boya maddesi kullanilmigtir. T. anatolicum
ekstrakti ile muamele edilen HEPG2 hiicre hattinda hiicre canlilig1 tespit edilmistir. 6
kuyucuklu kiiltiir kaplarina 10%ml ekilen HEPG2 hiicre hatt1 48 saat 37°C de inkiibe
edilir. Sonrasinda makromantar ekstrakti ile muamele edilen hiicre hatt1 24 saat 37°C de
inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasinda her kuyucuk Hank’s salt solution ile yikandiktan
sonra hiicreler Tripsin-EDTA ile yiizeyden kaldirilir ve Tripsin-EDTA’ nin hiicre
tizerindeki etkisini yok etmek i¢in her kuyucuga RPMI-1640 besiyerinden eklenir.
Sayim i¢in hazirlanan hiicre soliisyonlarindan 100 pl alinip ilizerine trypan blue boya
maddesinden 100 ul eklenip iyice karistirildiktan sonra Thoma laminda sayim yapilir.
Canli hiicreler metabolik olarak aktif olduklarindan dolay1 biinyesine giren boya
maddesini aktif tasimayla hiicre disina ¢ikartarak, renksiz goriiliir ve oOli hiicreler
metabolik olarak inaktif olduklarindan dolay1r boya maddesini biinyesine alir, ancak
hiicre digina ¢ikartamaz ve mavi renkte goriiliir. Makromantar ekstraktinin gesitli
konsantrasyonlar1 hiicre canliligina (cell viability) karsi belli bir oran vermektedir. Bu

oran sonucunda ICsp degeri elde edilir. Hiicre canliligi (%) olarak hesaplanmustir.

35



(O/O)Hﬁcre canliligi = [Ab-AC / Bb-BC] = 100

Ab: ekstrakt ile muamele edilmis hiicrelerin ortalamasi
Ac: ekstrakt ile muamele edilmis hiicre barindirmayan medium ortalamasi
Bb: kontrol hiicrelerin ortalamasi

Bc: hiicre barindirmayan medium ortalamasi

3.11. FLOW Sitometri Yontemi ile Hiicre Canlihg1 Analizi

Flow sitometri yontemi, partikiillerin veya hiicrelerin akmakta olan bir akigkanin
icindeyken karakteristiklerinin ol¢iilmesi islemidir. Akim sitometrisi ile siispansiyon
halindeki partiekiiller ya da hiicreler, lazer 15181 ile aydinlatilan bélmeden gegirilerek,
hiicrelerin 1s1kla temas ettigi anda verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan
sinyallerin kaynagi, hiicrelerin biiytikliik, graniilaritesi gibi fiziksel 6zellikleri olabildigi
gibi, hiicrelere baglanan cesitli fluorokromlar da olabilir. Boylece partikiillerin ya da
hiicrelerin canliligi, immiin fenotipi, DNA igerigi, hiicre membran potansiyeli, enzim
aktiviteleri gibi gesitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilir (Dunphy, 2004).

Hiicre 6liimiiniin iki metodu olan kontrollii hiicre 6liimii (apoptoz) ve kontrolsiiz
hiicre 6limii (nekroz) temelde morofolojik, biyokimyasal ve biyolojik farkliliklarma
dayalidir (Majno, 1995). Apoptoz; hiicre gelisiminin diizgiin ilerlemesi ve hiicrelerin
hayatta kalmasi i¢in gerekli olan programlanmis hiicre Oliimiidiir. Bazi zamanlarda
hiicre, gelisme sirasinda asiri {iretilir, 6rnek verilirse fetiis el ve ayak parmaklarinin
olusumu, yetiskin beyin ndral gelisimi (Hutchins, 1998) ve ilireme organlarinin gelisimi
apoptoz olay1 ile ortaya ¢ikmaktadir (Meier, 2000). Apoptoz olusum nedenleri olarak,
DNA hasarina neden olan kimyasallar, U.V. 1sinlari, oksidatif stres, DNA tamir
mekanizmasindaki aksakliklar ve hiicre yiizeyi reseptorlerinin baglanmasi sayilmaktadir
(http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/A/Apoptosis.html). Bagisiklik
sisteminin diizenlenmesinde, kusurlu olan hiicrelerin giderilmesinde, hiicre ¢ogalmasi
ve oliimi arasindaki dengeyi saglama apoptozun avantajlar1 olarak kabul edilmektedir.
Nekroz; doku 6liimii olarak da bilinen, ¢ok sayida hiicrenin, dokunun ya da organin geri

doniislimsiiz hasar gormesi sonucunda olusan patolojik Oliimdiir. Nekroz olusum
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nedenleri kanser, zehirlenme, enfarktiis, yaralanma, enflamasyon ve enfeksiyon olabilir.
Hiicre dliimiiniin iki farkli karakterdeki mekanizmalari olan apoptoz ve nekroz i¢in flow
sitometri yontemi kullanilmistir. Tiim dlgiimler floresan aktivite akim sitometrisi (Flow

Cytometry BD FACSAria III) ile gergeklestirilmistir (Sekil 3.11.1).

Sekil 3.11.1. Akim sitometre sistemi (FACS Arialll)

6 kuyucuklu plakalara 2x10° hiicre/ml olacak sekilde ekilen HEPG2 hiicreleri,
25 pg/ml, 250 pg/ml ve 1000 pg/ml T. anatolicum su ekstrakti ile 24 saat siireyle
inkiibasyona birakilmigtir. Hiicrelerin T. anatolicum ekstraktiyla muamele edilmesiyle
olusan apoptoz ve nekroz, Annexin-V-apc/7AAD floresan boyalar ile flow sitometride

Olgtilmiistiir.

3.12. Gercek Zamanh Hiicre Elektronik Algilama

3.12.1. Xcellingence Sistem Gercek Zamanh Hiicre Analizi

Sistem hiicre kiiltiiri E-plakalarinin zeminine yerlestirilmis mikro-elektrotlar
sayesinde elektriksel empedans 6l¢iimii yapar (Roche Diagnostics GmbH., 2008) (Sekil
3.12.1.1). Higbir isaretleme yapmadan ger¢ek zamanli olarak analiz eder. Hiicre sayisi,
canliligi, morfolojisi ve hareketi dahil hiicrelerin biyolojik durumu hakkinda kantitatif

bilgi verir (Xing JZ. ve Ark., 2005).
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Sekil 3.12.1.1. Xcellingence Sistem Ger¢ek Zamanl Hiicre Analizinde kullanilan E-plate

T. anatolicum ekstraktinin HEPG2 (insan karaciger karsinoma) hiicre hatti
tizerindeki sitotoksik etkisine RT-CES 16X kullanilarak (ACEA Biosciences, San
Diego, CA) bakilmigtir. CO2 inkiibatorii iginde tutulan 16 kuyucuklu E-plakalar
icerisine 150.000/ml ekilen HEPG2 (insan karaciger karsinoma) hiicreleri %10 FBS
(Fetal s18ir serumu) ve %1 Gentamisin takviye edilmis RPMI-1640 besiyeriyle kiiltiire
edilmistir. HEPG2 hiicreleri 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Cihaza yerlestirilen E-
plakalardaki HEPG2 hiicrelerinin hiicre katsayis1 1.00’e ulastiktan sonra T. anatolicum
ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlart (1-5-25-50-100-250-500 pg/ml) eklenmistir. T.
anatolicum ekstraktinin 24 saat inkiibasyonu sonucunda belirlenen kuyucuklara H20>
eklenmistir. Eklenen H2O2 ‘in 2 saat inkiibasyonu sonrasinda HEPG2 hiicrelerinin
durumu gozlenmistir. Hiicre proliferasyon indeksi i¢in her bir kuyucuktaki veriler on
bes dakikada bir e zamanli impedans dl¢limii ile sayisal veri aktarimi saglayarak deney

sonunda her bir kuyucugun ortalama CI degerini hesaplamaktadir.

3.13. istatistiksel Analiz

Belirtilen analiz siirecinde, tiim deneyler {i¢ tekrar halinde yapilmistir. Deney
sonuglar1 ortalama + standart sapma olarak ifade edilir. Veri analizi ve grafikler
GraphPad Prism version 5 (GraphPad Software, San Diego, California, USA)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Oksidatif stres olusturulmus ve olusturulmamis
durumlar arasindaki 6ziitiin konsantrasyonlarinin etkisini belirlemek i¢in varyans analizi

(ANOVA) kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Tricholoma anatolicum Ekstrakt1 Uzerine Yapilan Analizler

Mantarin toz haline getirilmesi isleminden sonra ultra saf su ve metanol
soliisyonlar1 ile sonikatdr cihazi kullanilarak ekstraktlar hazir hale getirilmistir.
Ekstraksiyon islemi sonrasinda liyofilizatér cihazi yardimiyla kurutularak toz haline
getirilen mantar Orneklerinde en yliksek verimlilik, su ile yapilan ekstraksiyonda
saglanmistir. Metanolle yapilan ekstraksiyonda evaporator cihazi ile alkolii uzaklastirma
islemi sonucunda ekstraktin miktarinda biiyilk miktarda azalma olmaktadir. Su ile
yapilan ekstraksiyonda ise bu isleme gerek kalmadigindan dolay:1 direk liyofilizasyon

islemiyle yogunlastirilarak toz haline getirildigi i¢in daha fazla verim elde edilir.

Cizelge 4.1.1. Mantarlarin liyofilizatdr sonrasindaki verimlilikleri

Su (gr) Metanol (gr)

Tricholoma 3.9353 0.9571
anatolicum

Elde edilen mantar ekstrakti kullanilarak, iceriginde bulunan fenolik bilesiklerin
HPLC ile tayini, sitotoksisite testi ve ICso degerinin belirlenmesi, hepatoprotektif

etkisinin belirlenmesi i¢in analizler yapilmistir.

4.2. Tricholoma anatolicum Ekstraktimin Fenolik Bilesiklerin Miktarlar:

Meyve ve sebzelerde, tiim bitkisel kdkenli gidalarda farkli nitelikte ve farkli
miktarda pek ¢ok fenolik bilesik bulunmaktadir. Fenolik bilesikler meyve ve sebzelere
kendilerine has tatlarin1 veren bilesiklerdir. Fenolik bilesikler insan sagligi agisindan
islevleri, bulunduklar1 gidalarda tat ve koku olusumunu saglamasi, anti mikrobiyal, anti
oksidatif etki, anti kanser, anti biyotik, anti viral, anti fungal vs. gibi 6nemli tedavi edici
etkilere sahiptir. Meyve ve sebzelerde oldugu gibi mantarlarda da fenolik bilesik miktari
oldukca fazladir. Bu nedenle igerdikleri fenolik bilesiklerin miktarini tayin edebilmek

adina ytliksek performansli sivi kromotografisi (HPLC) yontemi kullanilmistir.
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Cizelge 4.2.1. Fenolik bilesen standartlart ve dalga boylari

Fenolik Bilesen EHTA FHTA FETA nm
Standartlar

Gallik asit 4.832 1.380 4730 330
Protokatesik asit ~ 6.123 3.516 1.092 330
Katesin 14.374 21.798 24.342 330
4-hidroksibenzoik 7.009 11.875 4.402 280
asit

Vanilik asit 6.414 1.276 2.502 280
Kafeik asit 0.187 0.043 0.040 330
Sirincik asit 0.104 0.156 0.848 280
Klorocenik asit 0.075 No peak 0.050 280
Rutin trihidrat 2.651 No peak 0.438 280
Trans-P-komarik  0.019 0.046 0.419 280
asit

Trans ferulik asit ~ 0.987 0.030 0.164 280
Mirisetin 0.211 No peak 0.093 280
Trans-Resveratrol  0.019 No peak 0.027 280
Kuarsetin 0.489 0.601 0.630 280
Trans sinnamik 1.320 0.570 1.063 280
asit

Narincenin 0.359 0.305 0.314 280
Kaemferol No peak No peak No peak -
Isorhamnetin 2.164 1.578 1.680 280

Ekstraksiyon yontemiyle elde edilen sulu (H20) ekstraksiyon mantar ekstrakti
(EHTA), fraksiyon yontemiyle elde edilen sulu (H20) fraksiyon mantar ekstrakti
(FHTA) ve etil asetatli (EtOAc) fraksiyon mantar ekstrakti (FETA) ndan 10 mg
tartilmistir. Tartilan 6rneklere 1 ml ultra saf su ardindan 1 ml metanol ilave edilmis ve

¢oziilmesi saglanmistir. Hazir hale getirilen 6rnekler HPLC cihazina enjekte edilmistir.

40



Cizelge 4.2.2. Mantar ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesikler

Fenolik Bilesik EHTA FHTA FETA
Standartlar Ort. | Standart Ort. Standart | Ort. | Standart
Sapma Sapma Sapma
Gallik asit 28,75 6,27 61,81 4,74 11,07 1,37
Protokatesik asit 55,77 24,85 36,43 9,45 13,09 2,21
Katesin 185,51 | 15,99 871,93 | 532,48 | 32,55 | 31,42
4-Hidroksibenzoik
asit 46,99 5,50 30,09 0,91 68,73 5,18
Vanillik asit 138,78 20,92 15,43 2,25 60,21 7,42
Kaffeik asit 3,39 5,87 3,63 3,14 0,00 0,00
Siringik asit 9,39 5,78 3,37 4,06 15,57 3,84
Klorogenik asit 8,07 4,41 0,25 0,43 2,11 1,71
Rutin Trihidrat 5,60 6,15 0,00 0,00 9,88 8,26
Trans-P-Kumarik
asit 1,42 1,03 0,81 0,01 9,08 1,38
Trans-Ferulik asit 6,29 0,63 0,56 0,10 4,79 2,09
Mirisetin 3,35 2,18 0,00 0,00 0,97 0,11
Trans-Resveratrol 0,37 0,36 0,00 0,00 0,53 0,23
Kuersetin 7,64 2,08 12,62 0,72 13,71 0,27
Trans-Sinnamik asit | 15,57 1,24 9,24 0,78 20,33 1,09
Naringenin 0,00 0,00 3,64 0,54 2,79 1,38
Kaempferol 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00
Isorhamnetin 39,22 1,66 28,15 0,83 28,86 0,51

HPLC cihazinda mantar ekstraktlarindaki fenolik bilesik miktarlar1 6l¢iilmiistiir.

Fenolik metot kalibrasyon verilerindeki kromotogram goriiniimiine gbre mantar

ekstraktlariin kromotogram goriiniimleri de alinmistir (Sekil4.2.1, 4.2.2).
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Sekil 5.2.2. Mantar ekstraktlari olan EHTA, FHTA ve FETA ‘nin kromotogram gériiniimleri

Kalibrasyon kromotogram goriinlimiine gore mantar ekstraktlarinda genel olarak
fenolik bilesik icerdigini gosteren pik goriinmemektedir. EHTA ekstraktinda, katesin
ve vanilik asit pik verirken, FHTA ekstraktinda ise sadece katesin pik vermistir. FETA

ekstraktinda, fenolik bilesik igerigi ¢ok diisiiktiir ve pik vermemistir.

4.3. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)Metodu ile Antioksidan Aktivite Tayini

T. anatolicum’un sulu ve MetOH ile fraksiyondan elde edilen ekstrakt
antioksidan aktivitest DPPH metodu ile belirlenmistir. 50 mg tartilan mantar ekstraktlar
%80 MetOH ile c¢ozdiiriildiikten sonra en yiiksek konsantrasyonlar1 25 mg/ml olacak
sekilde seri diliisyon uygulanmustir. Inkiibasyon siiresinden sonra ekstraktlarin
antioksidan aktivitesi, 517 nm dalga boyunda ELISA okuyucu ile optik yogunluklar
belirlenmistir. Ekstraktlardaki antioksidan miktarlar1 ECsp ( %50’sinin etkili oldugu

konsantrasyon) degerlerinin hesaplanmasi ile belirlenmistir (Sekil 4.3.1).
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Sekil 4.3.1. T. anatolicum ekstraktlarinin ECso degerlerinin GraphPad Prism 5.01 programinda gdsterimi

Cizelge 4.3.1. T. anatolicum ekstraktlarimin DPPH metodu sonucunda elde edilen ECs (%50’sinin etkili
oldugu konsantrasyon) degerleri

Ekstrakt Adi ECso (ug/ml)

EHTA 25.000
FETA >25.000
FHTA >25.000
Quarsetin 100

4.4. Sitotoksisite Test Sonuclari, 1Cso Degerleri

T. anatolicum’dan elde edilen sulu ekstraktin (EHTA) HEPG2 karaciger kanser
hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etkisi belirlenmistir. TBE, XTT ve Xcelligence gibi
cesitli sitotoksisite metodlarinda HEPG?2 hiicre hatt1 {izerinde mantarin sulu ekstraktinin

sitotoksik etkisine ve hepatoprotektif etkisine bakilmistir.

4.4.1. TBE (Mavi Trifan Boyasinin Dislanmasi)Metodunun Sonuclari

HEPG?2 hiicreleri T. anatolicum sulu ekstraktindan (EHTA) 12,551025-50-100-
250-500 pg/ml konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilmistir. EHTA ekstraktinin
HEPG2 hiicre hatt1 iizerindeki etkili olup olmadigi mikroskopta gozlenmis ve
konsantrasyon artttkca HEPG2 hiicrelerindeki morfolojik  degisikliklerin  arttt

belirlenmistir.
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EHTA ekstraktinin en yiiksek 25 pg/ml oldugu belirli doz araliklart HEPG2
hiicre hatti lizerindeki sitotoksik ve heapotoprotektif etkisine bakilmistir. Elde edilen
sonuglara gore diisiik doz araliklarinda HEPG2 hiicrelerinin morfolojilerinde degisiklik
gbzlenmezken, yiiksek doz araliklarinda hiicrelerin boyutlarinda kiigiilme ve hiicrelerde
sekil degisikligi gdzlenmistir. Diisiik doz araliklarinda EHTA ekstraktinin H2O> ‘e gore
hepatoprotektif etki (koruyucu etkisi) gozlenmistir. Ancak 10-25 ug/ml
konsantrasyonlarinda sitotoksik etki gozlenmistir (Sekil 4.4.1.1, 4.4.1.2, 4.4.1.3).

KONTROL 1 pg/ml

5 pg/ml 25 pg/ml

Sekil 4.4.1.1. HEPG2 hiicrelerine en yiiksek konsantrasyon 25 pg/ml olan EHTA ekstraktinin
eklenmesinden 24 saat sonrasi

KONTROL 1 pg/ml 2,5 ng/ml

5 pg/ml 10 pg/ml 25 ng/ml

Sekil 4.4.1.2. HEPG2 hiicreleri ile en yiiksek 25 pg/ml olan EHTA ekstraktlarmin ekli oldugu 6
kuyucuklu kiiltiir plakasina H>0; eklenmesinden 2 saat sonrasi
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EHTA ekstraktinin artan konsantrasyonlart HEPG2 hiicrelerinde % hiicre
canliligint  azalttig1  grafikte gortilmektedir. Ancak EHTA  ekstrakti artan
konsantrasyonlar1 ile H2O; birlikte HEPG2 hiicrelerinde % hiicre canliligini arttirdigi
grafikte goriilmektedir. EHTA ekstrakti diisiik dozlarda HEPG2 hiicrelerinde H20>

varliginda koruma saglamaktadir.
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Sekil 4.4.1.3. HEPG?2 hiicre hatt1 izerinde en yilksek 25 pg/ml olan TA ekstraktinin ve HO etkileri

En yiiksek 100 pg/ml olan EHTA ekstraktinin HEPG2 hiicre hatti lizerindeki
sitotoksik ve hepatoprotektif etkilerine bakilmistir. Diisiik doz araliklarinda EHTA
ekstraktt HEPG2 hiicre gruplarinin kopmasina neden olmustur. Ancak yiiksek dozlarda
hiicreler boyut olarak kii¢lilmeye ve yapistiklar1 ylizeyden kalkmaya baslamistir. EHTA
ekstraktinin H20: ile birlikte HEPG2 hiicresine uygulandigi kuyucuklarda ise diigiik
dozlarda hiicre gruplarinda kopmalar gozlenmistir. Ancak yiiksek doz araliklarinda
EHTA ekstrakt1 ile H2O> birlikte hiicrelerin morfolojilerinin bozulmasina ve 6liimiine
neden olmustur. Elde edilen sonuglara gére 10 pg/ml-25 pg/ml olan EHTA
konsantrasyonlarinda H202’nin olusturdugu oksidatif hasara kars1 koruma saglanirken,
yikkselen dozlarda EHTA ekstraktinin sitotoksik etkisi koruyucu etkisini
baskilamaktadir (Sekil 4.4.1.4, 4.4.1.5)
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Sekil 4.4.1.4. HEPG2 hiicrelerine en yiiksek konsantrasyon 100 pg/ml olan EHTA ekstraktinin
eklenmesinden 24 saat sonrasi

KONTROL

Sekil 4.4.1.4. HEPG2 hiicreleri ile en yiiksek 100 pg/ml olan EHTA ekstraktlarinin ekli oldugu 6
kuyucuklu kiiltiir plakasina H,O eklenmesinden 2 saat sonrasi

En yiiksek 100 pg/ml olan EHTA ekstraktinin uygulandigit HEPG2 hiicrelerinde
artan dozlarda % hiicre canliligmin azaldigi, EHTA ekstraktinin artan
konsantrasyonlarinin H20: ile birlikte uygulandig: hiicrelerde ise sitotoksik etki grafikte

goriilmektedir.
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Sekil 4.4.1.5. HEPG?2 hiicre hatt1 iizerinde en yiiksek 100 pg/ml olan EHTA ekstraktinin ve H,O» etkileri

En yiiksek 500 pg/ml olan EHTA ekstraktinin HEPG2 hiicre hatt1 lizerindeki
sitotoksik ve hepatoprotektif etkilerine bakilmistir. Diisiik dozlarda EHTA ekstrakti ile
H20: birlikte hiicrelerin morfolojilerinde ¢ok az etkili olmustur. Elde edilen sonuglara
gore 25 pg/ml olan EHTA konsantrasyonlarinda H2O2 nin olusturdugu oksidatif hasara
kars1 koruma az da olsa goriiliirken, yiikselen dozlarda EHTA ekstraktinin sitotoksik
etkist  koruyucu etkisini  baskilamaktadir. 100 pg/ml-250 pg/ml EHTA
konsantrasyonlarinda yapisan HEPG2 hiicreleri kalkmaya baslamis ve hiicrelerde sekil
bozuklugu goézlenmistir. 500 pg/ml EHTA konsantrasyonun oldugu kuyucuktaki
hiicreler ise tamamen Olmiistiir (Sekil 4.4.1.6, 4.4.1.7, 4.4.1.8).

100 pg/ml 250 pg/ml 500 pg/ml

Sekil 4.4.1.6. HEPG2 hiicrelerine en yiiksek konsantrasyon 500 pg/ml olan EHTA ekstraktinin
eklenmesinden 24 saat sonrast
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KONTROL 25 png/ml 50 pg/ml

100 pg/ml 250 pg/ml 500 pg/ml

Sekil 4.4.1.7. HEPG2 hiicreleri ile en yiiksek 500 pg/ml olan EHTA ekstraktlarinin ekli oldugu 6
kuyucuklu kiiltiir plakasina H>O; eklenmesinden 2 saat sonrasi

HEPG?2 hiicrelerine artan dozlarda uygulanan EHTA ekstraktt 50 pg/ml’den
sonra % hiicre canliligini en aza indirdigi gozlenirken, EHTA ekstrakti ile H20: birlikte
uygulandigt HEPG2 hiicrelerinde yiiksek dozlarin sitotoksik oldugu grafikte

goriilmektedir.
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Sekil 4.4.1.8. HEPG?2 hiicre hatt1 iizerinde en yiiksek 500 pg/ml olan EHTA ekstraktinin ve H,0O etkileri

4.4.2. XTT Metodunun Sonuglar:
96 kuyucuklu kiiltiir plakalarina ekilen 10%/ml HEPG2 hiicreleri 24 saat plaka
yiizeyine tutunmasi ve biiyiimesi beklenmistir. Inkiibasyon sonrasinda HEPG2

hiicrelerine EHTA ekstraktindan, en yiikksek 2000 pg/ml konsantrasyonundan seri
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diliisyon seklinde 24 saat ve ayni sekilde en yiiksek 4000 pg/ml konsantrasyonundan
seri diliisyon seklinde 72 saat uygulanmistir. EHTA ekstraktinin HEPG2 hiicreleri
tizerinde etkili olup olmadigi mikroskopta degerlendirilmistir (Sekil 4.4.2.1, 4.4.2.2).
EHTA ekstraktinin artan konsantrasyonlarinda HEPG2 hiicrelerinde morfolojik
bozulmalar gézlenmistir.

En yiiksek 2000 pg/ml olan EHTA ekstraktinin HEPG2 hiicre hatt1 {izerindeki
sitotoksik ve hepatoprotektif etkilerine bakilmistir. Elde edilen sonuglara goére, 24 saat
boyunca uygulanan EHTA ekstrakti, artan dozlarda sitotoksik etkisi hepatoprotektif
etkisini baskilamaktadir (Sekil 4.4.2.3).

KONTROL 125 pg/ml 250 pg/ml
500 pg/ml 1000 pg/ml 2000 pg/ml

Sekil 4.4.2.1. HEPG2 hiicre hatti iizerinde EHTA ekstraktinin 24 saat en yiiksek 2000 pg/ml olan
konsantrasyonun mikroskop goriintiileri

En yiiksek 4000 pg/ml olan EHTA ekstraktinin HEPG2 hiicre hatt1 {izerindeki
sitostatik etkilerine bakilmistir. Elde edilen sonuglara gére, EHTA ekstraktinin artan
dozlar1 0-72 saatleri icerisinde HEPG2 hiicrelerinin biiylimesini durdugu ve hiicre
sayisinda azalmaya neden oldugu gozlenmistir. Ancak HEPG2 hiicrelerinde EHTA
ekstrakti, 72. saatten sonra sitotoksik etki gostermeye baslamuistir (Sekil 4.4.2.2).
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KONTROL 250 pg/ml

1000 pg/ml 2000 pg/ml 4000 pg/ml

Sekil 4.4.2.2. HEPG?2 hiicre hatt1 izerinde EHTA ekstraktinin 72 saat en yiiksek 4000 pg/ml olan
konsantrasyonun mikroskop goriintiileri

EHTA ekstraktt HEPG2 hiicrelerinde 24-72 saat uygulanmis ve sitotoksik
etkileri arastirtlmistir. EHTA ekstraktinin 24 saat ICso degeri > 2000 pg/ml, 72 saat ICso
degeri 1525 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.4.2.3).

24 saat 72 saat
150 1204
1 z 90_“9/‘\'!’”’}
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0 50 100 150 200 250450 950 1450 1950 2450 0 50 100 150 200 250 450 1450 2450 3450 4450
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Sekil 4.4.2.3. HEPG?2 hiicre hatt1 lizerinde EHTA ekstraktinin 24 saat en yiiksek 2000 pg/ml olan
konsantrasyonun ve 72 saat en yiiksek 4000 pg/ml olan konsantrasyonun etkilerinin konsantrasyonlara
bagli (%) hiicre canliliginin x-y dagilim grafigi

4.5. Ger¢ek Zamanh Hiicre Elektronik Algilama Sonuclar:

4.5.1. Xcellingence Sistem Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi Sonuclari

RT-CES 16X kullanilarak (ACEA Biosciences, San Diego, CA) cihazina
yerlestirilen 16 kuyucuklu E-plakalara ekilen HEPG2 karaciger kanser hiicrelerinde
EHTA ekstraktinin sitotoksik ve sitostatik etkisine bakilmistir.

EHTA ckstraktinin HEPG?2 hiicreleri lizerindeki anti kanser aktivitesi i¢in 250-
500-1000-2000 pg/ml konsantrasyonlari uygulanmustir.  E-plakaya 10%/ml ekilen
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HEPG2 hiicreleri 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Hiicre katsayisinin 1.00’e ulagsmasi
sonucunda belirlenen kuyucuklara hazirlanan EHTA ekstrakt konsantrasyonlari

eklenmistir. Hiicre kontrol ve besiyeri kontrole ise besiyeri eklenmistir (Sekil 4.5.1.1).

»
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w
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r
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Normalized Cell Index

18 oo

243 343 443 543 64.3 743 843 943 1043 1143

Time (in Hour)

Sekil 4.5.1.1. EHTA ekstrakt konsantrasyonlarinin 87 saat uygulandigit HEPG2 hiicrelerinin hiicre
endeks-zaman grafigi

Xecelligence sistemini kullanarak HEPG2 hiicre hatt1 iizerinde 24-48-72-87 saat
T. anatolicum ekstraktinin 250-500-1000-2000 pg/ml konsantrasyonlari uygulanmistir.
Sonuglar doz cevap egrisinde gosterilmistir (Sekil 5.4.5). Elde edilen sonuglara gore
ICso degerleri 24 saatte 241.539 pg/ml, 48 saatte 418.135 pg/ml, 72 saatte 285.694
ug/ml ve 87 saatte 185.495 ug/ml olarak saptanmistir (Sekil 4.5.1.2).

Normalized Cell Index
w

I E——
o ———
" 4,0 35 =30 25 -2,
Log of concentration (g/mi)
Saat ICs; Degerleri(pig/ml)
(1) 24 saat 241,539
(2) 48 saat 418,135
(3) 72 saat 285,694
(4) 87 saat 185,495

Sekil 5.4.3.1.2. EHTA ekstrakt konsantrasyonlarinin 24-48-72-87 saat uygulandigt HEPG2 hiicrelerinin
1Cs egri grafigi
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4.6. FLOW Sitometri Yontemi ile Hiicre Canhilhi§1 Analizi Sonug¢lari

Flow sitometri yonteminde, akim sitometrisi ile siispansiyon halindeki HEPG2
hiicreleri, lazer 15181 ile aydinlatilan bolmeden gegirilerek, hiicrelerin 1sikla temas ettigi
anda verdikleri sinyallere gore dort farkli bolge olusmaktadir. Bu bolgeler dot plot
grafiginde Q1, Q2, Q3 ve Q4 olarak gosterilmektedir. Q1 bolgesi, hiicrelerin nekroza
ugradigini, Q2 bdlgesi, hiicrelerin apoptoza ve nekroza ugradigini, Q3 bdlgesi,
hiicrelerin canli oldugunu ve normal metabolik aktivitelerini sergiledigini ve Q4
bolgesiyse, hiicrelerin apoptoza ugradigini gostermektedir. Hiicre canliligi analizinde
Annexin-V-apc ve 7AAD adinda iki tane floresan boya kullanilmaktadir. 7AAD
floresan boyasi canli hiicrelerin belirlenmesinde kullanilirken, Annexin-V-apc floresan
boyast hiicrelerin 6liim sathalarini belirlenmesinde kullanilmaktadir.

HEPG?2 hiicreleri 2x10° hiicre/ml olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekilip 24
saat inkiibasyona birakilmistir. 6 kuyucuklu plakalara ekilen HEPG2 hiicrelerinin plaka
ylizeyine tutunmalari i¢in beklendikten sonra T. anatolicum ekstraktinin 25 pg/ml, 250
ug/ml ve 1000 pg/ml olarak belirlenen konsantrasyonlar ile 72 saat muamele edilmistir.
T. anatolicum ekstraktinin HEPG2 hiicreleri iizerindeki antikanser etkisine flow
sitometri yontemi ile bakilmstir.

Unstained dot blot grafigi, akim sitometri cihazinda (Flow Cytometry BD
FACSAria III) icerisinde floresan boya bulundurmayan hiicre siispansiyonun 6lciildiigii
grafiktir (Sekil 4.6.1). Bu Ol¢limiin amaci, hiicrelerde otofloresan o0zellik varsa
indirgenmesinin saglandig1 kalibrasyon iglemidir. Bu islemden sonraki tiim ol¢iimler
unstained dot plot (nokta alan) grafiine gore alinir. Dot plot (nokta alan) grafiginde,
Ol¢iilen her bir nokta bir hiicreyi gostermektedir. Dot plot grafigi ile iki floresan

antikorunu da biinyesinde barindiran hiicreler tespit edilir.
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HEPG2-KONTROL-7AAD/ANNnexin V
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Sekil 4.6.1. Dot plot grafiginde Q1, Q2, Q3 ve Q4 bolgeleri

Cizelge 4.6.1. EHTA ekstrakt 0-25-250-1000 pg/ml konsantrasyonlarimin HEPG2 hiicreleriyle 72 saat
muamelesi sonucunda akim sitometri yontemiyle elde edilen popiilasyon (%) degerleri

Popiilasyon Tiim Sonuclar (%0)
Konst.(1ng/m) Q1 Q2 Q3 Q4
(Nekroz) (Sekonder Nekroz) (Canh Hiicre) (Apotoz)
KONTROL 4.6 2.6 90.3 2.4
25 4.3 5.8 84.6 5.2
250 5.7 1.7 80.9 5.8
1000 12.8 9.1 74.0 4.1

Flow sitometri yontemi kullanilarak HEPG2 hiicre hatt1 lizerinde 72 saat EHTA
ekstrakt 0-25-250-1000 pg/ml konsantrasyonlari uygulanmistir. Sonuglar doza bagh
olarak hiicrelerin hangi hiicre Oliimiine ugradigi barr grafiginde gosterilmistir
(Sekil4.6.2). Elde edilen sonuglar 7AAD PerCp-Cy5-5-A-Annexin-V PE-A dot plot
grafiginde gosterilmistir (Sekil 5.4.4.3). Elde edilen sonuglara gore kontrol (0 pg/ml)
grubunda sol alt kadranda yer alan her iki floresan antikoru da tagimayan canli hiicre
popiilasyonu % 90.3 iken, ylikselen konsantrsyonlarda canli hiicre popiilasyonunun %
orant diismektedir. 1000 pg/ml olan en yiiksek konsantrasyonda sag iist kadranda yer
alan her iki floresan antikorunu da tasiyan 6lii hiicre popiilasyonu % 9.1 iken, azalan

konsantrasyonlarda 6lii hiicre popiilasyonunun % orani diismektedir.
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Sekil 4.6.2 EHTA ekstraktt 0-25-250-1000 pg/ml konstrasyonlarinin 72 saat boyunca HEPG2
hiicreleriyle muamelesi sonucu akim sitometrisi ile elde edilen popiilasyon(%) degerlerinin barr grafigi
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Sekil 5.4.4.3 EHTA ekstrakti 0-25-250-1000 pg/ml konstrasyonlarinin 72 saat boyunca HEPG2
hiicreleriyle muamelesi sonucu akim sitometrisi ile alinan dot plot grafikleri

Flow sitometri metodu kullanilarak yapilan ¢aligmalar T. anatolicum ekstraktinin
HEPG2 karaciger kanser hiicreleri {lizerindeki doza bagli aktivite gosterdigi
belirlenmistir. HEPG2 hiicre popiilasyonunda doza bagli olarak HEPG2 hiicrelerinin

Oliimleri (apoptoz/nekroz) gozlenmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1 Sonuclar

Diinyanin her yerinde bulunan ve yeryiiziinde 1,5 milyon mantar tiirii oldugu
diisiiniilmekte, 100.000 mantar tiiriinlin tanimlandig1 ve bunlarin i¢inden yaklasik 2500
adedinin yenilebildigi kaydedilmistir (Tamer A.U., 2005). Mantarlar antik ¢aglarda, dini
inanislarda ve dini ritiiellerde olduk¢a yaygin kullanilmistir. Kabiledeki yerliler, sihirli
ve haliisinojenik etkisi olduguna inandiklar1 i¢in ilag, zehir ve iksir yapiminda
kullanmiglardir. Ayn1 zamanda insan diyetinde tad1 ve aromasindan dolay1 uzun siiredir
tiketilmektedir.

Calismamizda ilk olarak T. anatolicum sulu ekstraksiyonu (EHTA), sulu
fraksiyonu (FHTA) ve etil asetat fraksiyonu (FETA) sonucu elde edilen ekstraktlarinin
yiizde verimlilikleri arastirilmistir. EHTA ekstrakti FETA ve FHTA ekstraktlarina
oranla 3 kat daha fazla verimli oldugu tespit edilmistir. T. anatolicum ekstraktlarinin
antioksidan aktivite degerlendirmesi i¢in DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)metodu 96
kuyucuklu mikro plakalarda uygulanmistir. Yiiksek konsantrasyonlara ¢ikildigi igin
absorbansi1 fazla vermektedir. Bu nedenle zemin degeri (background) alinmustir.
Literatiirde yapilan bir ¢alismada, DPPH kontrol kuyucuklarma 300 ul DPPH ve
metanol kontrol kuyucuklarma, 20 pl metanol + 280 ul DPPH ilave edilmistir.
Reaksiyonda DPPH ile ekstraktin pigmentleri arasindaki girigsimi ortadan kaldirmak
igin, ekstraktin (20 ul) absorbansi, DPPH’ siz metanol 280 ul’ de 6l¢iilmiistiir (Uyar ve
ark., 2011). DPPH metodu ile uygulanan artan konsantrasyonlarda ICso degeri
diismektedir.

Diger bir yandan mantarlar fenolik bilesik bakimindan zengin gidalardir.
Icerdikleri bircok bilesik anti fungal, anti viral, anti mikrobiyal, anti kanser gibi etkiye
sahiptir. Bu nedenle T. anatolicum’ un yiiksek performansli sivi kromotografisi
(HPLC)yontemi ile fenolik bilesik igerigi belirlenmistir. HPLC metodunda uygulanan
100 g numunede bulunan 100 mg referans noktasina gore, EHTA ekstrakti katesin ve
vanilik asit fenolikleri i¢in pik verirken, FHTA ekstrakt1 sadece katesin fenoligi igin pik
vermis ve FETA ekstrakti ise fenolik igerigine dair pik vermemistir. Katesin
antioksidan, anti-diyabetik, bir anti-inflamatuar, anti-mutajenik, anti-kanserojen ve
antimikrobiyal aktiviteleri dahil olmak tizere ¢esitli farmakolojik etkileri olan ve yesil
cayda bulunan ana fenolik bilesiklerden biridir (Jullian ve ark., 2007). Literatiirdeki

sonuglara gore polar ekstraklar (su ve metanol), polar olmayan ekstraktlara (etil asetat)
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gore daha fazla polar bilesik ihtiva ettiginden dolay1 daha yiiksek antioksidan kapasitesi
gostermistir(Josiana ve ark.,2010). Sonu¢ olarak HPLC ve DPPH metodunda elde
edilen sonuclar birbirine paralel ¢ikmistir. Uygulanan her iki metottaki sonuglarda,
fenolik igerigi literatiirdeki lineer degerin ¢ok altinda oldugundan EHTA ekstraktinin
konsantrasyonlarina bagli hepatoprotektif etkisi belirlenememistir.
Anti kanser ajanlarinin doza bagli olarak hiicre proliferasyonlarini etkiledikleri
bilinmektedir. Kullanilan ajanlarin, her bir hiicre tipine gore farklilik gosterdikleri
literatiirde yer almaktadir. Literatiirde yer alan ¢alismalardan bir tanesinde, metabolik
olarak aktif hiicrelerin mitokondrial enzimlerin, tetrazolyum tuzu azaltilmis XTT’ nin
ve portakal renkli formazan iiriiniin ELISA plaka okuyucusu kullanilarak olciildiigii
ancak tripan mavi boyamada canli hiicre sayisi, canli hiicre sayimlarinin sonucunda
yiizde hiicre canlilif1 olarak doniistlirtilmesiyle olgiildiigii belirtilmektedir (Sakalli E.,
2010). Hiicre canliliginin belirlendigi XTT deneyleri ve TBE deneyleri birbirinden
farklilik gostermektedir. XTT metodu indirek test olup hiicrenin metabolik(mitokondrial
aktivitelerine gore canli olup olmadiklar1) aktivitesine dayanirken, TBE metodu direk
test olup hiicrenin canliligima dayanmaktadir. EHTA ekstraktinin HEPG2 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkileri XTT deneyleri ile belirlenmistir. XTT deney sonuglarina
gore 24 saat ICso degeri > 2000 pg/ml, 72 saat ICso degeri ise 1525 pg/ml olarak
belirlenmistir. T. anatolicum ekstrakti EHTA, karaciger kanser hiicre hattina
uygulanmis ve doza bagl aktivitesi belirlenmistir. Elde edilen sonuclara goére, HEPG2
hiicrelerinde diisiik konsantrasyonlarda EHTA ekstrakti ile H20> birlikte koruyucu etki
gostermektedir. Ancak EHTA konsantrasyonlar1 artttkga EHTA - H20: birlikte toksik
etkisi artmaktadir. Biitlin tekrarlanan deney sonucglarima gore 1-5 pg/ml
konsantrasyonlarinda EHTA ekstraktinin HEPG2 hiicrelerinde koruyucu etkisi
goriilmiistiir. Fakat EHTA ekstraktinin konsantrasyonu arttik¢ca koruyucu etki yerine
sitotoksik etki gdzlenmistir. Ayn1 zamanda yiiksek konsantrasyonlarda EHTA ekstrakti
ile H202 etkilesim igine girmeye basladigr i¢in koruyucu etki kaybedilmistir. H2O2’in
kullanim1 homojen olmadig1 ve 37 °C’de buharlasma meydana geldiginden dolay: bir
diger metotlarda uygulanmamistir. Bu nedenle 24 saat araliginin degistirilmesine karar
verilmistir. Ayrica EHTA ekstrakti ve H202 kimyasalinin ayni anda bulunmasinin
engellenmesi amaciyla yeni deney plani hazirlanmistir.

Cesitli anti kanser ajanlarin ve bitkisel 6zlerin sitotoksik aktivitesi genellikle
DNA hasarina ve apoptoza neden olur (Rixe ve Fojo, 2007). Sitostatik reaksiyonlarin

yanisira, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini 6nleme ile hiicre dongiisiiniin bloke olmasina
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ya da gecikmesini saglamak icin epirubisin ve siklofosfamid (kanserli hiicre
cogalmasini durdurma) ve toksik sisplatin (karaciger kanser hiicre ¢ogalmasini
durdurma) gibi sitositatik ilaglar kanser tedavilerinde kullanilir (EI-Mirve ark., 1998).
Gergek zamanli hiicre analizine gore EHTA ekstraktinin 250-500-1000-2000 pg/ml
konsantrasyonlarinin 24-48-72-87 saat ile HEPG2 hiicreleri iizerindeki sitotoksik ve
sitostatik etkileri belirlenmistir. Sonuglara gore, 24-48 saat arasinda EHTA ekstraktinin
ICs0 degeri iki katina ¢ikmis ve sitotoksik etki gdstermis, ancak 48 saat sonrasinda
EHTA ekstraktinin HEPG2 hiicreleri lizerindeki ICso degeri yar1 yariya diigmiistiir.
Ayrica HEPG2 hiicreleri 87. saatin sonunda dahi HEPG2 hiicrelerinin hiicre indeksi
1.00’in altina diismedigi gozlenmistir. Uygulanan EHTA ekstraktinin zamana bagli bir
sekilde HEPG2 hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu saptanmistir. Bu nedenle
EHTA ekstraktinin HEPG2 hiicrelerinde 48 saat sonrasinda sitostatik etki gosterdigi
bulunmustur. Hiicre canliliginin arastirildigit metotlarda ICso degerleri farklilik
gostermektedir. Sitostatik ilaclar, antitiimor etkilerini kanser hiicrelerinin spesifik hiicre
yapilarini veya metabolik yolaklarini bozarak gostermektedirler (Block ve ark., 2007).
Bu nedenle uygulanacak metodun se¢imi 6nem tasimaktadir.

T. anatolicum’un sulu ekstraktt (EHTA), HEPG2 hiicre hatt1 {izerindeki etkisi
Annexin-V-apc ve 7AAD floresan boyalar yardimiyla akim sitometri yontemiyle
belirlenmistir. EHTA ekstraktinin 72 saat boyunca HEPG2 hiicreleri ile muamelesi
sonucunda HEPG2 hiicre yolagindaki etkileri (apoptoz ve nekroz) gozlenmistir. EHTA
ekstraktinin artan konsanrtrasyonlarinda, Annexin-V-apc ve 7AAD olan iki floresan
antikorunu tagimayan canli hiicre popiilasyonunun (Q3 boélgesi) %’si azalmaktadir.
Ayn1 zamanda artan konsantrasyonlar ile birlikte iki floresan antikoru tasiyan canli
hiicre popiilasyonunun (Q2 bdlgesi) %’si artmaktadir. EHTA ekstraktinin 1000 pg/ml
konsantrasyonu diger konsantrasyonlarina goére, HEPG2 hiicrelerinin morfolojisini
bozdugunu ve hiicrelerin direk nekroza (kontrolsiiz hiicre 6liimii) ugramalarina sebep
olmustur. Aynmi sekilde EHTA ekstraktinin 250 pg/ml konsantrasyonu diger
konsantrasyonlarina gére, HEPG2 hiicrelerini apoptoza (kontrollii hiicre o&liimii)
ugramalarmi tetiklemistir. Elde edilen sonuglar, EHTA ekstraktinin artan

konsantrasyonlari, HEPG2 hiicre hatti tizerinde hiicre 6liimiinii arttirdigin1 gostermistir.

57



5.2 Oneriler

Tiirkiye’de endemik bir tiir olan T. anatolicum, dis iilkelere ihracatta biiyiik bir
pazar payma sahiptir. Tiirkiye’de yetisen, maddi agidan gelir saglayan bu mantarin
biyolojik etkileri ¢ok az bilinmektedir. Calismamizda T. anatolicum’un HEPG2
karaciger kanser hiicreleri iizerindeki etkilerine bakilmistir. Elde edilen sonuglara gore
mantarin sulu ve metanolik ekstraktlarinin fenolik bilesik icerikleri birbirinden farkli ve
sulu ekstrakt1 daha fazla fenolik i¢erik barindirmaktadir. T. anatolicum’un sulu ekstrakt:
diisik dozlarda HEPG2 hiicrelerinde H20. karsi bir koruma gosterirken, yiiksek
dozlarda sitotoksik etki gostermistir. Mantarin sulu ekstraktt HEPG?2 hiicre yolagindaki
(apoptoz ve nekroz) degisikliklere flow sitometri yontemiyle bakilmastir.

Bu mantar ile yapilacak olan daha sonraki calismalarda bu ekstraktin
igerigindeki maddeler arastirilarak, etken madde tespit edilmeleridir. Etken maddeler
saflagtirilarak kanser hiicreleri iizerinde uygulanabilir ve hedef odakli galisilabilir.
Mantarin kanser hiicre yolaklarindaki etkileri, hiicre membran gegirgenligine bagli olan
promidyum iyodiir (Pl) lekeleme yontemiyle hiicre boyutuyla DNA miktar
kiyaslanarak apoptotik hiicre popiilasyonu tayini uygulanabilir ve mantar ekstraktinin
hiicredeki molekiiler etkileri belirlenebilir. T. anatolicum’un molekiiler boyutta

biyolojik etkilerinin arastirilmasi tavsiye edilmektedir.
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