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DOKTORA TEZIi

BAZI MAKROMANTAR EKSTRELERININ ANTI KANSER
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

MURAT SEBIN

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
DANISMAN: PROF. DR. NECMETTIN YILMAZ

Bu tez calismasinda Lactarius zonarius, Laetiporus sulphureus, Pholiota adiposa,
Polyporus squamosus Ramaria flava makromantar tilirlerinin ekstrelerinin HelLa
(insan serviks karsinoma hiicre hatt1), HT29 (insan kolorektal adenokarsinoma hiicre
hatt1)), A549 (insan akciger adenokarsinoma), Hep3B (insan hepatocellular
carcinoma), MCF7 (meme kanseri hiicresi ve FL (insan normal amniyon epitel hiicre
hattr) hiicre hatlar1 lizerindeki sitotoksik ve antiproliferatif etkisini farkli molekiiler
teknikler kullanarak arastirldi. Makromantar ekstrelerinin hiicre proliferasyonuna
olan etkileri 6lgmek amaciyla MTT testiyle hiicre proliferasyon dlgiimii yapildi.
Makromantar ekstrelerinin hiicre sitotoksik aktiviteleri LDH yontemi ile belirlendi.
Migrasyon testiyle; hiicre gocleri, DNA bantlasma testiyle; DNA zincirinde
kirilmalar tespit edildi. Makromantar ekstrelerinin orta ve yiiksek konsantrasyonlarda
(45.0 — 99.6 pg/mL) etkili bigimde antiproliferatif etki gosterdigi belirlendi.
Makromantar ekstrelerinin 60 pg/mL ve istiindeki konsantrasyoinlarda hiicre
membrani iizerinde %20 — 30 oraninda sitotoksik etki yapabildigi tespit edildi.
Pholiota adiposa, Polyporus squamosus ekstrelerinin kanser hiicreleri iizerine
antiprolatif etikisinin oldugu, sitotoksik etkilerinin ise diisiik oldugu belirlendi.
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ABSTRACT
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DETERMINATION OF ANTI-CANCER ACTIVITIES OF EXTRACTS
OF SOME MUSHROOMS
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SUPERVISOR: PROF. DR. NECMETTIN YILMAZ

In this study, the cytotoxic and antiproliferative effects of extracts obtained from
Lactarius zonarius, Laetiporus sulphureus, Pholiota adiposa, Polyporus squamosus
and Ramaria flava were investigated by using different molecular techniques on
HelLa (human cervical carcinoma cell line), HT29 (human colorectal
adenocarcinoma cell line), A549 (human lung adenocarcinoma), Hep3b (human
hepatocellular carcinoma), = MCF7 (breast cancer cell) and FL (human normal
amniotic epithelial cell line) cell lines. Cell proliferation was measured by MTT test.
Cytotoxic effect by LDH test, cell migrations by migration test, breaks in DNA chain
by DNA banding test were detected. It was determined that all the extracts of
macrofungi showed effective antiproliferative impact at medium and high
concentrations (45.0 - 99.6 ng / mL). It was determined that the extracts of macro
mushrooms had a cytotoxic effect of 20%-30% on the cell membrane at
concentrations higher than 60 pg / mL. Pholiota adiposa, Polyporus squamosus,
antiprolative effects against cancer cells but their cytotoxic effects were low.
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KEYWORDS: Anticancer activiti, cytotoxic effect FL, Hep3B, HT29, Mushroom,
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1. GIRIS

Dogal iirtinler, saglikli yasamin tesvik edilmesi ve hastaliklarin tedavisinin yani sira
ilaglarinm {tretilmesi ve gelistirilmesinde de kullanilmaktadir. Dogal {iriin bazh ilag
iretimi ve gelisiminin gliniimiizde kanser de olmak iizere cesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmasmin 6nemi gittikce artmaktadir. Kanser ve bulasic1 hastaliklar
alaninda kullanilan ilaglarin yarisindan fazlasi dogal orijinlidir (Baykara,2016). 1900’Li
yillarda 6liimlerin ¢ogu bulasict hastalik kaynakl iken kanser nedeniyle 6liimlerin oran
%10 seviyesinde oldugu belirtilmistir (Hua,2011). Giiniimiizde enfeksiyon hastaliklar1
zorda olsa bir sekilde kontrol altina alinabildigi halde, ayni ilerleme kanser tedavisine

yansimamistir (Thurston, 2007).

Diger iilkelerde oldugu gibi Tiirkiye’de de hastaliklar ve Oliimler arasindaki yeri
acisindan gercekci bir rakam vermek olasi degilse de kanserden Oliimler kalp-damar
hastaliklarindan sonra ikinci siray1 almaktadir. Cevre kirliligi, sigara, alkol, radyasyon
ve kimyasallara maruz kalmanin kanser insidansinda artisa neden oldugu bildirilmistir
(Anonymus, 2014). Bugiin kanser tedavisinde bilinen ti¢ 6nemli yontem vardir; cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapi. Bunlarin disinda fotodinamik terapi antikor ve as1 iliskili
yaklasim ve gen terapisi gibi yontemler gelecek icin onem arzetmektedir (Roscemberg,

2005).

Kemoterapi, secici olarak bir tiimorii yikabilen ya da en azindan biiylimesini sinirlayan
diisik molekiil agrrlikli ilaglarm kullanildigi bir yontemdir. Kemoterapi olarak
adlandirilan sentetik veya dogal yollarla elde edilen maddelerin kanser hiicrelerini
oldiirmek tizere kullanilmasi -seklindedir. Genellikle kanser kemoterapisinde kullanilan
maddeler, kanser hiicreleri ve normal hiicreler arasinda ayrim yapmaksizin etkili
olmaktadir. Bu ajanlarin bir avantaji diisiik molekiil agirlikli olmalaridir. Boylece biitiin
dokulara rahat¢a ulasabilirler. Ancak bunlar sitotoksik ajan olduklarindan kemik iligi
baskilanmasi, GI lezyonlari, sa¢ dokiilmesi, mide bulantis1 ve ilag direncinin hizhi

gelisimi gibi istenmeyen yan etkiler gosterirler (Younis, 2004).

Cerrahi yontem ise uzun yillardir kanseri tedavi etmek i¢in kullanilan bir yontemdir.
Cerrahi ayn1 zamanda kanserin teshisinde, ne kadar yayildigin1 6grenme asamasinda da

onemli bir rol oynar. Cerrahi tekniklerdeki yeni gelismelerle ameliyat ile tedavi



yaptiginda o isleme invazif cerrahi denir. Artik tiimor normal dokuya zarar verilmeden,
daha az kesi iceren islemler ile ¢ikariliyor. Cerrahi, pek ¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde
ozellikle viicudun baska bdlgelerine yayillmamis olanlar i¢in biiylik bir sans sunar.
Radyasyon tedavisi, kanser ve diger problemleri tedavi etmek i¢in radyasyonunun
kullannmidir. Radyasyonun farkl: tiirleri vardir; x-ray buna bir 6rnektir. X-ray gibi bir
radyasyon tiirliniin ¢ok daha yiiksek dozlardaki hali bazi kanser tiirlerinin tedavilerinde
kullanilir. Ozel teknolojilerle kanser hiicrelerine ya da tiimore yiiksek dozlarda
radyasyon yollanir. Radyasyon tiimoriin yakinlarindaki normal hiicreleri de etkiler ama
normal hiicreler kendilerini onarabilirken kanser hiicreleri onaramazlar (Bhoolab,2003).
Cagmmizin en onemli hastaliklarindan biri olarak goriilen kanser, milyonlarca kisinin
Olimiine neden olmaktadir (Sung, 2009). Kanser, ileri evrelerde viicuttaki fiziksel
hasarlar yan1 sira psikolojik olarak da yipratici etkilere neden olmaktadir (Whait1,2008).
Bu denli insan hayatini olumsuz etkileyen ve insanlar1 6liime siiriikleyen bir hastaligin
tedavisi icin bilim adamlar1 bu konuya yonelik c¢esitli arastirmalar yapmaktadir.
Calismalarm daha ¢ok kanserin tipi ve kanser gelisimini etkileyen faktorler lizerinde
yogunlastig1 goriilmektedir. Olustugu organ ve dokuya bagli olarak, kanserin gelisimini
ve proliferasyonunu tetikleyen bircok viicut ici ve dis1 faktdr bulunmasi nedeniyle
tedavisi, kanser tiiriine gore degisiklik gostermektedir. Kemoterapik ajanlarin, normal
hiicreleri etkilememesi, sadece kanserli hiicreleri ortadan kaldirmas: istenmektedir.
Giliniimiizde bircok madde, hedefe yonelik olarak in vitro ve in vivo c¢aligmalarla
arastirilmaktadir. Ancak bu maddelerin ¢ok azi giinlimiizde kanser tedavisinde

kullanilabilir durumdadir (Sullivan, 2006).

Eski zamanlardan beri insanlar ila¢ olarak ¢esitli mantar ve bitkilerden faydalanir, hatta
bugiin bile insan niifusunun yaklasik %70'den fazlasi tamamen ¢aresiz kaldig1 zaman
alternatif tibb1 tercih ederek ¢esitli hastaliklarin tedavisinde bitkileri kullanmaktadir
(Elgorashi, 2003). Hastaliklarin tedavisinde 6nem kazanmaya baslayan dogal iiriinler
iclerindeki biyoaktif komponentlerin izolasyonu yoluyla tiim diinyada saglikli yasama
katkida bulunmaktadir. Mantarlar sahip olduklar1 tibbi 6zellikleri nedeniyle tarih
boyunca ¢esitli hastaliklara karsi kullanilmigtir. Penisilinin kesfiyle beraber bilim
insanlar1 mantarlarin sahip oldugu biyo-aktif makromolekiilleri ortaya ¢ikarmak ig¢in
biiylik emek harcamaya baslamistir. Mantarlar bilinyelerinde polisakkarit ve protein
yapida farkli biyolojik aktivitelere sahip c¢esitli makromolekiiller i¢ermektedir

(Reshetnikov ve Tan, 2001). Bu biyo-aktif makromolekiillerin antitiimdr, antibakteriyal
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ve antifungal aktivitelerinin oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalar gostermektedir ki
degisik yontemler kullanilarak ¢ok yeni mantar kaynakli bilesikler tiretilebilmektedir.
Ornegin polisakkaritler ve lentinan, terpenler, alkaloidler, lakkaz ve glukoz oksidaz gibi
enzimler bunlarin arasinda sayilabilir. Fakat yeni {iretilen bir¢cok mantar tiirevi
bilesiklerinin antiproliferatif etkileri hakkinda az ¢aligma bulunmaktadir. Dolayisiyla
yeni ekstre edilecek mantar tiirevi bilesikler veya bunlarin karisimlarinin da antikanser
aktiviteye sahip olma potansiyeli bulundugu yapilan calismalardan anlasilmaktadir. Bu
alanda yapilmis bazi calismalara ve elde edilen sonuglarina bakildiginda makromantar
ekstrelerinin  antikanserojenik etkilerinin bulundugu anlagilmaktadir. Ayrica Tokat ve
cevresinin zengin makromantar tilirlerine sahip olmasi bu ¢alismanin yapilmasima tesvik
edici bir unsur olmustur. Tokat ve ¢evresinden toplanan mantarlarin (Lactarius zonarius,
Leatiphorus sulphureus, Pholiota adiposa, Polyporus squamosus, Ramaria flava) gesitli
coziiclilerle ekstreleri ¢ikarilarak hiicre poliferasyon 6lgiimii, Laktat dehidrogenaz ile
(LDH) sitotoksite testi, apoptotik potansiyel 6lglimii, migrasyon testleri yapilmistir. Elde
edilen sonuglara bakildiginda bazi mantar tiirleinin 6nemli seviyede antiprolatif etikisinin

oldugu, sitotoksik etkilerinin ise diisiik oldugu gozlenmistir.

1.1. Calismada Kullanilan Kanser Hiicreleri ve Bazi Ozellikleri
HeLa Hiicreleri (Serviks adenokarsinomu):

HeLa hiicreleri adheren olup insan kaynakli kanser hiicre hattidir ve epitelyal morfoloji
gosterirler. Serviks epitelyal adenokarsinom hiicreleridir. 1952 yilinda (Scherer ve ark.,
1953) tarafindan 31 yasinda zenci bir kadindan alinmistir. Bu hiicrelerin
immiinoperoksidaz boyama ile keratin pozitif olduklar1 gosterilmistir. Polioviriislere
duyarli olup, human papilloma virus 18 (HPV-18) dizileri icerirler. P53 ifadeleri diisiik,

pRB ifadeleri normal bulunmustur (Anonim, 2019a).

HT29 Hiicreleri (Kolon kanseri):

HT?29 hiicreleri adheren 6zellikte olup insan kaynakli kanser hiicre hattidir (44 yasinda
Kafkas kokenli bir kadindan izole edilmistir) ve mikrovillus icerir. HT29 hiicreleri
irokinaz  reseptorlerine  sahiptir.  Ancak plazminojen aktivatdr  aktivitesi
belirlenememistir. HT29 hiicreleri CD4 i¢in negatifdir ancak hiicre ylizeyi galaktoz

seramid ifadesine sahiptir (HIV igin alternatif reseptor olabilir). HT29 hiicrelerinde c-
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myc, K-ras, H-ras, N-ras, Myb, sis ve fos onkogenleri ifade edilir. Bu hiicrelerde p53
antijeni ¢cok miktarda iiretilir ve 273 nolu kodonda G>A mutasyonu olur, bunun sonucu
Arg>His aminoasidine doniisiir. Kolorektal adenokarsinom olan HT29 hiicreleri
epitelyal morfolojigosterirler. HT29 hiicreleri IgA (immiinoglobiilin A), CEA
(karsinoembriyojenik antijen), TGF-binding protein (transforme edici biiylime faktorii-
beta baglayici protein) ve musin Uretirler. HLA, Rh+, A kan grubu gibi antijenleri tagir

(ATCC).

MCF7 Hiicreleri (Meme kanseri):

MCF-7, 1970 yilinda ilk kez 69 yasinda bir Kafkas kadinin meme dokusundan izole
edilen bir hiicre dizisidir. Aldig1 iki mastektomiden ilki, ¢ikarilan dokunun iyi huylu
oldugunu ortaya ¢ikardi. Bes yil sonra ikinci bir operasyon, sonunda MCF-7 hiicre
soyuna yol agacak olan dokudan alan bir plevral eflizyonda bir malign adenokarsinom
ortaya ¢ikardi. Verici radyoterapi ve hormonoterapi ile meme kanseri i¢in tedavi edildi.
Meme adenokarsinomundan tiiretilen, yaygin olarak calisilan bir epitelyal kanser
hiicresi soyu olan MCF-7, farkli epitel epitel 6zelliklerine sahiptir. MCF7 hiicreleri,
PI3K ve MAPK tutulumunu tespit etmek i¢gin ERK ve Akt fosforilasyonunun kolayca
saptanmasi ile birlikte kullanilabilir. Ayrica, sitoplazmik Gstrojen reseptorleri yoluyla,

bu hiicreler estradiolii isleme yetenegine sahiptir.

Hep3B Hiicreleri (Hepatoma):

Hep3B hiicreleri adheren 6zellikte olup insan kaynakli kanser hiicre hattidir. Hep3B
olarak adlandirilan hiicre dizileri Amerika Birlesik Devletleri'nden (1976) 8 yasmdaki
bir siyah erkegin lobektemisi sonucu olarak elde edildi. Hep3B olarak adlandirilan
hiicre dizisinin as1 kullanimi1 i¢in HBsAg bilesenlerinin tiretilmesi amaciyla kullanilirlar.
Potansiyel karsinojenlerin ve mutajenlerin taranmasi, viriislerin yetistirilmesi ve asilarin
hazirlanmas1 i¢in metabolik ¢alismalar i¢in yararli olan insan hepatoma hiicre

dizileridir.



A549 Hiicreleri (Akciger adenokarsinom):

A549 hiicreleri, adenokarsinomik insan alveolar bazal epitelyal hiicrelerdir ve ilk olarak
1972'de D.J. Giard ve dig. 58 yasinda beyaz bir erkegin eksplante tiimoriinde kanserli
akciger dokusunun ¢ikarilmasi ve kiiltiirlenmesi yoluyla elde edildi. Hiicreler, akciger
kanseri calismasi ve buna karsi ila¢ tedavilerinin gelistirilmesi i¢cin model olarak
kullanilir. Akciger dokusunda bulunan AS549 hiicreleri, alveoller boyunca su ve
elektrolitler gibi baz1 maddelerin diflizyonundan sorumludurlar. A549 hiicreleri in vitro
kiiltiirlenirse, tek tabaka halinde biiyiirler; kiiltlir sisesine yapisirlar. Hiicreler lesitini
sentezleyebilir ve membran fosfolipitlerini korumak i¢in O6nemli olan yiiksek
seviyelerde doymamis yag asitleri igerebilir. A549 hiicreleri, ilag metabolizmasi ve
transfeksiyon konakg¢ilar1 i¢in tip II pulmoner epitelyal hiicre modeli olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiirlinde yeterli uzun siire biiyiitiildiigiinde, cok
katmanli govdelerin varlhigiyla isaret edildigi iizere, A549 hiicreleri farklilasmaya

baslayabilir.

FL Hiicreleri (Normal amniyon hiicreleri):

Bu hattin baslangigta normal amniondan tiiredigi diistiniildli, ancak daha sonra Hela
hiicre kontaminasyonu yoluyla kurulmus olan izoenzim analizi, HelLa markor
kromozomlart ve DNA parmak izine dayali olarak bulundu. Hiicreler
immiinoperoksidaz boyama ile keratin i¢in pozitiftir. Hiicreler immiinoperoksidaz

boyama ile keratin i¢in pozitiftir.



2. KAYNAK OZETLERI

Kanser, kontrolsiiz hiicre cogalmasi olarak tanimlanan ve belirsiz etyopatolojisi bulunan
progresif bir hastaliktir (Weaver ve ark., 1997). Kanserli hiicrelerin kaynagi saglikli
hiicreler olmasina ragmen bazilarinda morfolojik olarak bir¢ok farkliliklar vardir. Bir
dokuyu olusturan normal hiicrelerdeki diizenli siralamigin, kanserli hiicrelerde
kayboldugu gozlenirken bu hiicrelerin ilkel hiicre fazmna doniistiigii gozlenir.(Zang
ark.,2009). Organ ve dokular ancak baz1 gelisme kurallari ¢ergevesinde gelisir ve biiyiir.
Yani, normal dokularin gelismesi smirli olup, alacaklar1 sekil belirlidir. Normal
dokularin bu 6zellikleri genetik yapilar1 geregidir, ama kanser hiicrelerinde boliinme
sinirsizdir ve gelisme devam eder. Tiimorli hiicrelerin gelisiminde devamli ¢aligsan
uyaricilara gerek yoktur. Ayrica kanserli hiicrelerin birden fazla, biyiikk ve
hiperkromatik ¢ekirdeklerinin olmast bu hiicrelerin belirgin 6zelliklerindendir
(Reshetnikov ve Tan, 2001). Kimyasal karsinojenlerin ¢ogu hiicre i¢i makro
molekiillerle direkt olarak etkilesmeden Once metabolik aktivasyona gereksinim
duyarlar. Bu maddelerin ¢ogu Faz 1 enzimleri olarak bilinen Sitokrom P450
(CYP450)’nin izoformlarmi iceren enzimler tarafindan reaktif elektrofilik metabolitlere
dontstiiriiliirler. Bu metabolitler genomik DNA’ya baglanabilir veya onkogenleri aktive
edebilirler (Liska, 1998). Kanser olusumu genetik yani mutasyonel ve epigenetik

degisiklikler tizerinden gelisen bir siirectir (Plass ve ark., 2002, Croce ve ark.,2008).

Kanserlerin ¢ogunda ilk adim mutasyondur. Bu mutasyonlar UV, kimyasallar,
radyoaktivite viriis enfeksiyonlar1 gibi fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlar tarafindan
olusturulabilir. Bu ajanlar DNA’y1 zedeledigi veya degistirdigi i¢in kanser gergekte bir
genom hastaligidir (Sezgin, 1998, Murray, 2004). Hiicre ¢evreden gelen mesajlara gore
cogalir, farklilagir ya da apoptozise ugrar. Hiicre ¢ogalmasinda gorevli lic grup protein
vardir. Bunlar protoonkogenler (myc, ras), timdr stipressor genler (p53, p21, pINK4A
ve retinoblastoma) ve apoptik gen (Bcl 2, Bax) {iriinleridir. Kanser olgusu bu ii¢ tip
proteini kodlayan genlerden birinin bozulmasma dayanir (Liu,2004). Ornegin; tiibiilin
inhibitorleri ve antimetabolitler hem tiimor hiicrelerinde hem de saglikli hiicrelerde
apopitozisi tetiklediginden bu tiir yan etkilere neden olurlar kanserlesme hizini artirirlar

(Rowinsky., 2005).



Tedavide kullanilan cesitli kemoterapdtik ajanlarin ve radyasyonunda tedavi goren
hastalarin ileriki yaslarinda kansere neden olabilcegini gostermistir (Gustave ve ark.,
2011). Cocukluk c¢aginda antikanser ila¢ tedavisi goren hastalarda daha sonra yumusak
doku sarkomu g¢ikma olasiligmin olduk¢a yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.
Aragtiricilar, 4000 hastadan 16'sinda tedaviden iigyil sonra yumusak doku sarkomu
olmustugunu, bunun ise normal bir populasyonda bu hastaligin ¢ikma olasiligindan 50
kat daha fazla bir deger oldugunu rapor etmislerdir. DNA-metilleyici ajan olan
procarbazin ile tedaviden sonra, bu hastalarin ileriki yaslarinda sarkoma gelisme riski de
oldukca yiliksek ¢ikmistir (Thurston, 2007). Cesitli nedenlerle kemoterapotik ajanlara
kars1 gelisen direng mekanizmalar1 ve bunlarin istenmeyen yan etkileri nedeniyle,
bunlarin tedavi edici gii¢leri azalmaktadir. Ila¢ direnci gelisimi kanser kemoterapisinde
karsilagilan en biiylik problemdir. Bu yiizden, siirekli olarak yeni sentetik ilaglarin

gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Avendano, 2008).

Tibbi 6nemi ylizyillardir bilinmekte olan mantarlarin son yillarda polisakkarit-protein
komplekslerinin ve polisakkarit izolasyon ve biyolojik aktiviteleri c¢aligmalarinin
artmasi ile mantarlarin biyoaktif bilesenlerinin tibbi 6nemi hakkinda énemli gelismeler
kaydedilmistir. Bu biyopolimerlerin elde edilen en 6nemli biyofarmokolojik aktiviteleri,
anti kanser ve immiinomodiilator etkileridir (Hsieeh,2002). Yapilan arastirmalar sonucu
olarak makromantarlarin polisakkaritlerinin bir¢ok kanser ¢esidine karsi inhibe edici
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Hastaliklarin tedavisinde 6nem kazanmaya baglayan
dogal iirlinler i¢lerindeki biyoaktif komponentlerin izolasyonu yoluyla tiim diinyada
saglikli yasama katkida bulunmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilmak iizere onay alan
ilaglarin yaklasik %601 ve diinyada klinik kullanimda olan ilaglarin %50'si dogal
kaynaklidir (Sithranga, 2010).

Fakat yeni iretilen bircok mantar tirevi bilesiklerin antiprolatif potansiyeli
bilinmemektedir. Dolayisiyla yeni ekstre edilecek mantar tiirevi bilesikler veya bunlarm
karisimlarmin = da  antikanser aktiviteye sahip olma potansiyeli bulundugu
diistiniilmektedir.

Bu kapsamda makromantarlar ile bir¢ok calisma yapilmis oldugunun goriiyoruz.
Literatiir calismalarma bakilacak olursa; Mantarlar dogada, tedavi edici ve antitiimor
etkiye sahip bilesikleri icermeleri bakimindan degerli bir kaynak olusturmaktadirlar.

Bir¢ok mantar tiriiniin antitiimér Ozellik gosteren icerigi tanimlanmistir. Kore'de
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yapilan arastirmada, Chaga (/nonotus obliquus)mantarindan Ui¢ farkl altfraksiyon (3p-
hydroxy-lanosta-8,24-dien-21-al, inotodiol ve lanosterol) elde ederek kanser hiicreleri
iizerindeki etkilerini incelemistir. Biitiin alt fraksiyonlar se¢ilmis kanser hiicrelerinin
(A549, AGS, MCF-7, HeLa) proliferasyonunu baskilamisve, normal hiicrelere kars1 ise
diisiik sitotoksik etki gostermistir. Alt fraksiyon 1 (3B-hydroxy-lanosta8,24-dien-21-
al)'in; alt fraksiyon 2 (inotodiol) ve alt fraksiyon 3 (lanosterol) 'e kiyasla kanser
hiicrelerine karsi daha etkili oldugu goriilmiistiir. Inhibisyon oranlar1 géz oniine
alimdiginda en etkili olan altfraksiyon 1, kanser hiicrelerine kars1 A549; %66.7, AGS;
%72.2, MCF-7; %67.4, HeLa; %69.5 seviyesinde etki gostermistir (Wang,2007). Bu
deneylere ilaveten, fare Sarcoma-180 hiicreleriyle yapilan in vivo deneylerde, ii¢ farkl
alt fraksiyondan birinci alt fraksiyonun ¢ok daha etkili oldugu ve tiimér hacminin doza
bagh olarak, %23 ve %33 oraninda kiiclilmesine sebep oldugu gozlenmistir (Chung,
2010). Lezzetleri dolayisiyla diinya capinda sevilerek tiiketilen Calvatia lilacina,
Pleurotus ostreatus ve Volvariella volvacea mantarlar1 iizerine Tayvan'da yapilan
arastirmada, protein ekstrelerinin insan kolorektal adeno karsinom ve insan monositik
16semi hiicrelerine karsi tedavi edici etkisi oldugu belirlenmistir (Wu, 2011). Amanita
phalloides ve Laetiporus sulphureus mantarlarinda sitolitik lektinler disinda
antikanserojen etkileri tespit edilmistir (Tateno ve Goldstein, 2003). Amanita virosa
mantartyla yakin zamanda yapilan bir calismada en az iki tane yliksek derecede toksik
protein (hemolitik lektin ve Toxovirin) elde edilmis ve bunlarin memeli 16semi
hiicrelerinin canliliklarmi diistirdiigii, biiylimelerini baskiladig1 gozlenmistir. 4. virosa
lektini, A. phalloides lektininden farkli olarak, kirmizi kan hiicrelerine karsi yiiksek
hemolitik aktivite gostermistir. Boylece memeli l6semi hiicrelerine ve insan T
hiicrelerine (CEM T4 ve Jurkat hatlar1) karsi sitotoksik etkiye sahip yeni bir lektin
kesfedilmistir (Antonyuk ve ark.,2010).

Makromantarlar konusunda en Onemli gelismelere uzak dogu iilkelerinde
rastlanmaktadir. Avrupa ve diger bazi diinya iilkelerinde mantarlardan genellikle gida
olarak yararlanilirken, uzak dogu tilkelerinde (Cin, Japonya, Tayvan, Kore) mantarlar
yiizyillardir ilag kaynagi olarak kullanilmaktadir. Cin ve Japonya gibi Asya iilkelerinde,
mantarlar; o6zellikle de Tremella fuciformis, Ganoderma Ilucidum, Lentinus edodes
(shiitake) yiizlerce yil sifa kaynagi ilag ve yiyecek kaynagi olarak kullanilmaktadir
(Zhang ve ark., 2007). Sitotoksik etki {izerine yapilan bir calismada ise Cordyceps

militaris mantar1 ¢ok uzun zamandan beri dogu Asya'da kanser hastalarmnin tedavisinde
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kullanilmaktadir. Bu mantardan izole edilen Cordyceps militaris proteini (CMP)
Fusarium oxysporum mantarma kars1 giiclii antifungal etkisi, insan meme ve mesane
kanser hiicrelerine karsi da sitotoksik etkiye sahiptir (Park ve ark., 2009). Giineydogu
Asya ve Cin'de gogiis kanseri tedavisinde kullanilan, kaplan siitii mantar1 olarak bilinen
Lignosus rhinocerusun soguk su ekstresi cesitli kanser hiicreleri lizerine etkili
olmustur. Insan meme karsinom (MCF-7) ve insan akciger karsinom (A549) hiicrelerine
kars1 antiproliferatif etki gosteren mantar ekstresinin, karsilastirma amagh kullanilan,
insan saghkli gogiis (184B5) ve insan saglikli akciger (NL 20) hiicrelerine karsi
herhangi bir sitotoksik etkiye sahip olmadig1 goriilmiistiir (Lee, 2012).

Lentinula  edodes  (shiitake) mantari, heteroglikan-protein  konjugati LEM,
peptitpolisakkarit kompleksi KS-2 ve yiiksek molekiiler agirlikli polisakkarit olan
Lentinan gibi terapotik polisakkaritlerin kaynagini olusturmaktadir (Chihara ve ark,
1970; Chihara ve ark., 2011). Lentinula edodes mantarinin sitotoksik etkileri
arastirilirken, sapkasindan ve misellerinden ayr1 ayr1 ekstreler elde edilmis. Sapkasindan
elde edilen ekstrenin tiimor hiicrelerini (MCF-7) %90’dan fazla baskiladigi
goriilmiistiir. Kanser hiicresine kars1 IC50 degeri, ortalama 73 pg/ml, normal hiicrede
ise, IC50 degeri 140 pg/ml olarak belirlenmistir. Lentinula edodes mantarinin misel
ekstresinin uygulanmasi sonucu elde edilen bulgulara bakildiginda ise, kanser hiicresine
kars1 IC50 degeri, ortalama 11 pg/ml, normal hiicrede IC50 degeri 15 pg/ml olarak
belirlenmistir. Sonug¢ olarak Lentinula edodes mantarinin suyla elde edilmis ekstresi,
kanserli  hiicrelerin ~ boliinmesini  baskilamistir. Normal  hiicreyle  inhibisyon
konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda, normal hiicreye gore c¢ok daha etkili oldugu,
Lentinula edodes mantar1 sapkasinin, misellerine kiyasla daha sitotoksik oldugu
kanitlanmistir (Israilides ve ark., 2008). Dalak, tiimor bagisikliginda rol alan 6nemli bir
organdir ve splenik sempatik sinir, splenik dogal dldiiriicii (NK) sitotoksisitesi {izerine
baskilayici1 etkiye sahiptir. Shiitakemantar1 iizerine yapilan baska bir arastirmada
splenik- sempatik sinir aktivitesini (SNA) baskilayip NK sitotoksisitesinin azalmasina
yol agarak tiimoOr hiicresi proliferasyonunu baskiladigi gozlemlenmistir (Shen,
2009).Elde edilen farkli verilere goére, antiproliferatif (Liu ve ark.,2006), antitiimor,
immiinmodiilatér ve mitojenik (Ngai ve Ng, 2004) aktivitelere sahip mantar kdkenli
lektinlere, mantarin sapka, sap, spor ve misellerinde rastlanabilmektedir. Yenilebilir bir
mantar olan Agrocybe aegerita sapkasindan izole edilen antitimor 6zellige sahip

lektinler (AAL); HeLa, SW480, SGC- 7901, MGC80-3, BGC-823, HL-60 gib1 cesitli
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insan tiimor hiicre hatlarinin ve bunun yaninda in vivo ¢alisma olarak, fare sarkoma S-
180 tiimor hiicresinin biiylimesine karsi giiclii baskilayici etki gostermistir (Zhao ve
ark., 2003).Coriolus versicolor mantarindan elde edilen polisakkaropeptit (PSP) ve
protein bagli polisakkarit (Krestin olarak da bilinen PSK) bilesenlerinin 16semi,
lenfoma, hepatom, gogiis, akciger ve prostat tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu
baskilayarak giiclii biyolojik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir(Kidd, 2000; Hsieh,
2002; Lau, 2004).Metanol c¢oziiciisii kullanilarak elde edilen Coriolus versicolor
mantar1 ekstresinin (terpenoidleri ve polifenolleri igeren) in vivo ve in vitro kosullarda
yapilan deneyler sonucu anti-melanom etkisi gostermis, B16 fare melanom hiicreleri
iizerinde antiproliferatif ve sitotokik etkiye yol acti§i gozlenmistir (Harhaji, 2008).
Amanita virosa mantariyla yakin zamanda yapilan bir ¢alismada en az iki tane yiiksek
derecede toksik protein (hemolitik lektin ve Toxovirin) elde edilmis ve bunlarin memeli
16semi hiicrelerinin canliliklarmi diisiirdiigii, biiytimelerini baskiladig1 gézlenmistir. 4.
virosa lektini, A. phalloides lektininden farkli olarak, kirmizi kan hiicrelerine karsi
yiiksek hemolitik aktivite gostermistir. Boylece memeli 10semi hiicrelerine ve insan T
hiicrelerine (CEM T4 ve Jurkat hatlar1) karsi sitotoksik etkiye sahip yeni bir Lektin
kesfedilmistir (Antonyuk ve ark.,2010). Hasta viicuduna zarar vermedikleri ve ek strese
yol agmadiklar1 i¢in mantar polisakkaritleri, biyolojik yanit diizenleyiciler olarak kabul
edilmektedirler. Mantar polisakkaritleri sadece immiinoterapdtik amacli degil, anti-
inflamatuar, antiviral, antitrombotik, hipoglisemik ilaglarin gelistirme caligmalarinda da

kullanilmaktadir (Wasser ve Weis,1999).

Makromantarlardan izole edilen ii¢ polisakkarit immiinoterapéotik ajanlar1 Krestin,
Lentinan ve Sonifilan kanser antitiimér ajani ve tedavisinde kullanildiklar1
goriilmektedir. Genellikle sindirim organlar1 kanseri olmak Tlzere, gogiis akciger,
serviks mide ve kanseri tedavisinde kullanilmaktadirlar. Bir¢ok etkili biyolojik yanit
diizenleyicileri (BRM) ¢esitli mantarlardan izole edilmislerdir. Ornegin Lentinus edodes
mantarindan Lentinan, Trametes (Coriolus), versicolor mantarindan Krestin (PSK)
Japonya'da kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Mantar polisakkaritleri immiin
hiicrelerini aktive ederler ve hematopoezi arttirirlar. Bu polisakkaritler herhangi bir yan
etkiye sebebiyet vermeksizin antitimoretki gostermektedirler (Moradali ve ark., 2007).
Bu etkilere ornek olarak, Grifola frondosa mantariyla ¢alisan bilim insanlarisicak suyla
yaptiklar1 ekstraksiyon sonucu elde ettikleri ekstraktin %46 karbonhidrat, %54 protein

icerdigini belirlemislerdir. Onceden bulmus olduklar1 MD fraksiyonundan farkli olarak
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maitake Z fraksiyonunu (MZF) izole etmisler ve MZF polisakkaritinin %98,7
karbonhidrat igerdigini, in vivo antitiimdr calismalarinda ise kontrol gruplar1 olan
BALB/cA fare kolon-26 kanser hiicreleriyle karsilastirildiginda, tiimor biiylimesini
%47.6 oraninda baskiladigini goézlemlemislerdir. Elde ettikleri in vivo ve in vitro
calismalar sonucunda, Dgalaktoz, D-mannoz, L-fukoz ve D-glukoz 'dan meydana gelen
MZF'nin fare tiimér modelinde immiin yanit1 uyararak timor regresyonuna neden
oldugu kanitlanmislar (Masuda ve ark., 2009). Apoptozis (programlanmis hiicre 6liimii),
hiicre boliinmesi ve hiicre 6liimii arasindaki hiicresel homeostazi devam ettirmek igin
onemli bir yoldur ve Okaryotlarda doku gelisimi ve homeostazin diizenlenmesinde
onemi rol oynamaktadir. Bu yilizden kanser hiicrelerinde apoptozisin uyarilmasi,
antikanser ilaglarmin gelistirilmesinde amaglanan onemli bir stratejidir (Kaufmann
veEarnshaw, 2000), (Kaufmann ve Hengartner, 2001). Mantarlar aleminde
Polyporaceae ailesinden cesitli tiirler, yeni ilaclarin kaynagi olarak goriilmektedir.
Birka¢ farkli ¢oziicii (etil asetat, metanol, su) kullanilarak elde edilen ekstrelerinin
etkilerine bakilan Phellinus rimosus polipor mantarinin, test edilen hiicre hatlar1
iizerinde sitotoksik ve antitimOr aktiviteleri belirlenmistir. Bu tez ¢aligmasinda
kullandigimiz tiirlerden olanPolyporus squamosus' ile yapilan bir ¢alisma 6rneginde;
Romanya'dan gelen yabani Polyporus squamosus'un (Hud.) Fr kimyasal bilesiminin
(besin degeri, serbest sekerler, organik asitler, fenolik bilesikler, yag asitleri ve
tokoferoller) ve biyoaktif ozelliklerinin (antioksidan, antimikrobiyal ve antiquorumun
algilanmas1) tespit edilmesini amaglamis. Sonuclar ise P. squamosus'un sapka ve
saplarinda ayr1 ayr1 yapilan c¢alismada, karbonhidratlar (100 g dw basma 74.22 g) ve
proteinler (100 g dw basina 18.7 g) bakimindan zengin oldugunu géslenmis. Trehaloz
ana serbest seker iken, malik asit en yliksek miktarda (100 g dw basmna 2.21 g) tespit
edilmis. Organik asit ve p-hidroksibenzoik asit ana fenolik bilesik olmustur.
Tokoferoller arasinda B-tokoferol (100 g dw basma 114.7g), ¢coklu doymamis yag
asitleri biitlin yag asitlerinin% 57'sinden fazlasin1 vedoymamis yag asitleri (% 24.96)
diizeyinde olmustur. P. squamosus Ozitlinlin Olglilen en yiiksek antioksidan etkisi,
TBARS inhibisyonu deneyi (EC50 = 0.22 mg mL-1), ardindan B-karoten / linoleat
deneyi (EC50 = 1.41 mg mL-1) kullanilarak bulunmus. Test edilen ekstraktlarin
minimal bir inhibitér konsantrasyonu 0.61-20.4 mg mL-1 arasinda, bakteri 6ldiiriicti
etki ise 1.2-40.8 mg mL-1 olarak bulunmustur. Test edilen biitiin konsantrasyonlarda
antibiyofilm potansiyeli elde edilmis ve ekstraktin Onleyici konsantrasyonlar1 bir

antiquorum etkisi sergilenmis. Ayrica arastirilan biyoaktiviteler ve P. squamosus'un
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bilesiklerinin antioksidan antimikrobiyal ve antikanserojen bir bilesen olarak

kullanilabilirligi tespit edilmistir (Andrei, 2018).

Yenilenebilir mantarlardan olan bu tezde de kullandigimiz Ramaria flava’ nm,
antikanser, antioksidan ve antibiyotik aktiviteleri iizerine yapilan bir ¢calismada R. flava
etanol ekstraktinin (EE) kimyasal bilesimi degerlendirilmis ve calisma EE'nin test
edilen ii¢ tiimor hiicre hattinda IC50 degeri 66.54 pg / mL olan tiimdr hiicresi MDA-
MB-231'e kars1 en giiglii inhibitor etkinligi gosterdigini ve inhibisyon yiizdesinin 200
ng/mL konsantrasyonda% 71.66 oldugunu gdstermis Toplam fenolik bilesikler, kuru
agirlik basina EE'nin dort fraksiyonu arasinda 6.66 ila 61.01 mg gallik asit esdegeri
(GAE) arasinda degismistir. Su fraksiyonu, diisiik IC50 degerleri 5.86 ve 18.08 png / mL
olan yiiksek DPPH ve OH radikal temizleyici faaliyetler sergilemis (Liu,2013).

Alt1 farkli yenilebilir mantarin hiicre biiylimesini inhibe edici potansiyelini ortaya
cikarmak i¢in tasarlanmig ¢alismada kullanilan mantarlar ise: Ramaria flava, Agrocybe
molesta, Volvopluteus gloiocephalus, Lactarius deliciosus, Bovista plumbea’ dir.
Tricholama terreum'un metanolik ekstraktlar1 (IC50 = 1.62 mg / mL) ve B. plumbeanin
sulu ekstraktlar1 (IC50 = 0.49 mg / mL) maksimum metal kenetleme aktivitesi
gostermis. En yiliksek indirgeme kapasiteleri, R. flava'nin metanolik 6zleri (EC50 = 1.65
mg / mL) ve B. plumbeanm sulu 6zleri (EC50 = 1.71 mg / mL) arasinda gozlenmis.
Aragtirilan mantarlarm farkli ekstraktlariin 6nemli 6l¢lide antioksidan ve antibakteriyel
ozelliklere sahip oldugunu ve {Umit verici bir tedavi edici kaynagi olarak

kullanilabilecegini gostermis (Sadi,2016).

Diinyada tibbi amacgli kullanilan en Onemli makromantar tiirlerinden birisi de
Olimsiizliik mantar1 olarak bilinen Ganoderma Ilucidum'dur. Bu mantar biinyesinde
bircok rahatsizligin sifasim1 barindirmaktadir. Anti-tiimér (Muller, 2006; Liu, 2009),
antimikrobiyal (Wang ve Ng, 2006), antiviral (6zellikle anti- HIV aktivitesi) (Min ve
ark., 1998) ve yaslanmay1 geciktirici (Shieh, 2001) etkileri gibi. Yakin zamanda yapilan
bir c¢alismada, Ganoderma Ilucidum mantarindaki bir kisim triterpenlerin  giiclii

sitotoksik etkisi oldugu gosterilmistir (Cheng, 2010).

Etil asetat ve metanol ekstrelerinin Dalton’s lenfoma assit (DLA) ve Ehrlich’s

asitkarsinom (EAC) hiicrelerine karsi giiglii sitotoksik aktivitesi gostermis ama su
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ekstresinin sitotoksik aktivitesi goriilmemistir. En yiiksek antitiimor aktiviteye sahip
ekstre olarak etil asetat ekstresi kayda gecmistir. Fakat ii¢ ekstrenin de fare Dalton’s
lymphoma ascites tiimor hiicresinin biiylimesini baskiladig1 kaydedilmistir (Ajith ve

Janardhanan, 2003).

Pleurotus ostreatus mantar1 hiicre i¢i ve hiicre dis1 polisakkaritlerinin ayr1 ayri etkileri
incelendiginde, insan karsinom hiicrelerinin biiytimesini hiicre i¢i polisakkaritler %10-
35; hiicre dis1 polisakkaritler ise %15-60 oraninda baskiladig1 goriilmiistiir. Dort farkl
hiicre hattindan en ¢ok etkilenen hiicre hattt RL95 (%60), en az etkilenen ise HCT116
(%10) hiicresi olmustur (Silva, 2012).

Giliniimiize dek yapilan arastirmalara bakildiginda, medikal 6zellikteki mantarlarin
tedavi edici kapasiteleri yiizyillardir bilinmekte ve uygulanmaktadir. Yaklasik olarak
bilinen 15000 mantar tiirtinden, 2000 mantar tiirii insan tiiketimi i¢in giivenli ve 650
mantar tiirii ise medikal 6zellige sahiptir (Wasser, 2002). Ancak giiniimiizde yalnizca 20
mantar tiiri klinik olarak kullanilmaktadir. Tiim bu yapilan arastrmalarla ve edinilen
bilgilerle, gelecekte cok daha fazla mantar tiirii ilag kaynag1 olarak kullanilabilecek,

bircok hastaya dogal sifa kaynagi olabilecektir.

Ozellikle sayis1 giinden giine artan kanser hastalar1 igin birgok yipratici yan etkiye sahip
(kemik 1liginin baskilanmasi ile kemik iliginde iiretilen akyuvarlarm (l6kositlerin),
alyuvarlarin (eritrositlerin), trombositlerin sayisinin diismesi dolayisiyla halsizlik
kemoterapik tedavilere kiyasla yan etkisi neredeyse olmayan ve bagisiklik sistemini
aktive ederek etki gosterebilen dogal fungal maddeler tedavilerde daha siklikla
kullanilabilir hale getirilebilmelidir. Mantar Polisakkaritlerin antitimor aktivitesi,
molekiillerin boyutuna, dallanma derecesine, formuna ve sudaki ¢oziiniirliigiine gore
degisebilmektedir. Genellikle mantarlarun molekiil agirligi ve polisakkaritlerin suda
cOziinlirliigli ne kadar yiiksekse antitimor aktivite de o kadar yliksek olmaktadir
(Wasser,2002; Ren veark, 2012). Mantar polisakkaritleri, antitiimor etkilerini esas
olarak konakg¢inin bagisiklik tepkisinin aktive edilmesi yoluyla gerceklestirirler. Bu
maddeler biyolojik yanit diizenleyicileri olarak kabul edilmektedirler. Temel olarak;
viicuda zarar vermemekte ve ek bir stres uygulamamakla birlikte, viicudun c¢esitli
cevresel ve biyolojik streslere adapte olmasina yardimci olmakta, sinir, hormonal ve

bagisiklik sistemlerinin bazilarini veya tamamim destekleyip diizenlemektedirler (Ren
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ve ark., 2012). Bu calismada ise etilasetat, metanol, hekzan gibi farkli ¢dziiciiler
kulanilarak elde edilmis mantar ekstrelerinin antiproliferatif ve sitotoksik etkileri
arastirilmistir.  Bu  c¢alismada  Polyporus  squamosusMetanol (PSM),Polyporus
squamosusEtilasetat (PSE), Polyporus squamosus Hekzan (PSH), Laetiporus
sulphureus Metanol (LSM), Laetiporus sulphureus Etilasetat (LSE), Laetiporus
sulphureus Hekzan (LSH), Ramaria flava Metanol (RFM), Ramaria flava Etilasetat
(RFE), Ramaria flava Hekzan (RFH), Pholiota adiposa Metanol (PAM), Pholiota
adiposa Etilasetat (PAE), Pholiota adiposa Hekzan (PAH) ekstrelerinin (15, 30, 60, 90,
120, 150, 225 ve 300 pg/mL) antiproliferatif ve sitotoksik etkileri MTT hiicre
proliferasyon testi ve LDH sitotoksisite 0l¢timii kullanilarak arastirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore bu calismanin devami olarak biyoaktif maddelerin izolasyonu,

antikanser aktiviteye sahip ytliksek saflikta bilesiklerin elde edilmesi amaglanmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez calismasinda kullanilan ve Tokat bdlgesinden toplananbazi makromantar
tiirlerininetilasetat, metanol, hekzan ekstreleri kimya bolimiinde hazirlanmistir. Bu
ekstrelerin antikanser aktivitelerinin belirlenmesinde HelLa (insan serviks karsinoma
hiicre hatt1), HT29 (insan kolorektal adenokarsinoma hiicre hatti), A549 (insan akciger
adenokarsinoma), Hep3B (insan hepatocellular carcinoma), MCF7 (meme kanseri
hiicresi) hiicre hatlar1 kullanildi. Calisilan bu kanser hiicre hatlar1 ve FL amniyon

hiicresi ¢ogaltildiktan sonra azot tankinda dondurulmus olarak sakland:.

3.1.1. Makromantarlar

Gomphaceae

Ramaria flava (Schaeff.) Quél

Makroskopik ve mikroskopik 6zellikleri: Bazidiokarp 10-20 cm yiiksekliginde, 7-15 cm
genisliginde, limon veya siilfiir sarisi, daha sonra sarimsi kahverengi renk alir.
Bazidiokarp yogun olarak dallanmistir. Sap 50-80 x 40-50 mm, beyazimsi tabana

sahiptirve 0zellikle ileri donemlerde yaralandiginda kirmizimsi kahverengi renk alir.

Sekil 3.1. Ramaria flava basidiokarplar1
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Eti beyaz-soluk sarimsi, kirilgan ve i¢i doludur. Sporlar 11-18 x 4-6,5 pum, eliptik,

plirtizlii ve soluk sarims1 kahverengidir.

Yetisme yeri izellikleri: Tokat-Niksar Camici Yaylasy, Pinus sylvestris ormani, 40° 38'
35" K, 036" 56' 04" D, 17.05.2014, 1132 m (TURK 4185).

Polyporaceae

Polyporus squamosus(Huds.) Fr.

Makroskopik ve mikroskopik Ozellikleri: Bazidiokarp 10-40 ¢cm c¢apinda ve 1-4 cm
capinda, yarim daire veya yelpaze seklinde, {ist yiizeyi sar1 veya agik kahverengi renkte,
sap kismindan baglayan ve kenarlara dogru gittikge kiigiilen ve azalan, az veya ¢ok
konsantrik sekilde dizilmis, tar¢in renkli fibrilloz pulludur. Sap 30-100 x 20-60 mm,
sapkaya genellikle yandan baglhdir ve dip kismi koyu siyahimsi renktedir. Eti geng
donemde beyaz, yumusak ve sulu, yaslilarda ise sarimsi kahverengi, sert ve elastikdir.
Porlar diizensiz, kdsegen, beyazimsi ve krem renkte, sapkanin ve sapin tiimiinii kaplar.
Tipler dekurrent, beyazimsi ilerleyen zamanda sarimsi renk alir. Spor baskis1 beyazdir.
Sporlar 12-16 x 4-6 um, hiyalin, diiz, silindirik veya sucuk seklinde, amiloid degildir.

Bazidium 4 sporlu ve sistid bulunmaz.

Sekil 3.2.Polyporus squamosus basidiokarplari
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Yetisme yeri ozellikleri: Tokat-Erbaa Canpolat Koyii kavak agac kiitigi tizeri, 40° 31'
27" K, 036" 37' 35" D, 28.04.2014, 1084 m, (TURK 4171).

Russulaceae

Lactarius zonarius (Bull.) Fr.

Makroskopik ve mikroskopik 6zellikleri: Sapka 5-12 cmgapinda, geng donemde basik
merkezli planokonveks, kenarlar1 ice kivrik, daha sonra genis ve huni seklinde, agik
veya koyu turuncu renkli, lizerinde soluk yesilimsi lekeler ile konsantrik halkalar
bulunur. Eti beyaz, sapka kiitikulasmnin altinda, lamellerde ve sapin korteksinde koyu
turuncu renktir. Lameller gen¢ donemde krem turuncu renk daha sonra turuncu renk, az
dekurrenttir. Sap, sapkayla ayni renkte, beyaz veya agik turuncu iizerinde turuncu
benekli, sapkaya yakin u¢ kisimda beyazimsi, silindirik, geng donemde i¢i dolu daha
sonra i¢ci bosalir. Spor baskisi krem renktir. Spor 7-9 x 6-7 um, eliptik, hiyalin,
tizerindeki damarlar ¢ok diizenli bir ag yapist olusturur. Siitii kirmizimsi turuncu, 1-2

saat icinde yesilimsi renge doner.

Sekil 3.3.Lactarius zonarius basidiokarplari

Yetisme yeri ézellikleri: Tokat-Yagmurlu Kasabasi, karisik ormanlik alan, 40° 32' 18"
K, 035" 48' 14" D, 13.06.2014, 1018 m, (TURK 4203).
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Strophariaceae

Pholiota adiposa (Batsch) P.Kumm.

Makroskopik ve mikroskopik ozellikleri: Sapka 3-5(7) cm c¢apinda, et renginde ve
kirmizims1 kahverengi pulludur. Geng donemde konik-konveks sekillidir ve daha sonra
acilir. Nemliyken kaygan, kurudugunda matlasir. Eti agik sari- krem renktedir. Lameller
onceleri agik portakal sarisi-kahverengi, sonra koyu kahverengi renk alir. Sap 2,5-
6x0,5-1 cm, silindir seklinde, esnek ve sapkayla ayni renktedir. Uzerinde targin
kahverengi, boyuna fibril seklinde pullar bulunur. Spor baskisi koyu kirmizi kahverengi,
sporlar 7-8x4-5,5 um, elipsoid, diiz ve agik saridir.

Yetisme yeri ozellikleri: Tokat-Camlibel Ortadren Koyii; Populus nigra govdeleri
iizerinden toplanmustir. 40° 02' 06" K, 036° 26' 50" D, 06.11.2013,1240 m, (TURK
3792).

- O LI
.:" ',#_m.\.@\u‘ .h

Sekil 3.4.Pholiota adiposa basidiokarplar1

Fomitopsidaceae

Laetiporus sulphureus (Bull.) Murril

Makroskopik ve mikroskopik 6zellikleri: Sapka 10-15(20) cm ¢apinda, sar1 veya koyu
sar1 renkli. Geng donemde yumusak olgunluk déneminde sertlesir. Ust iiste raf seklinde
katmanlar olusturur. Eti agik sarimsi renktedir. Spor baskisi sari, sporlar 12-17 x 4-5,5

um, elipsoid, diiz ve agik saridir.
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Sekil 3.5. Laetiporus sulphureus basidiokarplari

Yetisme yeri ozellikleri: Tokat-Camalti KSyii; Salix alba govde, 40° 16' 11" K, 036" 26'
07" D,14.11.2013,786 m (TURK 3812).

3.1.2. Hiicre hatlan

Hiicre Kiltiirti Yapilist:

Tiim hiicre hazirlama iglemleri laminar kabinde, steril ortamda gergeklestirildi. Stvi azot
tankindan c¢ikarilan hiicreler 37°C sicakliktaki benmaride 1-2 dakika bekletildikten
sonra%]10 (v/v) FBS (Fetal Bovine Serum), %2 (v/v), PenStrep (Penisilin-Streptomisin)
ve %0,22 (wt/v) NaHCOs ilave edilen katkili DMEM (Dulbecco's Modified Eagles
Medium, High Glucose (4.5 g/L)) ya da RPMI1640 besi yeri i¢eren steril T75°lik hiicre
kiiltiir flasklarinda 37°C ve %5 CO, ortaminda 3-4 giin inkiibe edildi. Hiicreler
konfluent hale geldiginde flasklardaki besi yeri dokiildii ve hiicreler 10 mL DPBS
(Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) ile yikandi. Yikama isleminden sonra DPBS
dokiildii ve adheren hiicreleri zeminden ¢6zmek igin flaske 5-6 mL %0,25°lik Tripsin-
EDTA soliisyonu ilave edildi. Hi¢ beklenmeden flask el yardimiyla biraz ¢alkalanarak
hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglandi ve olusan hiicre siispansiyonu 50 mL’lik steril
falkon tiiplere aktarildi.Bu falkon tiiplere, tripsini notralizeetmek i¢in 10 mL katkil1 taze
besi yeri eklendi ve hiicreler 1500xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kisim
aspire edildikten sonra hiicre pelleti lizerine 4 mL taze besiyeri eklenerek steril pastor

pipetle hiicreler siispansiyon haline getirildi. Siispansiyon haline getirilen ilk kugak
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hiicreleri eksponansiyel log fazina sokmak icin iicer giin arayla 4 hiicre ekimi daha
yapildi. Sonunda eksponansiyel log fazina sokulan hiicreler ¢alisma i¢in uygun hale
getirildi. Hiicre konsantrasyonunu belirlemek i¢in hiicre siispansiyonundan alman 20
pL hiicre ile 20 pL %0,4 (wt/vol) tripan mavisi soliisyonu karistirilir, bu karigimin 20
pL’si Thoma lamina pipetlenerek mikroskop altinda birinci sayim alanindan 5 kare,
ikinci sayim alanindan 5 kare olmak {izere toplam 10 kare sayilir [1 mL hiicre
siispansiyonu i¢indeki hiicre sayis1 = 10 karede sayilan toplam hiicre sayis1 / 10 x 2
(Tripan mavisi seyreltme faktorii) x 16 (bir sayim alanindaki toplam kare sayis1) x 10
000 (katsay1)]. Saymm isleminden sonra yeni bir steril 15 mL’lik falkon tiip i¢inde

calisilacak hiicre stok slispansiyonu hazirlandu.
3.1.3. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Kullanilan cihazlar

Laminar Kabin ...........cccccciiiiiiiiiiiiiiiicees Esco Smif I Tip A2
Faz-kontrast Mikroskop...........ccccovvvvveeeeeeennnnns Leica DMIL

[s1k MiKrosKOp ..cooveeiiiiiiiiiieeeeieeee e, Olympus CX21

INKGDALOT . .....cveeieeeeceeeee e Nuaire AutoFlow NU-4750
Karistirict InKiibator ............coocveveeeveeeveeinennnn. Heidolph Unimax 1010
Hassas Terazi........ccccvvvveeeiieeiiiiiiiieeee e Denver Instrument TB224A
TIAZ1ceiiiiiiiieeieeee e AccuLab VIC212

Vorteks Tiip Calkalayici..........ccccuvvivieeeeeennnnnn, IKA Genius 3

Isiticilt Manyetik Karistirict.........cccveeeeeeeennee. IKA RH Basic 2

SaANtrifii] oveeeeeeeeiiiiieeee e, Hettich Mikro200R

0] 5 (LY (18 (R Hanna HI 2211

Thoma Lami.........cccocviiiiieieiiiiiiiiiieeee e, Tiefe Depth

Vakum pompast ......ceevvveeeeeeeeniiiiiiiiieeeeeeeees Divac 2.2L

Mikroplate Okuma ...........cccceeevvviiiiiiieeeeeeenens Raydo RT-2100

Elisa Plate Yikama ........cccccceeevviiiiiiiieeeeeeens Cenix Exaro

(01701 F: P UURRP Hirayama HMC HV-110L
Derin Dondurucu (-80) ......ccceevviiiriiiiieeeeeennns New Brunswick Sicentific U-410
Derin Dondurucu (-20) .....ccceevvviiviiiiieeeeeennnns VESTEL GTP 455A
SOZULUCU (4., UGUR USS 440 DKTL
Buz MaKinesi ........ccccvvviveeeeeeeiiiiiiieeee e Scotsman AF 80

S1v1 Azot TanKi.......eeeeeeeeviiiiiiiiiieeeeeeeeiee, Locator 4 Thermolyne Dewars
Saf SUeeiiiiiiiieie MES MP MiniPure

Saf SUL..eeiiiii Lobconco WaterPro PS
Ultra Saf Su....evveveeeieiieeeeeeeee e Milipore Direct-Q 3 UV
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Kullamilan kimyasallar

TritonX-100 ....cccoveriiiiiiiiieeeeeeeeee e, Amresco
HCl e Carlo-Erba
NaHCO3 ... Merck
Tripan BIUe .....ooooevviiiiiiiiiieeeeeeee e, Fluka
AGATOZ .. Lonza
SIITK ASTE.eeeeeeeiiiiiiiieee e Botafarma
Absoliit ATKOL......ccooiiiiiiiiieeeeeeee e, Merck
TIIS ettt Roche
BOrik ASit....veeieeeeeieiiiiiiieee e Sigma
EDTA oo Amresco
Loading Dye......ccoovvoiiiiiiiiieeiieiieeeee e Fermantes
Etidyum Bromuir............ccccoeeeeiiiiiiiiiiieeeeeees Sigma
DPBS ... Sigma
5-Fluorourasil (5-FU) .......ccooeiiiiiiieeieniie, Sigma
DMSO...ciiiiiiiiiiee e Sigma
Steril DMSO ... Sigma
Hiicre Kiiltiir Media (DMEM).........ccooeeeennnee. Sigma
Penicilin-Streptomycin...........cccccvvvivieeeeeennnnnn. Sigma
Fetal Bovine Serum (FBS).........cccccceeeeeiinni. Sigma
Tripsin-EDTA ..., Sigma
Cytotoxicity Detection Kit (LDH) ................... Roche

Kullanilan sarf malzemeleri

T150 FIask ..ooeeeeeeeeeiiiiiieeeeeeeeee e Corning Costar
T7S5 Flask ..covveeeeeeeeeiiieeeeeeeeeeee e, Corning Costar
T25 Flask ...ovvveeeeeeeeiiiiiieeeeeeeeee e, Corning Costar
Vidali Kapakli Santrifiij Tiipi (15 mL)............ Corning Costar
Vidali Kapakli Santrifiij Tiipi (50 mL)............ Corning Costar
Hiicre Kiiltiir Plate (96, 24 ve 6 kuyulu) .......... Corning Costar
Parafilm ......cccoeeveeni Pechiney

Plastik Pipet (10 mL).......ccceevevviiiiiiiiiieeeeennns Corning Costar
Plastik Pipet (25 mL)......coovveeeiviiiiiiiiieeeeeees Corning Costar
Pipet (2-10 pL)cceeeeeieeeeeeeeeeee e, Axygen

Pipet (1-200 pL).cooeiiiiiieeeeeeeeeee e, Axygen

Pipet (100-1000 HL) ...uvvveeereeeeiiiiiiieieeeeeees Axygen

Cok Kanalli Pipet (1-200 pL)...oovveeeeeeniinneee. Brand, Eppendof
Otomatik Pipet (100-1000 pL)......ccceeeennnnnneene. Brand, Eppendof
Pipet Tabancast........cccceveeeeeeeiiiiiiiiiieeeeeees Brand, Eppendof
Pipet Ucu (1-200 pL...ovvvveereeeiiiiiiiiieeeeeees Corning Costar
Pipet Ucu (100-1000 pL)..ccccevveeiiiiiiiieeeeeennees Corning Costar
Pipet Ucu (2-10 pL) cvvvviiieieeeeiiiiieeeeeeee, Corning Costar



DiASPENSIT ...vvviiiiieeeeeeiiiiieeee e Eppendorf

Filtre (0,22 mikron) ........cccceeeevveciiiiieeeeeeeennnns Stericup

Sirmga Filtre ......ccvvvveeeeieiiieeeee, Sartorius Stedim
Pastor Pipet .....ccoeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeee e, LP Italiana
Eppendorf Tiipli (2 mL)....cooooevviiiiiiiiieeeees Isolab

Cam Sise (250 mL, 500 mL, 1 L) .....cccunneee. Isolab

3.2. Yontem

3.2.1. Mantar ekstrelerinin hazirlanmasi

Kurutulmus mantar 6rnegi 6giitiildii, toz halindeki numuneden 2 g almarak {izerine 3:1
metanol-diklorometan karisimi eklendi. Sonra ultrasonik banyoda yarim saat bekletildi.
Daha sonra 24 saat buzdolabinda (+4) bekletildi. Daras1 alinmis olan bir deney tiipiine
ekstraksiyonu yapilan mantar 6rneginin ¢6zelti kismindan bir miktar almarak ¢dziiciisii
uzaklastirildr ve tekrar tartildi. Boylece mantar ekstraktmin miktart belirlenmis oldu.
Miktar1 belirlenen 6rnek i¢cin (mg/mL) stok ¢ozelti hazirlandi. Bu asamalardan sonra

aktivite testleri yapildi.

3.2.2.Hiicre proliferasyon o6l¢iimii

Bu projede makromantar ekstrelerinin hiicre proliferasyonuna olan etkileri 6lgmek
amacityla MTT [3-(4,5—dimetil-tiazol-2-1l)-2,5-difenil tetrazolium bromid] testi
kullanildi.(Mossmann, 1983 ). Makromantar ekstreleri ile kanser hiicre hatlar1 24 saat
inkiibe edildikten sonra bu test protokolii uygulanmistir. Sonuglar % hiicre inhibisyonu
olarak rapor edilerek, ¢oziicii (DMSO) ile muamele edilmis hiicrelerin optik dansitesi %
100 olarak kabul edilmistir. Buna gore % inhibisyon [1-(A test maddesi / A ¢oziicii
kontrol)x100  formiiliine gore hesaplandi. Makromantar ekstrelerinin  IC50
konsantrasyonlarin1 belirlemek ic¢in(ortamdaki hiicrelerin %50’°sinin proliferasyonunu
inhibe eden konsantrasyon) belirlemek i¢in c¢alisilan numunelerin 15, 30, 60, 90, 120,
150, 225 ve 300 pg/mL konsantrasyonlarinda hiicreler kullanildi. MTT yOntemiyle test
edildikten sonraeldeedilen absorbans logaritmik egrisibuldu. Bu egriExcel” programi

yardimiyla logaritmik fonksiyon kullanilarak analiz edildi (Avrameas, 1985).
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3.2.3. Laktat dehidrogenaz (LDH) sitotoksisite testi

Test edilecek makromantarekstrelerinin hiicre sitotoksik aktiviteleri LDH yontemi ile
belirlendi  (Decker ve  ark; Lohmann-Matthes, 1988). Test edilen
makromantarekstrelerinebagli olarak inkiibasyon siiresinde Olen hiicre miktarindaki
artig, kiiltiir siipernataninda LDH artisiyla sonuglandi.Hiicre hasar1 sonucu ortama
salinan sitoplazmik enzimlerin Ol¢iimii bu deneylerin temelini olusturur. LDH
sitoplazmik bir enzim olup, ¢ogu hiicrede bulunur ve stabildir. Bu amagla LDH hiicre
sitotoksisite kiti tireticinin soliisyonlar1 ve prosediiriine gore kullanild:.

1. Kiiltiirti yapilan hiicreler her bir kuyucuga 5000 hiicre olacak sekilde pipetlendi.

2.Plate yiiklenen hiicrelerin iizerine DMSO ile ¢oziindiriilmiis 1Csp dozunda
makromantar ekstreleri, yliksek kontrol i¢in %2 Triton X-100 (LDH salinimina
etkisi %100 kabul edilecek) ilave edildi.

3. Diisiik kontrol i¢in makromantar ekstreleri icermeyen hiicre hatti, besi yeri kontrol
icin sadece besiyeri iceren kuyu ve pozitif kontrol olarak 1Csy dozunda 5-FU ve
sisplatin eklenerek kuyularin son hacmi besi yeri ile 200 pL’ye tamamland1 ve 24
saat inkiibe edildi.

4.Her bir kuyudan hiicre icermeyen 100 pL kiiltiir siipernatan1 alinarak bagka bir
mikroplate transfer edildi. Uzerine kit icinde bulunan taze hazirlanmis reaksiyon
karisimimdan 100 pL/kuyu olacak sekilde eklendi ve yarim saat karanlikta inkiibe
edildi.

5. Stop soliisyonu olarak 50 pL/kuyu olacak sekilde 1 N HCI eklenidi. Bu islem
sonunda 492-630 nm’de okuma yapildi ve bulunan absorbans degerlerinden %

sitotoksisite hesaplandi.
3.2.4. Apoptotik potansiyel ol¢iimii

Makromantar ekstrelerinin antikanser etki mekanizmasinin apoptoz araciligityla olup
olmadigmi test etmek amaciyla, ekstreile muamele edilen hiicrelerdeki DNA
degradasyonu belirlendi. Bilindigi gibi apoptozun en 6nemli Ozelliklerinden biri de
DNA’nin interniikleozomal bolgelerden yaklasik 180-200 baz cifti veya bunun katlar1
boyutunda DNA parcalar1 olusturacak sekilde parg¢alanmasidir. Bu durum agaroz jel
elektroforezinde merdiven goriintiisii imajinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Aslinda
DNA’y1 parcalayan bir Ca/Mg-bagimli endoniikleaz olup apoptoz siirecinin sonlarina

dogru cesitli 6liim uyaranlar1 nedeniyle aktiflesir. Makromantar ekstrelerinin antikanser
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etki mekanizmasinin apoptoz aracilifiyla olup olmadigini test etmek amaciyla test
maddelerinin IC50 konsantrasyonlar1 ile muammele edilen kanser hiicreleri 24 saat
inkiibe edildikten sonra flask ylizeyinden kazmarak %70’lik alkol i¢inde 24 saat daha
inkiibe edildi. Bu siire sonundaalkol uzaklastirilarak Orneklerin iizerine fosfat-sitrat
tamponu eklendi ve 30 dakika inkiibe edilir. Bu islemi takiben Tween20, RNaz ve en
son proteinaz K ile muamele edilen Ornekler jelde yiiriitildi ve DNA
degradasyonu/bantlagsma bir jel goriintiileme sistemi kullanilarak goriintiilendi (Gong ve

ark., 1994).

3.2.5. Migrasyon testi

Hiicrelerin, makromantar ekstreleri iceren ortamda, proliferasyon yeteneklerini 6lgcmeye
dayanan bir yontemdir. Bu test i¢in arasinda 500 pm aralik bulunan iki bélmeli silikon
kuyu (u-Dish) kullanildi. Iki bdlmeli silikon kuyunun her bir bélmesine 35.000 hiicre /
70uL olacak sekilde hiicreler yiiklendi ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
silikon kuyu forsep yardimiyla kdsesinden tutularak kaldirildi ve eski besi yeri atildi.
Sonra yaklasik 2 mL taze besiyeri eklendi ve DMSO i¢inde ¢oziilen test makromantar
ekstreleri ICsp dozunda koyuldu. Bu andan itibaren ornekler fotograflanmaya baslanir.
Kontrol olarak kullanilan p-Dish’deki 500 pum olan aralik dolana kadar 12 saatte bir test

maddeleri koyulan p-Dish’lerde fotograf ¢ekimi yapilir(Mosmann, 1983).
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda Lactarius zonarius, Polyporus squamosus, Laetiporus sulphureus,
Ramaria flava ve Pholiota adiposa makromantar tiirlerinin Etilasetat, Metanol ve
Hekzan ekstratlarinda MTT testi kullanarak antikanser aktitivite tayinleri yapilmistir.
Buna gore PAE ve PAH ekstreleri A549 hiicre hattinda ( 85.4 ve 67.0 ng/mL), LSH,
PAE ve PAH ekstreleri HeLa hiicre hattinda ( 99.0, 63.7 ve 97.5 pg/mL), PAE ve PAH
ekstreleri Hep3B hiicre hattinda ( 98.4 ve 94.5 ng/mL), PAE ve PAH ekstreler1 HT29
hiicre hattinda ( 90.6 ve 99.6 ug/mL), LSH, PAE, PAH ve PSH ekstreleri MCF7 hiicre
hattinda ( 86.3, 87.5, 97.7 ve 99.3 pg/mL) yiiksek seviyede antiproliferatif 6zellik
gostermistir (Cizelge 4.1, Sekil 4,6).

Ozellikle Pholiota adiposa’nm Etilasetat ve Metanol ekstreleri biitiin hiicre hatlarinda
antikanser aktivite yoniiyle etkili bulunmustur. Makromantar ekstrelerinin hicbiri pozitif
kontrol olan sisplatin kadar antikanser aktivite gdsterememesine ragmen sergiledikleri

biyolojik aktivite daha sonra ¢alismalar i¢cin kullanilabilir.

Polyporus squamosus’un Etilasetat ekstreleinin MCF7 hiicre hatt1 iizerine olan
antikanser aktivitesinin sisplatin kadar olmasada sergiledikleri biyolojik aktivitesi ileri
calismalara icin kullanilabilir. Laetiporus sulphureus ve Polyporus squamosus 'un
Hekzan ekstrelerinin her ikisinin de MCF7 hiicre hatlarina olan antikanser aktiviteri

diger mantar tiirlerinden daha iyi sonug¢ vermistir.

Laetiporus sulphureus makromantar tiirtiniin Metanol ve Etilasetatekstrelerinin caligilan
tim hiicre hatlarinda sisplatinin antikanser degerlerinden ¢ok uzak degerlere sahip
olmas1 ileri caligmalar i¢in timit vermemektedir. Calismada elde edilen bulgular
neticesinde Lactarius zonarius Metanol ekstrelerinin tiim hiicre hatlarinda 1C50
degerlerinin ¢ok yiiksek olmasi antikanser aktivitesinin diisiik oldugunu gostermektedir
Ramaria flava Etilasetat ekstrelerinin normal FL hiicre hattina olan antikanser

aktivitesinin diisiik olmasi ¢alismamiz i¢in olumlu bir sonu¢ olmustur.
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4.1.Makromantar  Ekstrelerinin Normal FL Hiicre Hatti Uzerindeki
Antiproliferative Etkisi

Makromantar ekstrelerinin normal hiicre olan FL {izerinde sergiledikleri diisiik
antiproliferatif 6zellik (45.0-186,9 pg/mL) kontrol ilac sisplatinle karsilastirildiginda
(50.7 pg/mL) iy1 bir 6zellik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Makromantar ekstreleinden
PAE ve PAH, FL hiicre hatt1 {izerinede sirasiyla (45,0-51,5 pg/mL) distk
antiproliferatif etki gostermistir ( Sekil 4.1). LZM, RFM makromantar ekstreleri ise
sirasiyla (285.2-186.9 pg/MI) sisplatinden yiiksek antiproliferatif 6zellik géstermistir
(Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. FL hiicre hatlar1 lizerinde makromantar ekstrelerinin ve pozitif kontrol
sisplatinin antiproliferatif etkileri.

*Yiizde inhibisyon ii¢ bagimsiz 6lgiimiin + SEM degeri olarak belirtilmistir. Her bir deney, her hiicre hatti
i¢in en az li¢ kez tekrarlanmustir.
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4.2. Makromantar Ekstrelerinin A549 Hiicre Hatti Uzerindeki Antiproliferative
Etkisi

Makromantar ekstrelerinin A549 hiicre hatt1 lizerine antiproliferatif etkileri
sisplatinle karsilastirildiginda (58.7 pg/mL) sisplatine en yakin sonuglar sirasiyla
(67.0 -85.4 ng/mL) ile PAH. PAE ekstreleri ile ulagilmistir (Sekil 4.2). LSM ve
RFM ekstreler ise smrasiyla (285.3- 233.5 pg/mL) antiproliferatif etkileri
sisplatinden oldukga yliksek c¢ikmustir. A549 hiicre hattinda antikanser aktivite
gosteren ekstrelerimiz PAH ve PAE dir.
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Sekil 4.2. A549 hiicre hatlar1 {izerinde makromantar ekstrelerinin ve pozitif kontrol

sisplatinin antiproliferatif etkileri.
*Yiizde inhibisyon ii¢ bagimsiz 6l¢limiin + SEM degeri olarak ifade edilmistir. Her bir deney, her hiicre hattt
i¢in en az li¢ kez tekrarlanmisgtir.
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4.3. Makromantar Ekstrelerinin HeLa Hiicre Hatti Uzerindeki Antiproliferative
Etkisi

Makromantar ekstrelerinin HelLa hiicre hatt1 lizerine antiproliferatif etkileri sisplatinle
karsilastirildiginda (47.3 pg/mL) PAH ve PAE ekstreleri sirasiyla (97.5 -63.7 pg/mL)
sisplatine en yakin sonuclara elde edilmistir (Sekil 4.3) .LSM ve RFM ekstreleri
sirastyla  (177.0- 316.5 pg/mL) antiproliferatif etkileri sisplatinden yiiksek
cikmistir. IC50 degerleri artikca antiproliferatif etki artmakta antikanser oOzelligi
azalmaktadir. Sitotoksik etki ise artmaktadir. RFM, LSM ekstresinin sitotoksik
etkilerinin yiiksek oldugunu (Cizelge 4.2).gérmekteyiz. HeLa hiicre hattinda antikanser
aktivite PAH ve PAE ekstreleri gostermektedir.
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Sekil 4.3. HeLa hiicre hatlar1 iizerinde makromantar ekstrelerinin ve pozitif kontrol sisplatinin

antiproliferatif etkileri.

*Yiizde inhibisyon ii¢ bagimsiz 6l¢limiin + SEM degeri olarak belirtilmistir. Her bir deney, her
hiicre hatti i¢in en az ii¢ kez tekrarlanmigtir.
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4.4. Makromantar Ekstrelerinin Hep3B Hiicre Hatt1 Uzerindeki Antiproliferative
Etkisi

Makromantar ekstrelerinin Hep3B hiicre hatti iizerine antiproliferatif etkileri sisplatinle
karsilastirildiginda (41.9 pg/mL) PAH ve PAE ekstreleri sirasiyla (94.5 -98.4 ug/mL)
sisplatine en yakin degerlere ulagilmistir (Sekil 4.4). RFM ve LSM ekstreleri sirastyla
(269.8 -301.4 pg/mL) antiproliferatif etkileri sisplatinden yiiksek ¢ikmistir. LSM
ekstresinin IC50 degerinin ¢ok yliksek olmasi antiproiferatif etkinin yiliksek antikanser
aktivitesinin  diisik  oldugunu.  sitotoksik  etkisininde  yiiksek  oldugunu
gostermektedir(Cizelge4.3). Hep3B  hiicre hattinda PAH ve PAE ekstreleri
antikanser aktivite gostermistir(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Hep3B hiicre hatlar1 iizerinde makromantar ekstrelerinin ve pozitif kontrol

sisplatinin antiproliferatif etkileri.
*Yiizde inhibisyon ii¢ bagimsiz 6l¢limiin + SEM degeri olarak belirtilmistir. Her bir deney, her
hiicre hatti i¢in en az ii¢ kez tekrarlanmigtir.
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4.5.Makromantar Ekstrelerinin HT29 Hiicre Hatti Uzerindeki Antiproliferative
Etkisi

Makromantar ekstrelerinin HT29 hiicre hatt1 iizerine antiproliferatif etkileri sisplatinle
karsilastirildiginda (44.6 pg/mL) PAH ve PAE sirasiyla (99.6 -90.6 ng/mL) ekstreleri
ile sisplatine en yakin degerlere ulasilmistir (Sekil 4.5). PSM ,RFM ve LZM ekstreleri
sirasiyla(248.9,; 236.0 ve 230.8 (ug/mL)  antiproliferatif etkileri sisplatinden yiiksek
cikmistir. IC50 degerleri arttikca antiproliferatif etkilerin artmasi sitotoksik etkiyi
artrmaktadir. PSM, RFM ve LZM ekstrelerin sitotoksik etkilerininde yiiksek
oldugunu (Cizelge 4,3).géormekteyiz HT29 hiicre hattinda PAH ve PAE ekstreleri

antikanser aktivite gostermektedir.
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Sekil 4.5. HT29 hiicre hatlar1 iizerinde makromantar ekstrelerinin ve pozitif kontrol

sisplatinin antiproliferatif etkileri.
*Yiizde inhibisyon ii¢ bagimsiz 6l¢iimiin + SEM degeri olarak ifade edilmistir. Her bir deney,
her hiicre hatt1 i¢in en az ii¢ kez tekrarlanmigtir.
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4.6.Makromantar Ekstrelerinin MCF7 Hiicre Hatti Uzerindeki Antiproliferative
Etkisi

Makromantar ekstrelerinin MCF7 hiicre hatt1 lizerine antiproliferatif etkileri sisplatinle
karsilastirildiginda (58,1 pg/mL) sisplatine en yakin sonuclar1 sirastyla LSH ve PAE
(86,3 - 87,5 ng/mL) ekstreleri ile ulasilmistir (Sekil 4.6). LSM, RFM ve LZM ekstreler
sirasyla (256,1 -276,7 ve 309.5 pg/mL) ise antiproliferatif etkileri sisplatinden yiiksek
cikmistir. LSM, RFM ve LZM ekstrelerinin sitotoksik 6zellikleride yiiksektir. LSH ve
PAE ekstrelerinin sitotoksik ozellikleride diisiik (Cizelge 4.2). Antikanser aktiviteri
yiiksektir.
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Sekil 4.6. MCF7 hiicre hatlar1 iizerinde makromantar ekstrelerinin ve pozitif kontrol

sisplatinin antiproliferatif etkileri.
*Yiizde inhibisyon ii¢ bagimsiz dl¢iimiin + SEM degeri olarak belirtilmistir. Her bir deney, her
hiicre hatti i¢in en az ii¢ kez tekrarlanmigtir.
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Makromantar ekstrelerinin normal hiicre olan FL {izerinde sergiledikleri nisbeten diisiik
antiproliferatif 6zellik (45.0 - 186,9 ug/mL) kontrol ilag sisplatinle karsilastirildiginda
(50.7 ng/mL) iyi bir 6zellik olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Cizelge 4.1). Hazirlanacak
bir yol haritasi ile bu makromantar ekstre tiirlerinden elde edilecek biiyiik ihtimalle
normal hiicreler lizerinde ¢ok toksik olmayan ve secici bir sekilde kanser hiicrelerini
hedefleyebilen biyolojik aktiviteden sorumlu potent saf molekiiller elde edilebilir.
Kanser iilkemizde en yaygin ikinci 6liim nedenidir ama kanser tedavisinde kullanilan
ilaglar ithal oldugundan ¢ok pahalidir. Bu nedenle kanserle miicadelede ARGE
yatirimlariyla beraber milli ilag donemi baslamis ve iilkemizde saglik politikalar1 bu
perspektif lizerine oturtulmaya ¢alisilmaktadir. Bu kapsamda ekstrelerini elde ettigimiz
antikanser Ozelligi tespit edilen makromantarlar ileriye doniik calismalar i¢in etken
maddelerinin tespiti ile manntar ekstrelerinin antikanser aktiviteleri in vitro olarak
calisilmis olmanin disinda bu ekstrelerin eczacilik ve tipta tedavi amagliyla kullanilma
potansiyellerinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in in vivo c¢aligmalarla desteklenmesine ihtiyag

vardir.

Cizelge 4.1. Makramantar ekstrelerinin hiicre hatlarindaki IC50 degerleri

S 285.3+7.8 119.446.5 177.0+7.1 301.4+8.6 197.1+7.2 256.1+6.1
S 183.4+5.1 89.4+4.7 151.545.6 214.548.3 133.943.5 190.0+5.6
S 157.2+5.9 81.54£3.9 99.0+4.2 191.7+7.1 117.243.6 86.3+4.6
289.7+6.3 285.249.2 295.849.3 301.5+8.4 230.8+4.9 309.549.4
183.7+£5.7 89.7£3.7 140.0+5.4 206.7+7.5 145.0+4.2 162.4+4.7
194.9+6.0 94.843.1 215.6+7.7 198.6+7.6 164.0+4.3 150.4+4.4

=
=

=
=1

=

w
>

118.7£5.1 67.2+2.8 124.2+5.1 136.2+3.9 136.3+4.0 122.545.1
85.4+4.8 45.042.1 63.7£3.8 98.4+3.4 90.6+3.7 87.54£3.8
67.0+4.8 51.5€2.0 97.5£3.5 94.5£3.5 99.6+3.7 97.7£3.6
211.0£6.7 168.0+4.7 259.448.3 257.3+8.6 248.947.5 248.0+8.5
124.4+4.5 97.4+4.3 174.3+£5.4 154.2+5.7 201.4+7.7 187.9+6.4
144.9+4.8 90.5+4.0 168.846.5 143.3+5.1 163.0+6.1 99.3+4.3
233.5+6.7 186.9+4.4 316.1+6.7 269.8+7.4 236.0+7.0 276.7+7.8
176.4+5.8 95.8+4.1 176.1+5.0 168.446.3 202.1+6.8 173.445.1
161.6+5.2 98.0£3.7 155.5+4.2 140.04£5.5 163.945.3 135.6+4.3
58.7+4.1 50.7£2.6 47.3+3.8 41.9+2.9 44.643.1 58.1£2.4

w
>
=1

Iﬁii Illili IIIiII

==
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4.7. Makromantar Ekstrelerinin Sitotoksik Aktivitesi

Makromantar ekstrelerinin gesitli konsantrasyonlarmin (120, 150, 225 ve 300 pg/mL)
A549, HeLa, Hep3B, HT29, MCF7 ve FL hiicre hatlar1 lizerindeki sitotoksik aktiviteleri
LDH sitotoksisite kiti kullanilarak ol¢iilmiistiir. Elde edilen bulgular beklenildigi gibi
konsantrasyon bagimli bir hiicre membrani yikimi oldugunu gostermektedir.
Sitotoksisite bulgular1 farkli hiicre hatlarinda oldukga yiiksek degiskenlik gosteren ve
150 pg/mL’den sonra hem konsantrasyon hem ekstre bagimli olarak hiicrelerin
membran biitiinliglinlin 6nemli derecede etkilendigi ve ayni etkinin daha diisik

konsantrasyonlarda goriilmedigi bizce anlagilmaktadir (Cizelge 4.2; Sekil 4.7).

Cizelge 4.2. Ekstrelerin A549 ve HeLa hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisi %

ng/mL
- 120 150 225 300 120 150 225 300
518 903  99.9 99.9 22 389 456 50.0

00| 933 944 956 97.8 333 467 65.6 83.3
863 87.1 914 96.7 378 444 61.1 88.9
. LZM 89 867 978 98.9 333 489 66.7 88.9
" LZE | 56 167 149 72.1 189  26.7 61.1 83.3
. LzH 22 89 133 16.7 278 433 50.0 55.6
67 122 922 97.8 378 478 54.4 88.9
22 89 133 16.7 22.2 322 38.9 50.0
33 89 444 77.8 33.3 44.4 63.3 77.8
. PSM | 69 409 539 58.6 254 368 55.6 66.7
L PSE | 290 230 428 50.6 30.8 35.4 433 53.3
. PSH 327 336 523 55.6 33.3 47.8 63.3 86.7
Y 261 437 444 68.9 367 522 65.6 77.8
L0 196 276 319 54.3 356 478 55.6 66.7
BT 14 313 399 45.6 222 37.8 433 51.1
~cis | 56 133 211 27.8 167 222 31.1 44.4
| 5RU 11 78 144 21.1 11.1 16.7 22.2 38.9

Makromantar ekstreleri hiicre hatlar1 lizerinde ¢ogunlukla 120 pg/mL'e doza kadar
herhangi bir sitotoksik etki ortaya ¢ikarmamistir. Fakat yliksek dozda antiproliferatif
etki baslamaktadir. Incelenen hiicre hatlarindan A549 iizerinde LZH ve PAE’nina
sitotoksik etkisinin antikanser molekiiller olan sisplatin ve SFU gore daha az oldugu

goriilmektedir. Antiproliferatif 6zellikler dikkate alindiginda PAE’nin hem yiiksek
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antikanser Ozelligi hem diisiik sitotoksik etkisinden dolayi, in vivo g¢aligmalarinin

yapilmasinin 6nemli oldugu diistiniilmektedir.

Sekil 4.7. Ekstrelerin A549 ve HeLa hiicre hatlar tizerindeki sitotoksik etkisi.

*Hiicre hatlar1 gesitli konsantrasyonlarda ekstreler ile 24 saat boyunca inkiibe edilmis ve
LDH sitotoksisite kiti kullanilarak sitotoksisiteleri belirlenmistir.
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Cizelgeden de goriildigi gibi 549 hiicre hatt1 icin LZE, PAM ve PAH’da dikkate deger
seviyede diisiik sitotoksik ozellik tespit edilmistir. Ancak HeLa hiicre hattinda ekstrelerin
tamami oldukga yiiksek toksik ozellik gostermistir (Cizelge 4.2; Sekil4.7).

Caligma kapsaminda incelenen LZE, LZH ve PAE ekstretelerinin Hep3B ve MCF7
hiicreleri i¢in yiiksek antikanser aktivite gostermelerine karsmn diisiik sitotoksik etki
gostermistir. (Cizelge 4.3; Cizelge 4.4; Sekil 4.8; Sekil 4.9). Makromantar
ekstrelerinden yapilacak izolasyon ¢aligmalarinda biyolojik aktiviteden sorumlu
molekiillerin bulunup tespit edilmesi ile yliksek antiproliferatif etkisi tespit edilebilir.
Aktif molekiiller lizerinden yeni ila¢ dizaynlar1 yani sira literatiire de onemli katki

saglanabilir.

Cizelge 4. 3. Ekstrelerin Hep3B ve HT29 hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisi. %

120 150 225 300 120 150 225 300
16.5 20.3 19.6 243 20.0 289 38.9 533
22.3 23.8 25.0 27.5 24.4 36.7 43.3 66.7
LSH 276 314 363 375 222 333 467 718
10.0 17.4 19.9 26.9 27.8 41.1 44.4 83.3
LZE 2.8 3.3 154 294 244 422 433 88.9
4.4 7.0 5.3 12.3 21.1 31.1 37.8 54.4
PAM 10.5 16.1 180  26.1 256 378 478 867
4.0 3.1 3.6 8.9 16.7 27.8 40.0 55.6
169 204 223 254 278 433 500  66.7

PSM 11.3 18.8 288  21.0 69 409 539 586
138 200 263 363 290 230 428 506
| PSH |5 15.0 31.3 37.5 32.7 33.6 52.3 55.6
11.3 17.5 27.5 33.8 26.1 437 444 689
16.3 23.8 28.8 33.8 19.6 27.6 31.9 54.3
Lt 113 213 300 375 1.4 313 399 456
6.3 13.8 18.8 31.3 16.7 222 31.1 44.4

5FU 2.5 7.5 13.8 17.5 11.1 167 222 389
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120...

Sekil 4.8. Ekstrelerin Hep3B ve HT29 hiicre hatlari iizerindeki sitotoksik etkisi.

*Hiicre hatlar1 gesitli konsantrasyonlarda ekstreler ile 24 saat boyunca inkiibe
edilmis ve LDH sitotoksisite kiti kullanilarak sitotoksisiteleri belirlenmistir.
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Toksisite ¢aligmalar1 sirasinda incelenen normal FL hiicreleri {izerinde nispeten yliksek
sayilabilecek degerlerin bulunmasi ekstre analizlerinde siklikla karsilasilan bir
durumdur (Cizelge 4.4; Sekil 4.9). Pek ¢cok molekiil iceren ekstreler biyolojik etkinin
goriilebilmesi adma yiiksek dozlarda g¢aligilmaktadir. Bu nedenle istenmeyen toksik
etkiler goriilebilmektedir. Yapilacak ileri g¢aligmalar neticesinde bu makromantar
ekstrelerinden elde edilecek biyoaktif izolatlar diisiik dozlarda kullanilacag igin toksik
etkileri de diisiik olacaktir. Ikinci bir neden olarak FL hiicre hatt1 kanser hiicre hatlarina
gore kiiltiir ortamina daha duyarlidir. Bu nedenle ekstrelerin toksik etkisi oldugundan
bir miktar fazla 6l¢iilmiis olabilir. Ancak yine de test edilen bu makromantar ekstreleri

ileri farmakolojik ¢calismalar i¢in iimit vaat etmektedirler.

Cizelge 4. 4. Ekstrelerin MCF7 ve FL hiicre hatlari tizerindeki sitotoksik etkisi. %

. McrF L
120 150 225 300 120 150 225 300
13.6 227 400 455 167 322 456 611
364 555 655 909 300 378 511 722
155 236 400 473 211 356 556 778

™
2]
=

=~
7
==

[ LZM 409 591 700 955 244 422 522 789
. LZE | 182 291 391 536 267 433 567 811
[ Lz 200 364 527 636 200 278 61.1 822
227 309 473 573 200 289 556 711

PAE 127 255 409 536 289 511 656 811
400 573 700 90.0 233 489 633 856
[ PSM 355 545 709 864 322 489 633 856
. PSE | 209 400 509 627 333 500 567 7718
[ PSH | 364 464 582 700 367 478 644 889
227 345 483 715 311 456 656 867
409 518 682 81.8 300 41.1 600 767
L | 236 418 527 682 56 200 378 467
[ Cs 136 200 300 436 5.6 133 21.1 278
. 5FU 91 164 236 336 Ll 78 144 211
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Sekil 4.9. Ekstrelerin MCF7 ve FL hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisi.
*Hiicre hatlar1 ¢esitli konsantrasyonlarda ekstreler ile 24 saat boyunca inkiibe edilmis
ve LDH sitotoksisite kiti kullanilarak sitotoksisiteleri belirlenmistir.

4.8. MakromantarEkstrelerinin DNA Bantlastirma Potansiyelleri

Test edilen makromantar ekstrelerinin apoptozun bir gostergesi olan DNA
degredasyon aktivitesini belirlemek amaciyla yapilan DNA bantlasma testine gore
ekstreler etkili dozlarda yani IC50 degerlerinde(Gong ve ark.,1994). HelLa ve
HT29 hiicreleri iizerinde belirgin bicimde DNA kiriklarina neden oldugu jel
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iizerinde olusturduklar1 basamakli yapidan anlasiimaktadir (Anonim, 2019a).
DNA bantlasma testine gore kontrol kuyucugunda herhangi bir DNA
degradasyonu goriilmezken makromantar ekstrelerin meydana getirdigi DNA
kiriklarinin ¢ok belirgin bantlasmaya neden oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.10).
DNA iizerinde kismi kiriklara neden olan bu ekstrelerin antikanser aktivitelerinin
bir kismidan apoptoz mekanizmasinda sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Test
log fazinda eksponansiyel biiyiime gosteren HelLa ve HT29 hiicre hatti

kullanilarak yapilmis olup inkiibasyon siiresi 24 saat olarak smirlandirilmistir.

A B
Sekil 4.10. Makromantar ekstrelerinin DNA bantlagma testi.

*(A) 1- Hela RFE, 2- Hela RFM, 3- Hela PAE, 4- Hela PAM, 5- Hela Kontrol, 6- HT29 Kontrol,
7- HT29 PAE, 8- HT29 PAH, 9- HT29 PSM, 10 - HT29 PSH, 11 - HT29 LZH, 12 - HT29 PAM,;
B) 1- HT29 LSE, 2- HT29 LSH, 3-HT29 LSM, 4- HT29 Kontrol, 5- HT29 RFH, 6- HT29 RFM,
7- HT29 RFE, 8- HT29 Kontrol, 9- HT29 LZE, 10- HT29 LZM

C) 1- Hela LZE, 2- Hela LZH, 3- Hela LZM, 4-Hela LSE, 5- Hela LSM, 6- Hela PSE, 7- Hela
PSH, 8- Hela PSM, 9- Hela PAH, 10- Hela RFH, 11- Kontrol, 12- Kontrol. )

4.9. Makromantar Ekstrelerinin Hiicre Gogiine Etkisi

Bu ¢alismadamakromantar ekstrelerinin hiicre hatlar1 i¢inmigrasyon kapasitesi lizerine
olan etkileride arastirilmustir. Ozellikle Hiicre gocii bilindigi gibi ozellikle kanser
hiicreleri i¢in Onemli bir karakteristik olup yeni antikanser ajanlarn da hedefi
konumundadir. Migrasyon kapasitesini yitiren kanser hiicrelerinde hiicresel stres
tetiklenir ve bu apoptoz mekanizmasini aktiflesmesine neden olabilir. Bu yiizden yeni
gelistirilen antikanser ilaclarin bir amaci da kanser hiicrelerininmigrasyon kapasitelerini

Oonemli 6lciide azaltmaktir.
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Zamana bagiml tarzda yapilan migrasyon testine gore LZE, LSE, PAE, PSE ve RFE
makromantar ekstreleri HelLa kanser hiicrelerinin migrasyon kapasitelerini kontrol
hiicrelerine goére dnemli oranda baskilamistir (Sekil 4.11).’de goriildiigii gibi kontrol
grubu kanser hiicreleri test swrasinda bos birakilan alami {i¢ giin i¢inde tamamen
doldurdugu halde, test ekstreleri uygulanan gruplarda insert i¢indeki bosluk dolmadigi
gibi hiicrelerde de kiiclilme meydana geldigi goriilmiistiir. Migrasyon, anjiogenez ve

invazyon ile beraber metastazin en 6nemli basamagini teskil eder.

Dolayisiyla, LSE, PAE, PSE ve RFE makromantar ekstreleri migrasyonu inhibe ederek
kanser hiicrelerinin metastaz yeteneklerini de 6nemli 6l¢iide zayiflatir. Bu test sonucuna
gore, LSE, PAE, PSE ve RFE makromantar ekstreleri hiicre migrasyonunu inhibe ettigi
icin, bu ekstrelerin antiproliferati etkilerinin en azindan bir kismindan antimigrasyon

etkinin sorumlu oldugu anlagilmaktadir.

PAE ve PSE ekstreleri iiglincii gliniin sonunda insert i¢indeki bos alanin fazla oldugu
goriilmektedir hiicrelerde kiigiilme sayilarinda azalmanm tespit edilmesi migrasyonu
onemli oranda baskiladig1 goriilmektedir(Sekil 4.12).LSE ekstreleri ilk giinden itibaren
migrasyonu Onemli oranda baskilamis hiicrelerde sekil bozukluguna sayilarinda ise
onemli oranda azalmalara sebeb olmustur LZE ekstreleri ise migrasyonda LSE ile
karsilastirildiginda migrasyon kapasitesinin daha diistik oldugunu

(Sekil4.11).gormekteyiz

PAE, PSE ve RFE ekstreleri ile yapilan migrasyon testlerinde karsilastirma
yaptigimizda PSE ekstretinin etkisinin yiiksek PAE ekstretin ise migrasyonda etkisinin
daha az oldugunu RFE ekstretinin ise hiicrelerde onemli oranada kiiciilmelere sebeb
oldugunu fakat hiicre goclerinde PSE ekstreleri kadar etklili olmadigini (Sekil 4.12)

gormekteyiz.
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Sekil 4.11. Makromantar ekstrelerinin HeLa hiicre hatti {izerinde hiicre migrasyonuna etkileri.
*Testler log fazinda eksponansiyel biiyiime gosteren HeLa hiicre hatlart kullanilarak yapilmis olup inkiibasyon siiresi 3 giin olarak sinirlandirilmgtir.
A-Kontrol, B-LZE, C-LSE, Bar 200 pm
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Sekil 4.12.Makromantar ekstrelerinin HelLa hiicre hatti {izerinde hiicre migrasyonuna etkileri.

*Testler log fazinda eksponansiyel bitylime gosteren HeLa hiicre hatlari kullanilarak yapilmig olup inkiibasyon siiresi 3 giin olaraksinirlandirtlmustir.
D-PAE, E- PSE, F-RFE. Bar 200 pm

48



4.10. Makromantar Ekstrelerinin Sitotoksisitelerinin Morfoljik Degerlendirilmesi

Makromantar ekstrelerinin hiicre morfolojileri tizerindeki etkileri, lizerinde kamerada
bulunan faz-kontrast mikroskobu ile goriintilenmistir. ~ Gortintiiler  farkl
konsantrasyonlarda  makromantar ekstreleriyle muamele edilmis hiicrelerin
morfolojilerinin ilgili kontrollerle karsilastirildig1 faz-kontrast imajlarini1 gostermektedir.
Makromantar ekstreleriyle muamele edilmis hiicrelerin morfolojileri sadece yiiksek
konsantrasyonlarda (>50 pg/mL) c¢esitli olusumlarla farklilasmistir. Bu degisimler
hiicrenin yuvarlak hale gelmesi ve sonrasinda zeminden ayrilarak hiicre 6limiiniin bir
belirtisi olan yiizen hiicrelerin olusumlarini igerir. Makromantar ekstreleriyle muamele
edilmis hiicrelerin diisiik ve orta konsantrasyonlarda (25 ve 37 pg/mL)hiicre morfolojisi
iizerinde cok fazla bir degisimine neden olmamistir. Bu dozlarda kontrol grubu ve
normal ¢ogalan hiicreler, membran biitiinliigli nispeten korunmus fakat huzursuz bir
goriintii sergiler. Ozellikler 25 pg/mL ve alt1 dozlarda kontrol hiicrelerine benzer
sekilde, makromantar ekstreleriyle muamele edilmis hiicrelerin biiyiikk ¢ogunlugu

epiteloid ya da normal fibroblast benzeri goriiniimlerini stirdiirmeye devam etmistir.

Lactarius zonarius, Leatiphorus sulphureus, makromantar ekstretlerinin HelLa hiicre
hatlarinda diisiik ve orta konsantrasyonlarda (25 ve 37 pg/mL) morfolojik olarak ¢ok
fazla etki etmemesine ramen yiiksek konsantrasyonlarda (>50 pg/mL) ise hiicrelerde,
kiiciilmeye veya sitoplazmik kiiciilmeye ya da apoptotik hiicreler {lizerinde gelisen

cepcik olusumlarina neden olmustur(Sekil 4.15).

Makromantar eksretlerinin MCF7 ile AS549 hiicre hatlarinin {izerlerine olan etkileri
bakildiginda hiicrenin astroit sekilden globiiler sekle kaymasina, zemine ¢ok zayif
baglanmasina, hiicrelerde kiimelesmeye sebeb olmustur(Sekil4.16.;Sekil4.17).
Makromantar eksretlerinin A549 ile Hep3B hiicre hatlarma olan etkileri yiizeye tutunan
hiicre sayisinda azalmaya ve hiicrelerde dejeneratif degisikliklere sebeb

olmustur(Sekil4.18.;4.19).
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HeLa hiicre hatt1 tizeinde yapilan testlerde Lactarius zonarius, Laetiporus sulphureus
ekstrelerinin sadece yliksek konsantrasyonlarda (>50 pg/mL) hiicre sekillerinde 6nemli
oranada degisimlere sebeb oldugunu, hiicrenin astroit sekilden globiiler sekle

kaymasina, zemine ¢ok zayif baglanmasina (Sekil 4.13). Neden oldugunu gormekteyiz.

Sekil 4.13. Makromantar ekstrelerinin (A) Hela, hiicrehatlar1 morfolojileri iizerindeki etkileri.
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Pholiota adiposa, Polyporus squamosus makromantar ekstretlerinin HeLa hiicre
hatlarinda diisiik ve orta konsantrasyonlarda (25 ve 37 pg/mL) morfolojik olarak cok
fazla etki etmemesine ramen yiiksek konsantrasyonlarda (>50 pg/mL) ise hiicrelerde

kiimelesme, kabarcik, sivri u¢ ve baloncuk olusumuna neden olmustur(Sekil 4.14).

25pug/mL 37 ug/mL 50 pg/mL

poholiata métanoi

poholiata hegzan

poholiata etilasetat

100 p=m

25 pug/mL 37 pg/mL : 50 pg/mL

poliporus hegzan

p_bliporus_. etilasetat

poliporus metanol

Sekil 4.14. Makromantar ekstrelerinin (A) Hela, hiicre hatlar1 morfolojileri iizerindeki etkileri.
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Lactarius zonarius, Leatiphorus sulphureus, makromantar ekstretlerinin HT29 hiicre
hatlarinda diisiik ve orta konsantrasyonlarda (25 ve 37 pg/mL) morfolojik olarak c¢ok
fazla etki etmemesine ramen yiiksek konsantrasyonlarda (>50 pg/mL) ise hiicrelerde,
kiiciilmeye veya sitoplazmik kiiciilmeye ya da apoptotik hiicreler iizerinde gelisen

cepcik olusumlarina neden olmustur(Sekil 4.15).

25 pg/mit 7 37 1_Lgfml. : S 50 pg/mL

Iatipbrus hegzan

L

latiporus metanol

latiporus etilasetat 1 e

25 ug/mL 37 pg/mL 50 pg/mL

lactorius etilasetat

¥

lactorius hegzan

= - - . g e, T : :-.:, e .o
7L ile _ . L) ﬁ‘i
G A : S L] f L ” # --'. ¥
IAL XA, i - o _ . S ) Sz
lactorius metanol F o A o7/ ¢
Sekil 4.15. Makromantar ekstrelerinin (B) HT29hiicre hatlar1 morfolojileri iizerindeki etkileri.
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Pholiota adiposa, Polyporus squamosus eksretlerinin MCF7 hiicre hatlarinin tizerlerine

olan etkileri bakildiginda hiicrenin astroit sekilden globiiler sekle kaymasina, zemine

cok zayif baglanmasina, hiicrelerde kiimelesmeye sebeb olmustur(S$ekil4.16).

Sekil 4.16. Makromantar ekstrelerinin (C) MCF hiicre hatlar1 morfolojileri tizerindeki
etkileri.
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Pholiota adiposa, Leatiphorus sulphureus eksretlerinin A549 hiicre hatlarinin {izerlerine
olan etkileri bakildiginda hiicrenin astroit sekilden globiiler sekle kaymasina, zemine
cok zayif baglanmasina, hiicrelerde kiimelesmeye ve sayisal azalmaya sebeb

olmustur(Sekil 4.17).

25 pg/mL 37 pg/mL 50 pg/mL

latiporus hegzan

latiporus metanol

latiporus etilasetat

25 pg/mL 37 pg/mL ' 50 pg/mL
poholiata metanol

poholiata hegzan

poholiata etilasetat: 190

Sekil 4.17. Makromantar ekstrelerinin (D) A549 hiicre hatlar1i morfolojileri tizerindeki etkileri.
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Polyporus squamosus, Lactarius zonarius, makromantar ekstretlerinin A549 hiicre hatlari
tizerindeki etkileri yliksek konsantrasyonlarda (>50 pg/mL) hiicrelerde, kiigiilmeye veya
sitoplazmik kiiciilmeye ya da apoptotik hiicreler lizerinde gelisen cepcik olusumlarina

neden olmustur(Sekil,4.18).

525 pg/mL

poliporus.hegzan

=
o 2y
L o
.

poliporus etilasetat

o
- o

poliporus metanol .

25 pg/mlL

¢
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4
-,

£
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Sekil 4.18. Makromantar ekstrelerinin (D) A549 hiicre hatlar1 morfolojileri lizerindeki etkileri.
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Lactarius zonarius, Leatiphorus sulphureus, makromantar ekstretlerinin Hep3B hiicre

hatlarinda diisiik ve orta konsantrasyonlarda (25 ve 37 pg/mL) morfolojik olarak c¢ok

fazla etki etmemesine ramen yiiksek konsantrasyonlarda (>50 pg/mL) ise hiicrelerde,

ylizeye tutunan hiicre sayisinda azalmaya ve hiicrelerde dejeneratif degisikliklere sebeb

olmustur (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Makromantar ekstrelerinin (E) Hep3B hiicre hatlar1 morfolojileri tizerindeki etkileri.

*Eksponansiyel biiyiime gosteren hiicreler gesitli konsantrasyonlarda makromantar ekstreleri ile 37 °C'de bir gece
inkiibe edilmistir. Kontrol hiicreleri sadece DMSO ile muamele edilmistir. Tiim Slglimler 100 pm'dir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Tez calismamizda, Lactarius zonarius Leatiphorus sulphureus, Pholiota adiposa, Polyporus
squamosusve, Ramaria flava, Makromantar tiirlerinin Etilasetat, Metanol ve hekzan
ekstrelerinin 120 pg/mL, 150 pg/mL 225 pg/mL ve 300 pg/mL konsantrasyonlainda MTT
testi ile antikanser aktitivite tayinleri yapilmistr. LDH testiyle sitotoksik etkilerine
bakilmistir. Migrasyon testi ile hiicre goclerine, DNA bantlagsma testleriyle DNA kirilmalari
incelendi. Kullanilan makromantarlarin antiproliferatif etkilere sirasiyla; PAE ve PAH
ekstreleri; A549 hiicre hattinda, LSH, PAE ve PAH ekstreleri; HeLLa hiicre hattinda, PAE ve
PAH ekstreleri; Hep3B hiicre hattinda, PAE ve PAH ekstreleri; HT29 hiicre hattinda LSH,
PAE, PAH ve PSH ekstreleri; MCF7 hiicre hattinda yiiksek oranda antiproliferatif 6zellik

gostermislerdir.

Ozellikle Pholiota adiposa’'nin Etilasetat ve Metanol ekstreleri biitiin hiicre hatlarinda oldukca
etkili bulunmustur. Calisilan makromantar ekstrelerinin higbiri pozitif kontrol olan sisplatin
kadar antikanser aktivite gosterememesine ragmen, PAH ve PAE eksteetlerinin HT29 hiicre
hattinda gosterdikleri biyolojik aktiviteleri ileri yapilacak arastirmalar1 destekleyebilecek
kadar 6nemlidir.Etil asetat ve Metenol ekstrelerindeki biyoaktif molekiiller bilinmedigi halde
Metanol ekstrelerindeki antiproliferatif aktivite gdstermis ekstrelerin etkilerinin kaynaginin;
flavanoidler, lignanlar, fenolik asitler, terpenoitler gibi fenolik bilesenler olabilecegi

belirtilmistir (Mattila ve ark,2001).

Kanser hiicrelerine karsi ekstrelerin olas1 etkilerini belirlemek amaciyla uyguladigimiz MTT
yontemiyle elde edilen verilere bakildiginda, 15 degisik makromantar ekstresinin, denenen
hiicre hatlarmma kars1 farkli konsantrasyonlarda (120 pg/mL, 150 pg/mL,225 pg/mL,300
pg/mL) farkl etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (Cizelge4.1). Antiproliferatif 6zellikler dikkate
alindiginda PAE’nin 120 pg/mL A549 hiicre hatt1 lizeine diisiik sitotoksik etkisi ve yliksek
antikanser 6zelligi vardir.Calisilan molekiillerinin sitotoksik etkilerinin diisiik olmas1 saglikli
hiicrelere zarar vermemesi kanser tedavisinde arzu edilen Ozellikler arasindadir. PAE’nin
biyoaktif bilesenlerine gore degerlendirilmesinin uygun olacagmni diisiinmekteyiz. Bu tez
calismasinda, Tokat ve ¢evresinde dogal olarak yetisen makromantar tiirleriniden Lactarius
zonarius, Leatiphorus sulphureus Polyporus squamosus, Pholiota adiposa ve Ramaria flava
tiirlerinden elde edilen ekstrelerin etken maddeleri bilinmedigi icin ekstreler yiiksek

konsanrasyonlarda kullanildi. Bundan dolay1 toksik etkilerinin fazla oldugu goriildi. Bu

57



alanda yapilan bagka ekstre ¢alisamalarinda da ayni sonuglar1 verdigi goriilmektedir (Mattila

ve ark, 2001).

Makromantar ekstrelerinin hiicre hatlar1 lizerinde c¢ogunlukla 120 pg/mL'e doza kadar
herhangi bir sitotoksik etkiye sahip olmadig tesbit edildi. Daha ytliksek dozdaki eksterlerde
antiproliferatif etki goriilmektedir. Bu ¢aliyma kapsaminda incelenen hiicrelerden Hep3B ve
MCF7 i¢in LZE, LZH ekstretleri, 120 pg/mL ve 150ug/mL konsantrasyonlarinda oldukca
etkilidir. PAE ekstreleri ise 150pug/mL ve 225ug/mL konsantrasyonlarinda yiiksek antikanser
aktivite gosterdikleri gibi diisiik sitotoksisite O0zelliklerileri sebebiyle onem arz etmektedir.

(Cizelge4.3 ve 4.4;Sekil 4. 8. ve 4. 9).

Mantar ekstrelerinin kanser hiicrelerine farkili etkileri gdstermeleri etken maddelerinin farkl
oldugunu gdstermekte ve bu alanda calisilmasi icin bizlere timit vermektedir. Ayrica LSM,
PAE ekstrelerinin 120 pg/mL konsantrasyonunda sitotoksik etkilerinin sispatine yakin olmasi

toksik etkisinin diisiik oldugunu géstermektedir.

DNA bantlagsma testine gore ekstreler etkili dozlarda (IC50 degerlerinde) HelLa ve HT29
hiicreleri iizerinde belirgin bigimde DNA kiriklarina neden oldugu jel iizerinde olusturduklari
basamakli yapidan anlagilmaktadir (Sekil 4.10). DNA bantlasma testine gore kontrol
kuyucugunda herhangi bir DNA degradasyonu goriilmezken ekstrelerin meydana getirdigi
DNA kiriklarinin ¢ok belirgin bantlasmaya neden oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.10). DNA
iizerinde kismi kiriklara neden olan bu ekstrelerin antikanser aktivitelerinin bir kismindan
apoptoz mekanizmasinin sorumlu oldugu anlasilmaktadir. Bu da gosteriyor ki ekstrelerimizin
antikanser aktivitesinde etken oldugu fakat, etki diizeylerinin farkli oldugu goriilmektedir.
(Sekil 4.10). HT29 hiicre hattina PAE, PAH ekstrelerininilave edildiginde DNA {izerindeki
kismi kirilmalarin, diger ekstretlere kiyasla fazla olmas1 antiproliferatif 6zelliklerinin de fazla

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Zamana bagimli migrasyon testine gore, LSE, PAE, PSE ve RFE makromantar ekstreleri
HeLa kanser hiicrelerinin migrasyon kapasitelerini kontrol hiicrelerine gére dnemli seviyede
baskilamistir. (Sekil4,11.)’de goriildiigii gibi kontrol grubu kanser hiicreleri test sirasinda bos
birakilan alani {i¢ giin i¢inde tamamen doldurdugu halde, test ekstreleri uygulanan gruplarda
hiicre kiiltlir ortamindanki boslugun dolmadigi, hiicrelerde de kiiclilme meydana geldigi,

hiicre goc¢lerinin baskilandig1 gorildii. Bu yiizden ¢alisilanmakromantar ekstretlerinin, kanser
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hiicrelerinin en belirgin 6zelliklerinden olan hiicre gd¢lerini, hiicre biiylimesini yavaglattigi ve
gocleri baskiladig1 goriilmiistiir. Migrasyon, anjiogenez ve invazyon ile beraber metastazin en
onemli basamagimni teskil eder. Dolayisiyla LSE, PAE, PSE ve RFE makromantar ekstreleri
migrasyonu inhibe ederek kanser hiicrelerinin metastaz yeteneklerini de onemli Olciide
zayiflatir. Bu test sonucuna gore LSE, PAE, PSE ve RFE makromantar ekstreleri hiicre
migrasyonunu inhibe ettigi ig¢in, bu ekstrelerin antiproliferatif etkilerinin en azmndan bir

kismindan antimigrasyon etkinin sorumlu oldugu anlasilmaktadir.

Ayrica yapmis oldugumuz c¢alisma in vitro kosullarda gergeklestirildiginden, elde edilen
bulgular in vivo sonuglar1 birebir yansitmayabilir. Bu nedenle biyoaktif bilesenlerin
etkinliginin agiga ¢ikarilabilmesi i¢in bu bilesenlerin elde edilerek antikanser aktivitelerinin
daha ileri diizeyde in vivo ¢alismalara ihtiya¢c duyulmaktadir. Antikanser 6zelligi tespit edilen
Leatiphorus sulphureus Hegzan (LSH), Pholiota adiposa Etilasetat (PAE), Pholiota adiposa
Hegzan (PAH), Polyporus squamosus Hegzan (PSH), ekstreleri igersinde tiim
konsantrasyonlarda en iyi sonug¢ alinan PAH ve PAE ekstretlerinin diisiik sitotoksik ve yiiksek
antiproliferatif etkiye sahip oldugu goriildii. RFH ekstresinin 120 pg/mL konsantrasyonunda
FL hiicre hattina sitotoksik etkisinin sisplatin kadar diisiik oldgu bulunmustur..Ekstrelerimizin
hiicre hatlariyla yapilan deneylerde tiim konsantrasyonlarda A549 iizerine toksik etkisinin

diisiik seviyede oldugu ama Hela hiicre hattinda yiiksek oldugu tesbit edilmistir.

Bu alanda yapilan ¢alismalara bakildiginda 6zellikle Dogu Asya iilkelerinde gesitli mantar
tiirlerinin kanser tedavisinde kullanildig1 goriilmektedir. Cin, Japonya, Tayvan ve Kore gibi
uzak Dogu iilkelerinde makromantar tiirlerinden Tremella fuciformis, Ganoderma lucidum,
Lentinus edodes (shiitake) ylizlerce yildir sifa ve yiyecek olarak kullanilmaktadir (Zhang ve
ark, 2007). Sitotoksik etki {izerine yapilan bir calismada ise Cordyceps militaris mantar1 ¢ok
uzun zamandan beri dogu Asya'da kanser hastalarinin tedavisinde kullanilmaktadir Sitotoksik
etkisinin diisiik olmasi tedavide kullanilmasini desteklemektedir. Cordyceps militaris protein
(CMP), Fusarium oxysporum mantarma karsi giiclii antifungal etki gostermisken, ayni
zamanda insan meme ve mesane kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkiye sahip oldugu
goriilmiistiir (Park ve ark, 2009). Benzer calisma Glineydogu Asya ve Cin’de meme kanserini
tedavi etmek icin yapilmistir. Sklerotiyadan hazirlanan soguk su ekstraktinin (LR-CW) L.,
insan meme karsinomasit (MCF-7) ve Akciger karsinomasi (A549) i¢in sirastyla IC50's1 96.7
pg / mL ve 466.7 pg / mL konsantrasyonlarinda antiproliferatif aktivite gosterdigi

bulunmustur. Bu eksternin insan normal hiicresine karsi (184B5; insan gogiis hiicresi ve NL
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20 insan akciger hiicresi) sitotoksitesinin diisiik odugu tespit edilmistir. DNA parcalanma
calismalari, LR-CW'nin. antiproliferatif etkisinin oldugunu gostermistir, IC50’si1 sirastyla 70.0
/g / mL ve 76.7 ng / mL konsantrasyonlarinda kanser hiicrelerine karsi aktivite gdsterdigi
bulunmustur (Lee,2011).

Izolasyon ve etken madde bulma ile alakali tibbi mantarlardan elde edilen bilesiklerin
biyolojik aktiviteleri hakkinda ¢ok az sey biliniyor olmasindan dolayr makromantar
tiirlerinden biri olan ve bizimde calismis oldugumuz Pholiota adiposa'dan bir lektin izole
edilmis. [zolasyon sonucu amino asit dizisinin diger Agaricales lektinlerinin dizilerine ¢ok az
benzerlik gdstermistir. Lektinin hemaglutinlestirici aktivitesinin belirlenmesi i¢in 50 ° C'ye
kadar olan sicakliklarda ve NaOH’1in 25 mM'dan daha diistikkonsantrasyonlu HCI ¢ozeltileri
iniilin ile inhibe edilmistir. Lektinhepatoma, Hep G2 hiicreleri ve meme kanseri MCF7
hiicrelerine kars1 antiproliferatif aktivite gostermistir (Zhang, 2009). Bizim calismis
oldugumuz makromantar tiirii olan Pholiota adiposa'dan lektin izole edilerek etkilerinin

arastirilmasini 6nermekteyiz.

Calismamaizda yenilebilir mantar tiirii olan Ramaria flava’nin antikanser ve sitotoksik etkisi
arastirildi. R. flava etanol ekstraktinin (EE) test edilen {i¢ tlimdr hiicre hattinda IC50 degeri
66.54 pg / mL olan timor hiicresi MDA-MB-231'e karsi en giiglii inhibitor etkinligi
gosterdigini ve inhibisyon yiizdesinin 200 ug/mL konsantrasyonda %71.66 oldugunu
gostermistir. Su fraksiyonu, diisiik IC50 degerleri 5.86 ve 18.08 ug / mL olan yliksek DPPH
ve OH radikal temizleyici faaliyetler sergilemis. Bu sonuglar R. flava'nin insan saglig1 i¢in 1y1
bir antikanserejen kaynagi oldugubildirilmistir (Author, 2013). Ramaria flava, Agrocybe
molesta, Volvopluteus gloiocephalus, Lactarius deliciosus, Bovista plumbea’nin farkli
ekstraktlarinin antioksidan, antibakteriyel ve antikanser 6zelliklere sahip oldugunu ve iimit
verici bir tedavi edici kaynagi olarak kullanilabilecegi rapor edilmstir (Gursoy, 2010). Cesitli
makromantar tiirlerinin antikanser aktivitesi iizerine yapilan ¢alismalardan elde edilen
sonuglarda da goriildigi gibi degisik ¢oziiclilerde hazirlanan ekstrelerin farkli hiicre
hatlartiizerine farkli etkiler olusturdugu bizim c¢alismamizda da goriilmiistiir. Etken
maddelerin tesbitiyle yapilan calismalarda kullanilan konsantrasyondiismekte ve sitotoksik
etki azalmaktadir. Bunun sonucu olarak etken maddenin saglikli hiicreler iizerine olan
olumsuz etkisi azalmaktadir. Bu ylizden ekstrelerdeki etken maddelerin izolasyonu ile ilgli

casmalarin da yapilmasini dnermekteyiz.
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