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Bu calismada, Suillus collinitus, Amanita verna ve Funalia trogii’nin sitotoksisite,
genotoksisite, apoptik, nekrotik ve hiicre proliferasyon etkileri incelendi.
Laboratuvarda kuru olarak korunan basidiokarplardan alinan pargalar, kat1 ve sivi
kiiltiirde gelistirildi. Numuneler Soxhlet cihazinda 80°C, %70’lik etil alkolde 1 saat
ekstraksiyon edilerek sitotoksisite, apoptik ve nekrotik calismalar i¢in hazirlandi.
Sitotoksisite ¢alismalarinda, ekstrakt MCF-7 kanser hiicreleri ve L1929 Fibroblast
hiicrelere ornek konsantrasyonlar1 1mg/mL, 0.5mg/mL, 0.25mg/mL olarak
uygulandi.  WST-1 soliisyonu eklenerek inkiibasyon sonucunda 440 nm dalga

boyunda mikroplate okuyucuda absorbans 6l¢iimii yapildi.

Ikili boyama deneyi ile ayni hiicre hattinda apoptoz ve nekroz belirlendi. Ikili
boyama soliisyonu hazirlanarak MCF-7 kanser hiicresi ve L929 Fibroblast hiicrelere
ayn1 konsantrasyonlarda uygulandi. Inkiibasyon sonucunda floresan atagmanli
mikroskop FITC ve DAPI filtresinde 20X biiylitmede Olctim yapildi.  Suillus
collinitus yiiksek konsantrasyonda (Img/mL, 0.5mg/mL) MCF-7 kanser hiicre
hatlarinda toksik etki (%86) gosterdi. Amanita verna ve Funali trogii mantarlarinin
anlaml bir toksik etkisinin olmadig1 gozlendi. Suillus collinitus’un apoptotik ve

nekrotik etkilerine rastlandi. Amanita verna ve Funalia trogii’nin diisiik indekslerde



apoptotik ve nekrotik etkileri belirlendi.  Genotoksisite ¢alismalarinda, mantar
ekstreleri CHO hiicrelerine 6rnek konsantrasyonlar1 25ug/mL ve 12.5pg/mL olarak
uygulandi.  Suillus collinitus, Amanita verna, Funalia trogii ekstrelerinin uygulanan

konsantrasyonlarda genotoksik etki gostermedigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Suillus collinitus, Amanita verna, Funalia trogii, kanser,

sitotoksisite, genotoksisite, apoptik etki, nekrotik etki.
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC, GENOTOXIC AND APOPTOTIC
EFFECTS OF AMANITA VERNA, FUNALIA TROGII, SUILLUS COLLINITUS
MUSHROOM EXTRACTS ON THE NORMAL AND CANCER CELLS

ARPAZ Ferit
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Msc Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Perihan GULER
Co-Supervisor: Prof.Dr. Mustafa TURK
June 2018, 57 Pages

In this study, cytotoxicity, genotoxicity, apoptotic, necrotic and cell proliferation
effects of Suillus collinitus, Amanita verna and Funalia trogii were investigated.
Taken parts from dry-preserved basidiocarps in the laboratory were developed in
solid and liquid culture. The samples were prepared for cytotoxic, apoptotic,
necrotic, studies by extracting at 80°C and 1 h in ethyl alcohol at Soxhlet device. In
cytotoxicity studies, sample concentrations for extract MCF-7 cancer cell and 1.929
Fibroblast cells were applied as 1mg/mL, 0.5mg/mL, 0.25mg/mL respectively. The
WST-1 solution was added and the absorbance was measured in a microplate reader

at a wavelength of 440 nm at the end of the incubation.

Apoptosis and necrosis were detected in the same cell line as the double staining
experiment. Binary staining solution was prepared and MCF-7 cancer cell and 1.929
fibroblast cells were applied at the same concentrations. As a result of incubation,
the measurement was done at fluorescense microscopy at 20X magnification in FITC
and DAPI filters. Suillus collinitus extract showed toxic effect (86%) at high
concentrations (1mg/mL, 0.5mg/mL) on MCF-7 cancer cell lines. It was observed
that Amanita verna and Funali trogii extracts did not have significant toxic effect.

Apoptotic and necrotic effects of Suillus collinitus extract were found. Apoptotic
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and necrotic effects of Amanita verna and Funalia trogii at low indices were
determined. In genotoxicity studies, sample concentrations for extracts CHO cells
were applied as 25ug/mL and 12.5pug/mL respectively. It was determined that
Suillus collinitus, Amanita verna, Funalia trogii extracts did not show genotoxic

effects at applied concentrations.

Key words: Suillus collinitus, Amanita verna, Funalia trogii, cancer, genotoxicity,

apoptotic effects, necrotic effects, cytotoxicity
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1.GiRiS

Makromantarlar ‘fungi’ ad1 verilen canlilar aleminde yer alan dkaryotik, klorofilsiz,
saprofit veya parazit olarak beslenen, sporla eseyli veya eseysiz olarak iireyen
canlilardir (Bayuk vd., 2016). Giiniimiizde tarimsal iiretimdeki kayiplar1 azaltarak
atik maddelerin tekrar iiretime kazandirimasina yonelik caligmalarda mantarlarin
saprofit olma Ozelliginden faydalanarak atik irilinlerin mantar yetistiriciliginde
kulanilmasiyla hem cevre kirliligi dnlenmekte hem de ek gelir elde edilmektedir

(Yakupoglu ve Peksen, 2011).

Antik caglardan beri varlig1 bilinen mantarlar besleyici degeri ve tip alanindaki
oneminden dolay1 giiniimiizde diinyanin pek ¢ok iilkesinde ilgi gormektedir (Akbas,
2010). Diinya tizerinde 1.5 milyon mantar tiirii vardir fakat bunlardan sadece %10 u
bilinmekte olup 5 bin yenilebilir mantar tiirii bilinmektedir (Saldir, 2015). Geg¢mis
donemlerde mantar ekstraktlarinin besin maddesi olarak kullanildig: bilinmektedir

(Smith vd., 2002).

Son yillarda mantarlarin yliksek besin ve tibbi degerlerinin daha iyi anlasilmasi
mantarlar lizerinde ilginin artmasma neden olmustur. Besin degerlerine ek olarak
iceriginde bulunan aktif bilesenlerin tedavi edici etkisinin oldugu saptanmistir
(Bayuk vd., 2016). Yapilan son ¢alismalarda antitiimor ajanlar ve bioaktif bilesik
(polisakkarit, protein, alkoloid, flavanoid, karotenoids, askorbik asit enzimleri,

organik asit) iceren ¢esitli makrofunguslar tanimlanmistir (Patel ve Goyal, 2011).

Mantarlar, Antik Romalilara gore tanrilarin yiyecekleriydi. Misirlilar mantarlari
Tanr1 Osiris’ten bir hediye olarak nitelendirirken, Cinliler hayatin iksiri olarak
disiinmiislerdir (Akbas, 2010). Pek cok yenilemeyen ve zehirli mantar tiirlerinin de
onemli tibbi 6zellikleri oldugu disiiniilmektedir (Saldir, 2015). Diinyada kiiltiire
almmis mantar tiirlerinin basinda Agaricus bisporus, Shiitake (Lentinus edodes) ve
Pleurotus gelmektedir. Bu tiirlerin disinda tibbi degerinden dolayr Ganoderma

lucidum tirtiniin yetistiriciligi giin gectikce artmaktadir (Yakupoglu ve Peksen,



2011). Mantarlar, icerigindeki karbonhidrat ve yag oraninin diger besinlere gore
daha az olmas1 nedeniyle diyet i¢in de kullanilabilmektedir (Saldir, 2015).

Yapilan cesitli calismalarda mantarlarin igerdikleri aktif bilesenlerin antitiimor,
antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, kardiyovaskiiler, hepatite karsi koruyucu,
kolestrol diisiiriicii, bagisiklik sistemi gii¢lendirici ve diizenleyici etkiler gosterdigi

saptanmistir (Bayuk, 2016).

Biyoaktif bilesenler, mantarlarin fruktifikasyon organindan, miselden ya da kiiltiir
ortamindan izole edilmektedir (C6l vd., 2017). Mantarlar temel aminoasitler
bakimmdan zengindir. Dogadan toplanan tibbi 6zellige sahip mantarlarin sap ve
sapkasi, sporlari, miselleri, ekstrakti ya da farkli kisimlardan izole edilmis icerikleri
tip alaninda insanlar tarafindan kullanilmistir. Makromantarlardan izole edilmis bu
icerikler incelendiginde bunlarmn, fosfor ve potasyum basta olmak {lizere mineraller,
tiyamin (B1), ribofilavin (B2), niyasin, biyotin ve askorbik asit (C vitamini) gibi
vitaminler bakimmdan zengindirler. Alternatif tipta mantarlar kalp, beyin, karaciger
ve akciger koruyucu, bagisiklik sistemini gii¢lendirici, akne, adet diizensizligi,
alzheimer, anoraksiya, astim, bronsit, depresyon, eklem romatizmasi, epilepsi,
hemoroid, hipertansiyon, kanser, kireglenme, kronik hepatit, katarakt, obezite, gut,
nezle, rinit, retinal pigment dejenerasyonu, sa¢ dokiilmesi, nefrit, nevrasteni, iilser ve
uykusuzluk gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde etkili oldugu saptanmistir (Saldir,
2015). Mantarlarin kolesterol, kanser, hipertansiyon gibi hastaliklar1 tedavi edici
etkilerinin bulunmasi, yapisinda bulunan bilesimlerden kaynaklandig1 belirlenmistir

(Manzi vd., 2001).

Mantarlarda bulunan polisakkaritler, fenolik bilesen tiirevleri antitiimor etkisi olan
onemli bilesenlerdir (Vaz vd., 2012). Shiitake’ nin kan dolasimmi diizenlemesi,
beyin kanamalarinin, damar sertliginin, bobrek yetmezligi vb. hastaliklar1
engellendigi; Cordyceps sinensis mantarinin hepatit iizerine etkileri oldugu, karaciger
fonksiyonlarmi diizenledigi, antioksidan etki gosterdigi, kolesterol yaglarmin
birikmesini engelledigi; Grifola frondosa mantarinin tiimor gelisimini engelledigi
bildirilmistir (Oztiirk ve Copur, 2014). Mantarlarin saglik alaninda kullanimi Bat1
iilkelerinde son donemlerde artarken, Asya iilkelerinde uzun yillardir kullamildig:

bilinmektedir (Lindequisit vd., 2005). Mantarlarin besin degerleri oldukga ytiksektir



ve yapisinda yiiksek oranda protein  igermektedir (Ozdemir, 2010).
Serbest radikallerin artmas1 ve radikalleri detoksifiye eden antioksidanlarin yeterli
gelmemesi toplumumuzda kanser kokenli ve kalp damar hastaliklarini arttirdigini

ongormektedir (Ames vd., 1993).

Tibbi ag¢idan Ooneme sahip mantarlar kanser, bagisiklik koruyucu, bronsit, nezle,
hemoroid, {lser, uyku diizensizligi gibi bir ¢ok rahatsizligin tedavisinde
kullanilmaktadir (Ooi ve Lui 2000; Chen vd., 2004; Liu ve Zhang, 2005).
Schizophyllum commune gibi antimikrobiyal etkisi yiiksek mantar tiirlerinin alternatif

tipta kullanilabilecegi belirtilmistir (Demirhan vd., 2007).

1.1. Calismanin Amaci

Basidiomycota smifinda yer alan Suillus collinitus -Suillaceae, Amanita verna -
Amanitaceae, Funalia trogii -Polyporaceae familyalarinda yer almaktadir ve bu
makromantar ekstrelerinin 1.929 Fibroblast ve MCF-7 kanser hiicrelerine sitotoksik,
genotoksik, apoptotik, nekrotik ve hiicre proliferasyonu etkilerinin arastirilmasi

amaclanmastir.

1.2.Mantarlarin Tibbi Ozellikleri

Makromantarlarin yapilan ¢alismalar sonucunda antiviral, antibakteriyal, antifungal
etkilerinin yanm1 swra Onemli kimyasal bilesiklere sahip oldugu tespit edilmistir.
Genellikle Basidiomycota smifinda yer alan mantarlarin tibbi agidan 6nemli
bilesiklerin kaynagi oldugu bilinmektedir (Smith vd., 2002). Son donemlerde tibbi
ilaglarin yanlis kullanimi1 sonucu antibiyotiklere karsi direngli bakterilerin dliimlere
yol agtig1 saptanmig, bazi mantar tiirlerinde bulunan bilesiklerin bu tiir bakterilerin

iiremesini durdurdugu belirlenmistir (Kalyoncu vd., 2010).

Ayrica bulasict hastaliklarin yok edilmesinde kullanilan antibiyotiklerin etkisiz

kalmis olmasi, bilim insanlarini yeni ilaglarin kesfine siiriiklemis ve uzun yillardir



besin olarak tiiketilen mantarlarin etkilerini ortaya ¢ikarmistir (Duman vd., 2003).
Mantarlarin iirettigi organizmaya 0zel bilesikler makrofunguslarin antimikrobiyal
etkilerini ortaya c¢ikarmistir (Benedict vd., 1983). Bu maddelerin basinda
makromantarlarin  yapisinda bulunan 0zellikle beta-glukan maddeleri hiicre

bagisikligini sagladigi ve antitiimor etkileri rapor edilmistir (Roupas vd., 2012).

Mantarin antibakteriyel, antitimor, antiviral etkilerinin yani swa antifungal etki
gosterdigi belirlenmis ve c¢alismada Psathyrella condolleana ve Psathyrella
spadiceogrisea mantarlarmin antifungal etki gosterdigi saptanmistir (Eraslan ve

Giler, 2017).

Makromantarlarin ge¢gmis donemlerde yiyecek olarak kullanilmasinin yani sira
tedavi edici Ozellikleri de bulunmaktadir (Ribeiro vd., 2006). Bu 06zellikler
mantarlar1 tibbi alanda ©6n plana ¢ikarmaktadir. Mantar Oziitleri ile yapilan
caligmalarla tibb1 6zelliklerinden biri olan antioksidan etkisi belirlenmektedir (Tong
vd., 2009). Yapilan ¢alismalarda bazi mantar tiirleri ile kuru misellerden ekstrakt
elde edilerek yiiksek oranda Oldiiriicii etkilerinin saptandigi bildirilmistir
(Thillaimaharani vd., 2013). Porisin, lentinan gibi mantarlarin igeriginde bulunan
maddelerin antitiimor etkisinin yani sira antiviral etkileri de saptanmistir (Benedict

ve Brady, 1972; Conchran, 1978).

1.3. Kanser

Kanser, viicuttaki bir hiicre grubunun farklilasarak, aswr1 ve kontrolsiiz sekilde
cogalmasidir. Bu durum kromozomal, genetik ve epigenetik degisiklikler sonucunda
ortaya ¢ikan ¢ok basamakli bir siire¢ olup, hiicre boliinmesi, farklilagsmasi, apoptoz,
DNA tamiri gibi temel hiicresel islevleri de etkileyen bir mekanizmadir. Kanserler
baslangi¢ yaslarma, biliylime oranlarina, yayilimlarina, evrelerine ve tedaviye
verdikleri tepkilere gore cesitlilik gostermektedirler. Buna ragmen tiim kanserler

molekiiler seviyede ortak karakteristik 6zellik gosterirler (Tuncer, 2014).



Gilintimiizde oldukca sik rastlanan ve c¢agin hastaliklarindan olan kanser gecmis
donemlerde de bilinmektedir. Alkol, ilaglar, tiitiin iirtinleri, katki maddeleri gibi
etkenlerin kanseri tetikledigi bildirilmistir (Clapp vd., 2007). Hiicreler bdliinme
ozelligine sahiptir. Ancak boliinme sayilar1 ve zamanlar1 smirhdir. Kanserli
hiicrelerde bu durum sinirsizdir. Kanserli hiicrelerin saglikli hiicreler arasina yayilim
gosterdikleri belirtilmistir (Kosova ve Ari, 2008). Hiicre Oliimleri apoptotik
sistemler tarafindan kontrol edilmektedir. Bu sistemlerin kontrolii proto-onkogenler
aracilig1 ile gergeklestirilmektedir. Genlerde meydana gelebilecek bir hasar, hiicre
kontroliiniin kaybolmasima ve hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina neden olmaktadir

(Lodish vd., 2000).

Kanserde teshis ve tedavi olusum bolgeleri ve hiicrelerin niteligine gore
yapilmaktadir. Bazi anormal hiicreler saglikli hiicrelerin boliinmesini ve 6limiini
kontrol eder. Bu anormal hiicrelere doniisebilecek normal genlere proto-onkojen gen
denir. Bu genler ¢evre, genetik faktorler gibi durumlardan etkilenmektedir (Anonim,
2018a). Kanser olusum yerlerine gore; akciger kanseri, kolon kanseri, cilt kanseri,
16semi, kemik kanseri gibi siniflandirilmaktadir. Ulkemizde en fazla goriilen kanser
cesitleri akciger, meme ve prostat kanserleridir (Ozdemir, 2014). Kanser gelisimi

Sekil 1.1°de verilmistir.
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Sekil 1.1. Kanser gelisimi (Anonim, 2018b)



1.3.1 Kanser Olusum Mekanizmasi

Kanserli hiicreler, normal hiicrelerden farkli olarak normal biiyiime simnir1 sistemine
dahil olmazlar. Bu tip hiicrelerin doku ve hiicreler arasinda dolasma istekleri
oldukea fazladir. Hiicrede gerceklesebilecek mutasyon gibi anormal durumlar kanser
olusumuna  neden  olabilmekte  ve  kanserli  hiicrelerin  ¢ogalmasini
hizlandirabilmektedir. Hiicre kontrol mekanizmasinda bulunan G1 kontrol evresinde
DNA eslenmesi kontrol edilmektedir. Bu evrede kontrol noktasindaki aksakliklar
hiicre kontroliiniin kaybolmasina ve kontrol noktasinda bulunan proteinlerin inaktif
hale gelerek kanserli hiicre olusumuna yol acabilmektedir (Lowitz ve Casciato, 2000;
Herceg ve Hainaut, 2007). Ayrica hiicre kontrolii kaybolmus hiicreler damarlasmay1

artirarak gerekli besin 6gelerini de saglayabilmektedir (Guyton ve Hall, 2001).

Hiicre boliinmesinin ~ kontrolii  proto-onkogenler tarafindan saglanmaktadir.
Bu genlerin isleyisini dengeleyen ve baskilayan genler tiimor baskilayici genler
olarak adlandmrimaktadir ve p-53, c-myc, bcl-2 ve bel-XL ailesi olarak

gruplandirilmaktadir (Annamalai vd., 2015; Pythoud vd., 2015).

DNA onarimindan p-53 geni sorumludur. Hasar durumunda hiicre siklusunun
ilerlemesini durdurmaktadir. Hiicre hasarinin onarilmasi durumunda siklus devam
ettirilmektedir. Ancak hasar onarilamiyor ise hiicre wuyarilarak apoptoza

stiriklenmektedir (Pompei vd., 2015).

Hiicre biiyiimesinde etkili c-myc geni, c-myc proteininin iiretimini saglar. Hiicre
siklusu sirasinda biiyiime faktorleri ortamda bulunmadiginda hiicreyi programli

hiicre 6liimii olarak bilinen apoptozise ugratmaktadir (Buzin vd., 2015).

Mitokondrinin aktiflesmesi bcl-2 ve bel-XL ailesi genleri tarafindan saglanmaktadir.
Mitokondrinin aktiflesmesi apoptozun dondiiriilemeyecegi anlamma gelir ve
apoptozisi baglatan en dnemli etkeninin mitokondriyi aktif hale getiren bcl-2 ve bel-
XL ailesi genleri olarak bildirilmistir (Papadopoulos vd., 2015). Hiicre dongiisii
Sekil 1.2°de verilmistir.
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Sekil 1.2. Hiicre dongiisii (Anonim, 2018c)

1.4. Apoptoz ve Nekroz
1.4.1. Apoptoz

Apoptozis, hiicrelerin genetik bilgiler kontroliinde diger hiicrelerin yapisina zarar
vermeden yok edilmesidir (Cohen, 1998). Apoptoz, yaslanmis, yipranmis ve
ozelligini kaybetmis hiicrelerin yasamsal faaliyetlerini durdurarak bu tiir hiicrelerin
ortadan kaldirilmasina yardimec1 olmaktadir (Erdogan ve Uzaslan, 2003). Mutasyon,
kimyasal ilaglar gibi etkenlerle hasar gdrmiis hiicrelerde apoptoz mekanizmasi ile
ortadan kaldirilabilmektedir (Nagata, 1997). Apoptozda canlmin i¢ dengesinin
korunmasi ve devamliligmin saglanmasi esastir (Tomatir, 2003). Programli hiicre
Olimiinde temel olay hiicre c¢ekirde§inin 6nce yogunlagmasi, sonra pargalara
ayrilmasidir (Galle, 1997). Apoptoza ugrayacak hiicredeki morfolojik degisimler
Sekil 1.3°de verilmistir.
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1.4.2. Nekroz

Nekroz, hiicrelerin normal metabolik faaliyetleri disinda gelisen mekanik hasar,
oksijen yoklugu gibi faktorlerle hiicre zar ve organellerinin zarar gorerek

par¢alanmasi sonucu 6lmesidir (Parlakpinar, 2004).

1.4.3. Apoptoz ve Nekroz Arasindaki Farklar

Hiicrelerin yapisal degisimleri apoptoz ya da nekroz durumlarmin belirlenmesinde
kullanilir. Apoptoza ugrayacak hiicrede, DNA niikleozomlar arasindan kesilerek
ayn1 zamanda kii¢iik cisimciklere parcalanmaktadir. Nekroz da hiicre zar1 pargalanir
ve hiicre koruyucu bir etki mekanizmasi olan inflamasyona ugrar (Huppertz vd.,

1999; Willingham, 1999; Barisic vd., 2003).



1.5. Genotoksisite

Genotoksisite ¢alismalarinda kullanilmak tizere, kanser ve mutasyona neden olan
maddelerin toksik etkilerini Ol¢ebilmek i¢in ¢ok sayida genotoksik testler
belirlenmistir (Bedir vd., 2004). Gelistirilen bu testler genetik bilgide meydana gelen
aksakliklar1 belirlemek tizere gelistirilmis canlinin i¢inde ve disinda gergeklestirilen
testlerden olugsmaktadir (Choy, 2001; Zeiger, 2004; Vural, 2005).

Genotoksisite esas olarak, gametlerde bulunan kromozomlar: etkileyebilecek zararli
ismlar gibi fiziki etmenlerin, gida katki maddelerinin, ilaglarin, kimyasallarin
mutasyona ve kansere etkilerinin tespitinde, farmakolojik olarak kullanilacak
ilaclarin olumsuz etkilerinin ve giivenilirliginin belirlenmesinde, genetik kaynakli
hastaliklarin belirlenmesi gibi olaylarin tayininde kullanilan yontemlerdir (Preston

vd., 1981; Choy, 2001; Jena vd., 2002; Mateuca vd., 2006).

1.6. Kaynak Ozetleri

Mantarlar, besin kaynagi, hastaliklarin tedavisi, antikanser calismalari, alternatif tip
gibi Oonemli dallarda uzak dogu iilkelerinde uzun yillardir bilim diinyasina katki

saglamaktadir.

Funalia trogii’ nin sitotoksik etkilerinin incelendigi bir calismada (Unyayar vd.

2006), HeLa kanser hiicrelerini %71.5 oraninda inhibe ettigi belirtilmistir.

Amanita verna icerdigi amatoksinlerin zehirli maddesi a-amanitin nedeniyle
oldiiriicii etkiye sahiptir. o-amanitinin lizerinde bulunan silibininin mekanizmasmnin
serbest radikaller ve kan aktivitesi invitro olarak arastirilmig ve antitoksik etkileri

incelenmistir (Khunnala vd., 2009).

Funalia trogii miselleriyle yapilan bir ¢alismada belirli Olclide sitotoksik etkisi

oldugunu belirlemislerdir (Patel ve Goyal, 2011).



Rashid vd. (2011), Funalia trogii’ nin sulu miselyal ekstraktlarinin tiimér hiicrelerine

kars1 anti-tiimor toksitelerini ve 6nemli dlgiide sitotoksik etkilerini belirtmiglerdir.

Suillus collinitus mantar1 icerdigi aktif bilesenlerden dolay1 yiiksek oranda antikanser

aktiviteye sahip oldugunu belirlenmistir (Vaz vd., 2012).

Funalia trogii; beyaz cliriikk¢iil makrofungus olup, glutatyon, katalaz, siiperoksit
dismutaz gibi antioksidan etki gosteren enzimlere sahiptir. Igerdigi diger
bilesiklerden dolay1 ¢evre kirliliginin 6nlemesinde dnemli bir mantar tiirii olmakla

birlikte sitotoksik etkisi oldugu bildirilmistir (Yalin vd., 2012).

Beyaz ciiriik¢iil mantar Funalia trogii superoksid dismutaz, katalaz ve glutatyon
rediiktaz gibi antioksidan enzimlere sahiptir. Bu 6zelliginden dolay1r bu mantarin
oksidatif stresin neden oldugu hasarin derecesini kalp dokusunda da azaltacagi

diistiniilmektedir (Yalmn vd., 2012).

Rashid vd. (2015), Funalia trogii lakkaz enzimlerinin antikanser ajan olarak

potansiyelini arastirmiglardir.

Literatiir aragtirmalarinda mantarlarin antikanser etkileri ile ilgili bulgular 1950° 1i
yillardan itibaren baglamistir. Calismada kullandigimiz makromantarlar ile kanser
iizerine yapilmis caligmalar oldukca azdir. Kanserle ilgili diger makromantarlarla

yapilmis caligmalarda,

Isvigre albino farelerine 7 makromantarin (Auricularia auricula-judae, Lentinus
edodes, Flammulina velutipes, Pleurotus ostreatus, Pleurotus spodoleucus, Pholiota
nameko, Tricholoma matsutake) sulu etraktlari enjekte edilerek Sarkoma 180 kanser
hiicrelerine kars1 antitomiir etki gosterdigi ve Auricularia auricula-judae mantari
hari¢ diger mantar tiirlerinde yiiksek oranda tiimor etkisini azalttigi, en yiiksek
antitimdr etkisini Lentinus edodes’e ait oldugunu belirlemislerdir (Ikekawa vd.,

1969).
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Lentinula edodes makromantarinin kromatografik deneyleri sonucunda Chihara vd.,
(1970), 6 farkl polisakkarit elde etmis (Lentinan, LC-11, LC-12, LC-13, EC-11 ve
EC-14 ) ve bu polisakkaritlerden Lentinan ve LC-11 polisakkaritlerinin antitiimor
etkisinin ve farelerde Sarkoma-180 kanser hiicresinin biiylimesini engelledigini

belirlemisleridir.

Miselyal kiiltiirii yapilan Tricholoma sp.’nin antitimor ve bagisiklik sistemi
giiclendirici etkileri incelenmis, mantar iceriginin makrofajlar1 uyararak T-
hiicrelerini arttirdigin1 ve kanser tedavisinde kullanilabilece§ini belirtmislerdir

(Wang vd., 1995)

Laboratuar ortaminda 7richoloma giganteum makromantariyla hazirlanan
ekstraktlarin Sarkoma-180°1 %80 oraninda, Karsinoma’y1 %90 oraninda engelledigi

belirlenmistir (Mizuno vd., 1996).

Cui ve Chisti (2003), Uzak dogu iilkelerinde alternatif tip alaninda olduk¢a yaygin
kullanilan 7rametes versicolor’un igeriginde bulunan polisakkarit bilesiklerin
((polisakkaropeptid krestin (PSK) ve polisakkaropeptid (PSP)) kanserli hiicrelere

etkili oldugunu belirlemislerdir.

Sarkoma 180, meme adenokarsinoma 755, 16semi L-1210 gibi kanser hiicrelerine
karst  Schizophyllum  commune, Lentinula  edodes,  Grifola  frondosa
makromantarlarmin  ekstrakt Oziitlerinin  antitimoér etkisi incelenmis ve
makromantarlarin tiimore karsi etkin bir aktivite gosterdigini belirtmislerdir (Daba ve

Ezeronye, 2003).

Oliimsiizliik iksiri olarak da bilinen Ganoderma lucidum mantarmm bronsit, ilser,
hipertansiyon gibi hastaliklarin yani swra kanserle miicadelede de kullanildig:

belirtilmistir (Sliva, 2003).
Zhao vd. (2003), Agrocybe aegerita ile yaptiklar1 ¢calismada mantar ekstraktinin
HeLa, SW480, SGC-7901, MGC80-3, BGC-823, HL-60 ve Sarkoma S-180 kanserli

hiicrelerinin inhibisyonunu gerceklestirdigini belirtmislerdir.
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Ng vd. (2006), Flammulina velutipes’ in yapisinda proflamin adi verilen bir

antikanser etkili glikoproteini saptamiglardir.

Pleurotus ostreatus ile yapilan ¢alismada Sarkoma-180 enjekte edilmis fareler
iizerinde mantar iceriginin antitimor ve antikanser etkilerinin oldugunu ve kanser

ilac1 olarak kullanilabilecegini belirlemislerdir (Sarangi vd., 2006).

Unyayar vd. (2006), Funalia trogii ve Coriolus versicolor mantarlar1 ekstraktlarmim

memeli hiicreleri izerindeki mutajenik ve sitotoksik etkilerini arastirmislardir.

Ajith ve Janardhanan (2007), Hindistan’da yetisen tibbi 06zelligi bulunan
mantarlardan, Ganoderma lucidum, Pleurotus pulmonaris, Phellinus rimosus ve

Pleurotus florida’nin antitiimor ve antioksidan etkilerini belirlemiglerdir.

Vaz vd. (2010), yaptiklar1 ¢aligmada Portekiz yabani mantarlar1 olan Clitocybe
alexandri ve Lepista inversa tiirlerinin antitimor ve antioksidan aktivite gosterdigini

belirlemislerdir.

Pleurotus florida ve Calocybe indica mantarlar1 ile T24 mesane kanseri hiicrelerine
yapilan c¢alisma sonucunda kanserli hiicre gelisimini yavaslattigi ve bu mantar

tiirlerinin antikanser ilaci olarak kullanilabilecegini saptamislardir (Selvi vd., 2011).

Akciger hiicre hattma (A549) farkl konsantrasyonlarda (50, 100, 200 ve 400 pg/mL)
enjekte edilen Armillaria mellea mantar1 yiiksek oranda A549 hiicre hattinin

biiylimesini engelledigini belirlemislerdir (Wu vd., 2012).

Jiao vd. (2013), yaptiklar1 calismada 13 makromantar (Agrocybe cylindracea,
Amauroderma rude, Tremella fuciformis, Auricularia polytricha, Cordyceps
militaris, Auricularia auricula, Ganoderma lucidum, Coriolus versicolor, Sarcodon
imbricatus, Grifola frondosa, Hericium erinaceus, Lentinula edodes, Boletus
edulis’in kanser hiicreleri tizerine (MB231, BEAS-2B, 4T-1, MCF-7, MB468, MT-1,
MB231, A459, US87, Jurkat, HepG2, DU145, Hela) antikanser etkilerini
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arastirmiglardir. Ganoderma lucidum makromantarindan daha fazla antikanser etki

gosteren Amauroderma rude makrofungusunu belirlemislerdir.

Liu vd. (2013), Ramaria flava ile yaptiklar1 ¢alismada 200 pg/mL konsantrasyonda
etanol ekstraktin1 3 ayr1 kanser hiicresinde (BGC-803, NCI-H520, MDA-MB-231)
etkisini incelemisler ve MDA-MB-231 hiicre hattinda %71.66, BGC-803 hiicre
hattinda %33.83 ve NCI-H520 hiicre hattinda %54.63 oraninda etkili oldugunu

belirlemislerdir.
Hericium erinaceus mantarmin ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarda etanol
ekstraktlar1 kanserli hiicrelere (HepG2, Huh-7, HT-29 ve NCI-87) enjekte edilmis ve

mide kanser tiirlerine karsi etkinlik gosterdigini belirtmislerdir (Li vd., 2014).

Rouhana-Toubi vd. (2015), Coprinus comatus mantar Oziitiinii insan yumurtalik

kanseri ES-2 hiicre hatlarinda apoptotik etkilerini arastirmiglardir.

Wang vd. (2016), Tricholoma matsutake mantar Oziitlerinin apoptotik etkilerini

HepG2 ve SMMC-7721 kanser hiicrelerinde arastirmislardir.

Kumaran vd. (2017), Ganoderma applanatum mantarindan elde edilen lektin

molekiiliiniin sitotoksik etkilerini belirlemislerdir.

Tangen vd. (2017), Agaricus blazei mantar ekstraktmin insan miyelom kanser hiicre

hatlarinda sitotoksik etkilerini belirlemislerdir.

Wang vd. (2017), Phellinus igniarius mantarinin ekstraktinin MGC-803, BEL-7402,
HeLa, MCF-7, HCT-116 kanser hiicre hatlarinda apoptotik etkilerini arastirmislardir
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Kullanilan Organizmalar

Calismada kullanmilan  Swuillus collinitus, Amanita verna ve Funalia trogii
makromantarlar Kirikkale Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Sistematik,

Mikoloji ve Koruma Biyolojisi Laboratuarindan temin edildi.

Hiicre kiiltiiri galigmalar1 i¢in meme kanseri hiicre hattt (MCF-7), 1929 Fibroblast
ve CHO hiicreleri Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar

Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden (KUBTUAM) temin edildi.

2.2. Kiiltiir Calismalan

2.2.1. Kat1 Kiiltiir Calismalari

Mantar orneklerinden alman sporlar 90 mm c¢apindaki petrilerde bulunan malt
ekstrakt agar (MEA) besiyerinde ¢oklu spor yontemi ile inokule edilerek 27°C’de 10
giin siire ile karanlhikta inkiibasyonu gergeklestirildi. Primer miseller elde edildi.
Geligen primer miseller ayr1 ayr1 olacak sekilde 90 mm c¢apindaki petrilerde bulunan
Malt ekstrakt agar besiyer merkezine tek pelet yontemi ile inokiile edilerek 27°C’de
10 giin siire ile karanlikta inkiibasyonu gerceklestirildi ve sekonder miseller elde

edildi. Gelisen miseller +4°C’de muhafaza edildi (Fritsche, 1972).

2.2.2 Sivi Kiiltiir Calismalar

Rangkhawong vd., (2014)’nin siv1 kiiltiir yontemi modifiye edilerek kat1 besiyerinde
gelisimini tamamlayan misellerden bes adet miselyal agar diskleri 8mm ¢apida 250
mL Nutrient broth besiyerine ayr1 ayr1 inokiile edilerek 5 giin 27°C’de 140 rpm’de

calkalamali etlivde gelistirildi.
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2.3 Etanol Ekstraktinin Eldesi

Hiicre kiltiirii sitotoksisite testinde kullanilmak i¢in mantar Ornekleri Soxhlet
cihazma yerlestirildi (Sekil 2.1). Ranz ve Marshall (1952),”in yontemi modifiye
edilerek 80°C, %70’lik etil alkolde 1 saat ekstraksiyon edilerek mantar dziitleri elde
edildi. Elde edilen 6ziitler 40°C’ de 75 br diisiik basing altinda konsantre edildi.
Ekstrakta kalan suyu ugurmak i¢in 2 giin boyunca 40°C’ de etiivde bekletildi ve

calismada kulanilmak tizere +4°C’de muhafaza edildi.

Sekil 2.1. Soxhlet cihazi

2.4 Hiicre Kiiltiirii Cahismalar

2.4.1 WST-1 ile Sitotoksisite Belirlenmesi

Sitotoksisiteyi belirlemek igin WST-1 testi kullanilir. Bu prosediirde WST-1
tetrazolyum tuzu, yalnizca canli hiicrelerde aktif olan ve mitokondrial respiratuar
zincirde yer alan siiksinat-tetrazolyum rediiktaz tarafindan suda c¢oziinebilen
formazan boyasina doniistiiriildi. Bu yontemle bir 6rnekteki bu mitokondrial

dehidrogenazin total aktivitesi, canli hiicrelerin artmasiyla yiikseltildi. Enzimin
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aktivitesinin artmasi, kiltlir medyumundaki metabolik olarak aktif hiicrelerin
sayisiyla direkt iligkili olarak formazan boyasinin iiretiminde ve miktarinda artisa
neden oldu. Elisa-Reader kullanilarak absorbsiyon sayilabilir hale getirildi. 1929
Fibroblast hiicreleri 96’lik well platelere her bir kuyucuga 5000 hiicre diisecek
sekilde ekimi yapildi. Hiicreler 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Daha sonra
belirlenen miktarlardaki mantar ekstreleri hiicrelere ilave edilerek 24, 48 ve 72 saat
inkiibe edildi. Pozitif kontrol olarak sadece besi ortami, negatif kontrol olarak
H,0;’1i besi ortami hiicrelere uygulandi. Siire sonunda her kuyucuga 15 pL WST-1
cozeltisi ilave edilerek (37) °C’de 4 saat inkiibasyondan sonra hiicre canliliginin
tespiti i¢cin 96 kuyucuklu platelerin absorbans yogunluk degerleri ELISA plate
okuyucuda 440 nm’de okundu. Canli hiicreler sar1 renk olustururken, 6lii hiicrelerde
renk olusumu gozlenmedi. Kontrol grubu baz alinarak canlilik orani ylizde olarak

hesapland1 (Huhtala vd., 2003).

2.4.2 ikili Boyama ile Apoptoz ve Nekroz Belirlenmesi

ikili boyama icin hiicreler her kuyucukta 10x10° olacak sekilde 24 wellplate ekildi.
24 saat siireyle hiicrelerin plate tutunmasi i¢in inkiibe edildi. Siire sonunda mantar
ekstreleri belirlenen konsantrasyonlarda hiicrelere uygulandi ve 48 saat inkiibe
edildi. 48 saatin sonunda floresan boyama yapildi. Bu sekilde apoptoz ve nekroz
belirlendi. Boyama esnasinda sadece DNA’nin boyanmasi i¢in riboniikleaz A
(Sigma R-500) hiicreler ile muamele edilerek sitoplazmik RNA yok edildi. Hoechst
boyama (33342) hiicrelerin c¢ekirdeklerini maviye boyadi.  Biitliin hiicreleri
boyamasina ragmen apoptotik hiicreler daha parlak ve c¢ekirdek homojenligi
kaybolmus ve par¢alanmis olarak goriintiilendi. Bu sayede gercek apoptotik hiicreler
normal hiicrelerden ayrit edildi. Ikili boyamada diger boya Propidiumiodide
kullanild1 (PI). DNA’y1 kirmiziya boyayarak nekroz gozlendi. PI normal hiicrelerin
zarlarindan ge¢meyen, sadece hiicre zar1 hasar gormiis veya Olmiis hiicrelerin
zarlarindan gegerek nekroza ugramis hiicreleri gosterdi. Boyama islemi asagidaki

gibi gergeklestirildi:

Ikili boyama soliisyonunun hazirlanisi:
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a) Riboniikleaz A’dan 1mL PBS’de 10 mg RNA olacak sekilde hazirlandi,

b) Hoechst 1 mL PBS’de 200 mikrogram olacak sekilde hazirlandi,

¢) Propidiumiodide 1mL PBS’de 100 mikrogram olacak sekilde hazirland.

Calisma soliisyonunun hazirlanist:

a) 10 mL PBS i¢ine RNAaz stoktan 100 mikrolitre alindi,

b) Hoechst stoktan 500 mikrolitre alindi,

c¢) Propidiumiodide stoktan 100 mikrolitre ilave edilerek hazirlandu.

Ikili boyama igin 48 wellplate kullanildi. Hiicre sayimindan sonra canli hiicre
sayisma gore her well’de 10x10° hiicre olacak sekilde hesaplama yapilarak 48
wellplate’in her kuyucuguna ekim yapildi. 24 saat stire ile inkiibasyona birakildi. 24
saat sonunda kuyucuklardaki medyum bosaltildi. ~ Daha Onceden hazirlanan
Img/mL’lik mantar ekstrelerinden belirlenen konsantrasyonlarda (1pg/mlL-
0.5png/mL-0.25ug/mL) hiicrelerin iizerine uygulanip, 24,48,72 saat inkiibe edildi.
Kontrol grubuna sadece medyum eklenip, 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda kuyucuklardaki medyum bosaltildi ve her kuyucuga 70 pL ikili caligma
soliisyonu (doublestaining calisma soliisyonu) eklenip, 48 wellplate hi¢c 151k
gormeyecek sekilde kapatilip 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda floresan
mikroskopta DAPI filtresi kullanilarak apoptoza ugramis hiicrelerin ve FITC (480-
520nm dalga boyunda) nekroza ugramis hiicrelerin degerlendirmesi yapildi (Ulukaya
vd., 2001).

2.4.3. Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi ile Hiicre Proliferasyonunun

Belirlenmesi

Calismada kullanilacak olan hiicre hatlarmin her biri 5000 well olacak sekilde altin
kapl 96 wellplate ekimi yapildi. Hiicrelerin bir giin siire ile RTCA-SP sisteme bagl
inkiibator proliferasyonu takip edilerek 24 saat sonra belirlenen konsantrasyonda
(0.5mg/mL) farkli oranlarda ekstreler, belirlenen oranlarda hiicrelerin iizerine ilave
edilerek 96 saat siire ile kiiltiirii yapild1 ve 5 dakika ara ile sistemden ger¢cek zamanli
olarak empedans Ol¢timii alindi ve sonunda zamana bagli hiicre proliferasyonu
gosteren ve yine zamana ve miktara bagli 1Cso degerlerini gosteren grafikler elde

edildi (Jiang vd., 2004). Ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi Sekil 2.2°de verildi.
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Sekil 2.2. Ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi

2.4.4. Mikroniikleus Testi ile Genotoksisitenin Belirlenmesi

Mikrontikleus testi ile genotoksisitenin belirlenmesi icin CHO hiicre hatt1 kullanild:.
6 kuyucuklu platelere 50x10° hiicre ekildi. Swillus collinitus, Amanita verna ve
Funalia trogii ekstreleri 3 tekrarl ¢alisildi. Kontrol grubu olarak sadece besiyeri
olan hiicreler, pozitif kontrol olarak ethymethanosulfonate kullanildi. Her 6rnekten 1
mg/mL tartilarak 1 mL besiyerinde ¢oziildii. Hiicreler ekildikten 24 saat sonra her
ornekten 2 farkli konsantrasyon (25ug/mL ve 12.5 pg/mL) uygulandi. Inkiibasyonun
44. saatinde biniikleuslu hiicreler elde etmek amaciyla hiicre boliinmesini sitokinez
asamasinda durduran final konsantrasyonu 6 pug/mL olan sitokalazin-B (Cyt- B) ilave
edilerek,

1) 72 saatin sonunda kuyucuklardaki vasatlar atildi.

2) Hiicrelerin siserek parcalanmalarint ve kromozomlarin birbirlerinden iyice
ayrilmalarini saglamak amaciyla 5dk oda sicakliginda soguk 0.075 M KCL hipotonik
soliisyonu ile inkiibe edild1.

(KCL hazirlanist: 1.397 g toz KCL 250 mL’lik balon joje igerisinde steril distile su
ile ¢oziiliir. +4°C’de uzun siire saklanabilir.)

3) 5 dk sonunda KCL soliisyonu atilir ve hipotonik soliisyon muamelesi sonucu
acilmis olan metafaz plaklarinimn tespit edilmesini saglamak amaciyla, 3:1 oraninda
(metanol: glasiyel asetik asit) taze hazirlanmis fiksatif ile biraz mekanik etki
yardimiyla fikse edildi.

4) Fiksasyon 3 kez tekrarlandu.

5) Daha sonra propodiumiodide boyasi ile boyandi. Floresan atagmanli mikroskopta

incelendi. (Diaz vd., 2007).
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3. BULGULAR

3.1. Kiiltiir Cahismalan

3.1.1. Kati1 Besiyerindeki Kiiltiir Calismalar

Suillus collinitus misel gelisimini 7 giinde tamamlad1. Inokiilasyondan 60 saat sonra

gelismeye bagladi. Hava hifi olugturmadi (Sekil 3.1).

Funalia trogii miselleri gelisimini 7 giinde tamamlad1. Inokiilasyondan 48 saat

sonra geligim gosterdi. Hava hifi olusumu gozlenmedi (Sekil 3.2).

Amanita verna miselleri gelisimini 7 giinde tamamladi. Inokiilasyondan 48 saat

sonra gelisim gozlendi. Hava hifi olugturmadi (Sekil 3.3).

Sekil 3.1. Suillus collinitus morfolojik yapisi Sekil 3.2. Funalia trogii morfolojik yapisi

Sekil 3.3. Amanita verna morfolojik yapisi
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3.1.2. Siv1 Kiiltiir Cahismalarn

Suillus collinitus ve Amanita verna sivi kiiltiir gelisiminde yogunluk goézlenmedi.

Funalia trogii’ de oldukga yogun gelisim gozlendi (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Suillus collinitus, Amanita verna ve Funalia trogii sivi kiiltiir ¢aligmasi

3.2. Hiicre Kiiltiir Calismalar

3.2.1. WST-1 ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Suillus collinitus’un MCF-7 kanser hiicrelerinde sitotoksisite testinin 1mg/mL,
0.5mg/mL, 0.25mg/mL  dozajlarda mantarin Img/mL ve 0.5mg/mL
konsantrasyonlarin toksite etkisinin yiliksek (sitoksisite %86) oldugu saptandi.

Konsantrasyon azaltildikca toksisitenin azaldigi belirlendi (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Suillus collinitus WST-1 sitotoksisite testi

Suillus collinitus MCF-7 L929 Fibroblast
Konsantrasyon | Absorbans % Absorbans %
(mg/mL) (440nm) | Canhlik | (440nm) Canlilik
1 0.162 14.71 1.097 93.15
0.5 0.730 66.46 1.125 95.49
0.25 0.806 73.43 1.142 96.97
Kontrol 1.098 100 1.178 100

Amanita verna’da MCF-7 kanser hiicrelerinde 1mg/mL, 0.5mg/mL, 0.25mg/mL
konsantrasyonlarda MCF-7 kanser hiicreleri ve 1929 Fibroblast hiicreleri arasinda

belirlenen konsantrasyonlarda anlamli bir toksik etki gézlenmedi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Amanita verna WST-1 sitotoksisite testi

Amanita verna MCF-7 L929 Fibroblast
Konsantrasyon | Absorbans % Absorbans %
(mg/mL) (440nm) | Canhilik | (440nm) | Canlilik
1 1.228 111.83 1.135 96.33
0.5 1.318 120.07 1.148 97.44
0.25 1.156 105.27 1.220 103.55
Kontrol 1.098 100 1.178 100
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Funalia trogii’nin MCF-7 kanser hiicrelerinde 1mg/mL, 0.5mg/mL, 0.25mg/mL
konsantrasyonlarda MCF-7 kanser hiicreleri ve L929 Fibroblast hiicreleri arasinda

belirlenen dozajlarda anlamli bir toksik etki gzlenmedi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Funalia trogii WST-1 Sitotoksisite testi

Funalia trogii MCF-7 L929 Fibroblast
Konsantrasyon | Absorbans % Absorbans %
(mg/mL) (440nm) | Canhlik | (440nm) | Canlilik
1 1.273 115.97 1.089 92.47
0.5 1.253 114.11 1.096 93.02
0.25 1.218 110.92 1.221 103.64
Kontrol 1.098 100 1.178 100

3.2. ikili Boyama Metodu ile Apoptoz ve Nekroz Belirlenmesi

Suillus collinitus, Amanita verna ve Funalia trogii ekstraktlar1 normal (L929
Fibroblast) ve kanserli hiicre (MCF-7) Kkiiltiirlerine uygulandi. 1Ikili boyamada
Hoechst 33342 floresan boyada hiicre ¢ekirdekleri koyu mavi renkte goriilmekte olup
apoptozun oldugu hiicreleri gostermektedir. Propidiumiodide (PI) DNA’y1 kirmiziya
boyayarak nekrozu gostermektedir. Floresan mikroskopta DAPI filtresi kullanilarak
apoptoza ugramis hiicreler ve FITC filtresi kullanilarak nekroza ugramis hiicreler
fograflandi. Yapilan ¢alisma sonucu resimlerinde hiicre sayimi yapilarak ¢ikartilan

grafikler ile apoptoz ve nekroz degerlendirildi.
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3.3.1. Suillus collinitus Apoptoz ve Nekroz Belirlenmesi

Suillus collinitus’un MCF-7 kanser hiicresi ve L929 Fibroblast hiicresi apoptoz ve

nekroz durumlari floresan mikroskop goriintiileri elde edildi (Sekil 3.5).

—— Apoptotik ve Nekrotik hiicreler

Sekil 3.5. Suillus collinitus floresan atagmanli mikroskop goriintiileri
MCF-7 kanser hiicrelerinde:
(A) 1mg/mL apoptotik hiicreler
(B) 0.5mg/mL nekrotik hiicreler
(C) Apoptotik hiicreler (Kontrol)
(D) Nekrotik hiicreler (Kontrol)
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—— Apoptotik ve Nekrotik hiicreler

Sekil 3.5.(Devami). Suillus collinitus floresan atagmanli mikroskop goriintiileri
L929 Fibroblast hiicrelerinde:
(E) 1mg/mL apoptotik hiicreler
(F) 0.5 mg/mL nekrotik hiicreler
(G) Apoptotik hiicreler (Kontrol)
(H)Nekrotik hiicreler (Kontrol)
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MCF-7 kanser hiicreleri ve L929 Fibroblast hiicrelerinde Swuillus collinitus’ un
uygulanan tiim konsatrasyonlarda apoptotik ve nekrotik etkilerini gosteren grafikler
verildi. Yiiksek konsatrasyonlarda apoptoz ve nekrozun oldugu belirlendi (Sekil 3.6,

Sekil 3.7).
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Sekil 3.6. Suillus collinitus ekstresinin MCF-7 kanser hiicresinde apoptoz (A) ve
nekroz (B) grafikleri
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Sekil 3.7. Suillus collinitus ekstresinin L929 Fibroblast hiicresinde apoptoz (A) ve
nekroz (B) grafikleri
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3.3.2 Amanita verna Apoptoz ve Nekroz Belirlenmesi

Amanita verna’da MCF-7 kanser hiicreleri ve L929 Fibroblast hiicreleri floresan

mikroskop goriintiileri elde edildi (Sekil 3.8).

—— Apoptotik ve Nekrotik hiicreler

Sekil 3.8. Amanita verna floresan atagmanli mikroskop goriintiileri
MCF-7 kanser hiicrelerinde:
(A) 1mg/mL apoptotik hiicreler
(B) 0.5mg/mL nekrotik hiicreler
(C) Apoptotik hiicreler (Kontrol)
(D) Nekrotik hiicreler (Kontrol)
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—— Apoptotik ve Nekrotik hiicreler

Sekil 3.8. (Devami). Amanita verna floresan atagmanli mikroskop goriintiileri
L929 Fibroblast hiicrelerinde:
(E) 1mg/mL apoptotik hiicreler
(F) 0.5 mg/mL nekrotik hiicreler
(G) Apoptotik hiicreler (Kontrol)
(H)Nekrotik hiicreler (Kontrol)
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MCF-7 kanser hiicreleri ve L1929 Fibroblast hiicrelerine uygulanan 1mg/mL,
0.5mg/mL konsantrasyon sonuclarinda apoptoz ve nekroz oldugu belirlendi.
Konsantrasyonlar diisiiriildiigiinde apoptoz’un azaldigi, nekroz’un arttig1 belirlendi

(Sekil 3.9, 3.10).
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Sekil 3.9. Amanita verna ekstresinin MCF-7 kanser hiicresinde apoptoz (A) ve

nekroz (B) grafikleri
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Sekil 3.10. Amanita verna ekstresinin L929 Fibroblast hiicresinde apoptoz (A) ve
nekroz (B) grafikleri
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3.3.3 Funalia trogii Apoptoz ve Nekroz Belirlenmesi

Funalia trogii’de MCF-7 kanser hiicresi ve L929 Fibroblast hiicrelerinde apoptoz ve

nekroz floresan mikroskop gorintiileri elde edildi (Sekil 3.11)

— Apoptotik ve Nekrotik hiicreler

Sekil 3.11. Funalia trogii floresan atagmanli mikroskop goriintiileri
MCF-7 kanser hiicrelerinde:
(A) 1mg/mL apoptotik hiicreler
(B) 0.5mg/mL nekrotik hiicreler
(C) Apoptotik hiicreler (Kontrol)
(D) Nekrotik hiicreler (Kontrol)
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—— Apoptotik ve Nekrotik hiicreler

Sekil 3.11.(Devami). Funalia trogii floresan atagmanli mikroskop goriintiileri
L929 Fibroblast hiicrelerinde:
(E) 1mg/mL apoptotik hiicreler
(F) 0.5 mg/mL nekrotik hiicreler
(G) Apoptotik hiicreler (Kontrol)
(H)Nekrotik hiicreler (Kontrol)
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Funalia trogii’de MCF-7 kanser hiicresi ve L929 Fibroblast hiicrelerinde belirlenen

konsantrasyonlarda apoptoz ve nekroz grafikleri elde edildi (Sekil 3.12, Sekil 3.13).
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Sekil 3.12. Funalia trogii ekstresinin MCF-7 kanser hiicresinde apoptoz (A) ve
nekroz (B) grafikleri
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Sekil 3.13. Funalia trogii ekstresinin 1929 Fibroblast hiicresinde apoptoz (A) ve
nekroz (B) grafikleri
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3.4. Ger¢cek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi ile Hiicre Proliferasyonunun

Belirlenmesi

Gergek zamanh hiicre analiz sistemi ile Suillus collinitus, Amanita verna ve Funalia
trogii mantarlarmin proliferasyon sonuglari verildi (Sekil 3.14, Sekil 3.15, Sekil 3.16,
Sekil 3.17). Mantar oOziitlerinin MCF-7 kanser hiicreleri ve L1929 Fibroblast
hiicrelerinde kontrol grubuna gore sabit aralikta oldugu belirlendi. Hiicrelerde
canliligim anlaml bir fark olusturmadigi saptandi. Gergek zamanli hiicre analiz
sisteminde hiicre yapisma ylizeyi ve sayist empedans olarak Olclilmektedir. Test
sonucunda mantar ekstrelerinin ilavesinden bir siire sonra hiicre sayisinda 120 saat

boyunca artig gériilmemektedir.
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Sekil 3.14. Suillus collinitus, Amanita verna ve Funalia trogii uygulanan MCF-7

kanser hiicresinin proliferasyon grafigi (Standart sapma)
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Sekil 3.15. Suillus collinitus, Amanita verna ve Funalia trogii uygulanan MCF-7

kanser hiicresinin proliferasyon grafigi (12.5 pg/mL)
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Sekil 3.16. Suillus collinitus, Amanita verna ve Funalia trogii uygulanan 1.929

Fibroblast hiicresinin proliferasyon grafigi (Standart sapma)
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Sekil 3.17. Suillus collinitus, Amanita verna ve Funalia trogii uygulanan 1.929

Fibroblast hiicresinin proliferasyon grafigi (12.5 pg/mL)
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3.5. Mikroniikleus Testi ile Genotoksisitenin Belirlenmesi

SPSS 15 ile Independent T-testi analizine goére p >0.05 oldugundan % 95 giiven

araliginda Suillus collinitus, Amanita verna ve Funalia trogii ekstrelerinin

uygulandig1 hiicreler ile kontrol grubu arasinda anlamli fark olmadigi belirlendi

(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Suillus collinitus, Amanita verna ve Funalia trogii ekstrelerinin

uygulandigi hiicrelerdeki mikroniikleus sayisi

Biniikleuslu Hiicrelerde

Mikroniikleus sayisi

Kontrol 0+0.01
Mantar Ad1 Konsantrasyon (ng/mL)
25 ng/mL 12.5 pg/mL
Funalia trogii 1+0.03 0+0.01
Amanita verna 1+0.02 0+0
Suillus collinitus 1+0.02 0+0.1

Suillus  collinitus, Amanita verna ve Funalia trogii ekstreleri

konsantrasyonlarda (25 pg/mL, 12.5 pg/mL) CHO hiicrelerine verildi. (Sekil 3.18,

Sekil 3.19, Sekil 3.20, Sekil 3.21).
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A

Sekil 3.18. Funalia trogii 12.5 pg/mL uygulandig1 bintikleuslu hiicreler (A) ve
25pg/mL uygulandig: biniikleuslu hiicreler (B) (— biniikleuslu

hiicreler).

Sekil 3.19. Amanita verna 12.5 pg/mL uygulandig1 biniikleuslu hiicreler (A) ve 25
pg/mL uygulandigi biniikleuslu hiicreler (B)(—— biniikleuslu hiicreler)

Sekil 3.20. Suillus collinitus 12.5 pg/mL uygulandigi biniikleuslu hiicreler (A) ve 25
pg/mL uygulandigi biniikleuslu hiicreler (B) ¢ biniikleuslu hiicreler)
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Sekil 3.21. Kontrol grubuna ait CHO hiicreleri.(Yalnizca besiyeri uygulanmaistir) (A)

ve Pozitif kontrol (ethymethanosulfonate uygulanmistir) (B) (

mikroniikleuslu hiicreler, — biniikleuslu hiicreler )

Genotoksisite testinde Suillus collinitus, Amanita verna ve Funalia trogii
mantarlarinin proliferasyon sonuglar1 kontrol grubuna gore sabit aralikta oldugu
belirlendi. Mantarlarin hiicrelere genotoksisite etkisinin olmadigi saptandi (Sekil

3.22, Sekil 3.23, Sekil 3.24).
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Sekil 3.22. Suillus collinitus ekstresinin uygulandigi CHO hiicrelerine ait

proliferasyon grafigi
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Sekil 3.23. Funalia trogii ekstresinin uygulandigi CHO hiicrelerine ait proliferasyon

grafigi
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Sekil 3.24. Amanita verna ekstresinin uygulandigi CHO hiicrelerine ait proliferasyon

grafigi
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4.SONUCLAR VE TARTISMA

Diinyada bilimsel ve teknolojik gelismelerin hizla artmasi, kaynaklarimizin bilingsiz
tilketimi, cagimizda hastaliklara herglin bir yenisinin eklenmesi nedeniyle dogal
kaynaklarin daha etkin kullanilmasi zorunlulugunu beraberinde getirmistir. Bu
zorunluluk makrofunguslarin 6nemini ortaya cikarmistir. Mantarlarin besinsel

ogelerinden ziyade igeriginde bulunan biyoaktif bilegenlerin 6nemi artmastir.

Makromantarlarin, MCF-7 kanser hiicresi ve 1L.929 Fibroblast hiicre hatlarina farkli
konsantrasyonlar uygulanarak hiicrelerin apoptotik, nekrotik, sitotoksisite
genotoksisite ve hiicre proliferasyonu etkisi incelendigi ¢alismada 6nemli bulgular

elde edilmistir.

Son yillarda dliimlere neden olan hastaliklarin basinda kanser gelmektedir. Kansere
karst bir ¢cok tedavi yontemi olusturulmasina ragmen heniiz etkili bir ¢6ziim
bulunamamistir. Kanser tedavisinde yogun olarak kullanilan yontemlerin basinda
cerrahi yontem, kemoterapi, radyoterapi, immune terapi ve bitkisel yaklagimlar
bulunmaktadir. Bu yaklagimlarin etkisiz kalmasi bilim diinyasmi farkli yontemler
aramaya yoneltmistir. Mantarlarin kanser tedavisinde kullanilminin yayginlagmasini

saglamistir (Ivanova vd., 2014).

Calismada mantar ekstrelerinin  MCF-7 kanser hiicresi ve L1929 Fibroblast
hiicrelerine uygulanan konsantrasyon sonrasi 6zellikle Suillus collinitus’un MCF-7
kanser hiicresinde 1 mg/mL dozda %86 oranda toksik etkiye sahip oldugu
goriilmiistiir. Yiksek konsantrasyonlarda mantarin daha etkili oldugu saptanmistir.
Uygulanan konsantrasyonlarda doz arttirimi ile paralel olarak MCF-7 kanser
hiicrelerinde ciddi sitotoksik etki gozlenmistir. En yiiksek sitotoksisite 1 mg/mL
konsantrasyonda %86 oraninda belirlenmistir. Ayni konsantrasyonlarda 1929
Fibroblast hiicre hatlarinda sitotoksik etki gézlenmemistir. Es zamanli proliferasyon
testinde uygulanan diger konsantrasyonlarda ve tiirlerde ise canlilik degerlerin
kontrol gruplar1 ile yakin oldugu tespit edilmistir. Ger¢ek zamanli hiicre analiz

sistemi ile yapilan proliferasyon testinden elde edilen sonuclara goére ise, biitiin
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tiirlerde hiicre proliferasyonunun kontrol gruplarma gore sabit kaldigi tesbit
edilmektedir. Bu durum toksisite testi ile ¢elisiyor gibi goriinse de iki farkli testte
metodlarin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Vaz vd. (2012)’nin sonuglar ile
uyum igerisindedir. Arastirmacilar Suillus collinitus mantarinin metanol ekstraktinin
p-53 geni lizerindeki aktivitesinin yiiksek oldugunu belirlemistir.  Calismanin
sonucunda konsantrasyon arttiginda MCF-7 kanser hiicrelerinin 6ldiigi, 1929

Fibroblast hiicrelerinin apoptoz ve nekroza ugramadiklarini belirlemislerdir.

Amanita verna hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 sonucunda mantarin apoptotik ve nekrotik
etkilerinin MCF-7 kanser hiicre hattinda 1 mg/mL ve 0.5 mg/mL konsantrasyonlarda
nekroz’ un apoptozdan yiiksek oldugu ve 0.25 mg/mL konsantrasyonda nekroz
etkisinin yiiksek oldugu saptanmistir. Ayni konsantrasyonda 1.929 Fibroblast hiicre
hattinda apoptoz ve nekroz’un 0.5 mg/mL’ de yiiksek oldugu belirlenmistir. MCF-7
kanser hiicrelerinde oldugu gibi L1929 Fibroblast hiicrelerinde  diisiik
konsantrasyonlarda apoptoza ve nekroza rastlamilmistir.  Amanita verna tiiri
ekstresinin 1929 Fibroblast hiicrelerinde %20 apoptoz ile en yiiksek oran elde
edilmistir.  Nekrotik indekslere bakildiginda ise oranlarin ¢ok yiiksek olmadigi
gorilmiistiir. Amanita verna tiiriinde kanser hiicrelerinde %35 oraninda apoptotik

etkiye rastlanmistir.

Arastirmacilar Amanita verna’nin igerdigi amatoksinlerin zehirli maddesi a-amanitin
nedeniyle oldiiriicii etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir. a-amanitinin tizerinde
bulunan silibininin mekanizmasinin arastirildigi bir caligmada serbest radikaller ve
kan aktivitesi invitro olarak arastirilmis ve antitoksik etkilerini incelemislerdir

(Khunnala vd., 2009).

Funalia trogii apoptotik ve nekrotik etkileri sonucunda MCF-7 kanser hiicre hattinda
uygulanan konsantrasyonlarin hepsinde apoptoz ve nekroz’a rastlanilmigtir. Ancak
belirlenen seviyeler kontrol grubuna yakin seyretmektedir. Ayni konsantrasyonda
L929 Fibroblast hiicre hattinda apoptoz’un oldugu ve nekroz’un uygulanan tiim
konsantrasyonlarda etkisinin diisiik oldugu belirlendi.  Funalia trogii tiiriinde
uygulanan konsantrasyonlarm kontrol grubuna yakin olarak seyrettigi belirlendi.

Yiiksek konsantrasyonda kanser hiicrelerinin gelisimini engelledigi, 1.929 Fibroblast
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hiicrelerinin gelisimine olumsuz etkisinin olmadig1 saptandi. Bu bulgular Patel ve
Goyal, (2011)’in Funalia trogii ile yaptiklari ¢alisma ile ortiismektedir. Arastiricilar
mantar miselleriyle belirli 6lgiide sitotoksik etkisinin oldugunu belirlemislerdir.
Mantar ekstresinin L929 Fibroblast hiicrelerinde, hiicre dliimlerine rastlanmadigi,

timorli hiicrelerde biliylimenin yavasladigi belirlenmistir.

Hiicre proliferasyonu testinde MCF7 kanser hiicresi ve L.929 Fibroblast hiicrelerinde
mantarlarin degerlerinin kontrol grubuna yakin araliklarda oldugu belirlenmistir.
Hiicre sayisinda anlamli bir artis goriilmemistir. Hiicre proliferasyonu ve apoptoz
iizerine yapilan bazi c¢aligmalarda, mantar bilesiklerinin hiicre proliferasyonunu
durdurdugu, apoptozu artirdigi A549, HT29, PC-3 DF-1 kanser hiicre hatlarinda
gosterilmistir (Takei vd., 2005; Lavi vd., 2006; Kumar vd., 2015; Co6l vd., 2017).

Genotoksisite CHO hiicre hattinda yapilan mikroniikleus testi ile gosterilmistir.
Uygulanan mantar ekstrelerinin higbirinde mikroniikleus tespit edilmemistir.
Calismamiz sonucunda elde edilen bu veriler literatiirde belirtilen sonuglarla
ortlismektedir. Mantar bilesikleri ile yapilan in vitro genotoksisiste ve mutajenite
testlerinde genotoksik ve mutajenik etkiye rastlanmamistir. Aksine bu
bilesikler genotoksik ve mutajenik kimyasallarla birlikte hiicrelere uygulandiginda
bu etkilerini mantar bilesikleri tarafindan engellendigi tesbit edilmistir. Onceki
calismalarda mantarlardan elde edilen bilesikler genellikle genotiksisiteyi ve
mutasyonu Onleyici, tiimoér biliylimesini yavaslatmasi iizerinde durulmustur

(Thyagarajan vd., 2010; Chen vd., 2013).

Sonug olarak, yapilacak uygulamalarda mantar ekstresinin yerine saflastirilmis
bilesiklerin kullanilmasi etki mekanizmasmin agiklanmasi agisindan daha anlamli
olacagi, literature bakildiginda mantar bilesiklerinin dogrudan anti kanserojen
etkisinin yaninda, diger kanser ilaglar1 ve uygulamalar: ile kullanilmasinin tedavide

onemli bir destek sagladig1 goriilmektedir.
Laboratuar ortaminda gergeklestirilen bu ¢alismalar, gliniimiizde 6nemi giderek

artmakta olan alternatif tip alanina 6nciiliik edecek niteliktedir. Ulkemizde kanser

iizerine yapilan caligmalarda mantar tirlerinin kullanimmin olduk¢a az oldugu
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literatiir arastrmalarindan anlagilmaktadir.  Ulkemiz Kirikkale li yoresinden
toplanan makromantarlarin MCF-7 kanser hiicresi ve L929 Fibroblast hiicrelerine
etkisinin arastirilmasi, dogal kaynaklarm etkin kullanimi ve kullaniminin
yayginlastirilmas:t bakimimdan 6nem tasimaktadir. Yaptigimiz calisma ile
mantarlarin igeriginde bulunan aktif bilesenler izole edilerek insanligin kullanimma
sunulmasiyla kimyasal bilesimli ilaglarin kullaniminm azaltilacag: diisiiniilmektedir.
Bu tiir calismalar kemoterapik kanser calismalarinda yeni materyal ve yontemlerin

olusumuna katki saglayacaktir.

Elde edilen bulgular 151ginda mantarlarin giiniimiizde ve gelecekte saglik alaninda
daha etkin olarak kullanilabilecegi onerilmektedir. Calismadan elde edilen sonuglar
dikkate alindiginda mantarlarin antikanser caligmalarina referans olacagi

diistiniilmektedir.
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