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Abstract

Macrofungi has been used for food and therapeutic purposes for centuries. In terms of their medicinal
properties, the fungi contain a variety of polysaccharides, polysaccharide-protein complexes and
secondary metabolites. The antimicrobial, antioxidant and anticancer effects are associated with these
ingredients. As a cancer-associated fungus, Ganoderma lucidum is the best known in the world. On the
other hand, anticancer activity and contents of many mushrooms were investigated. In the genus
Tricholoma, 7. matsutake is well known in Japan. The medicinal properties of this mushroom have been
demonstrated. In this study Tricholoma terreum, Tricholoma arvernense and Tricholoma imbricatum
from Turkey have been investigated for anticancer activity and apoptotic effects. Derived extracts from
collected fungi were tested against HL 60 and MCF-7 human cancer cell lines. Antiproliferative effect
were determined by using MTT method and determination of apoptotic cells was performed using
Hoechst/Propidium iodide (HO/PI) double staining method. Different extracts from 7.ferreum, T.
arvernense and T.imbricatum species inhibited 50% of the cells in the concentration range of 15-20 mg
/ ml, especially in the HL-60 leukemia cell line and in apoptosis research with these extracts 7.

imbricatum methanol extract caused about %60 apoptotic cell death at the 40 mg/ml concentration.
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Tricholoma terreum, Tricholoma arvernense ve Tricholoma
imbricatum tirlerinin antikanser ve apoptotik etkilerinin
belirlenmesi

Ozet

Makrofunguslar ylizyillardan beri besin ve tedavi amagli kullanilmaktadirlar. Tibbi 6zellikleri
bakimindan mantarlar cesitli polisakkaritler, polisakkarit-protein kompleksleri ve sekonder metabolitler
icermektedirler. Antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser etkileri bu igerikler ile bagdastirilmistir.
Kanser ile iliskili mantar olarak Diinya’da en iyi bilinen Ganoderma lucidum’dur. Diger taraftan birgok
sapkali mantarmn antikanser aktivitesi ve igerikleri arastirilmistir. Tricholoma cinsinden ise 7. matsutake
Japonya’da ¢ok iyi bilinmektedir. Bu mantarin tibbi 6zellikleri ortaya konmustur. Bu ¢alisma kapsaminda
Tiirkiye’deki bulunan Tricholoma terreum, Tricholoma arvernense ve Tricholoma imbricatum tiirleri
antikanser aktivite ve apoptotik etki bakimmdan arastirilmistir. Toplanan mantarlardan elde edilen 6ziitler
HL 60 ve MCF-7 insan kanser hiicre hatlarina karsi denenmistir. Boliinmeyi inhibe edici etki MTT
yontemi ve apoptotik hiicrelerin belirlenmesi Hoechst/Propidium iodide (HO/PI) ikili boyama yontemi
kullanilarak yapilmustir. 7.terreum, T. arvernense ve T.imbricatum tirlerinden elde edilen farkl 6ziitler
Ozellikle HL-60 16semi hiicre hattinda 15-20 mg/ml konsantrasyon araliginda hiicrelerin %50’sini inhibe
etmistir. Bu oziitler ile yapilan apoptozis arastirmalarinda ise 7. imbricatum metanol 6ziiti 40 mg/ml
konsantrasyonda %60’1n {izerinde apoptotik hiicre 6liimiine yol agmustur.

Anahtar kelimeler: Apoptozis, Tricholoma, Hiicre Kiiltiirii
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1. Giris

Makrofunguslar yiizyillardan beri besin ve tedavi amagli kullanilmaktadirlar. Giliniimiizde
makrofunguslar ile bir¢ok bilim dali degisik arastirmalar yapmaktadir. Basta ziraat olmak {izere biyoloji,
gida, eczacilik, ¢evre ve tip bilim dallarinda makrofunguslar ile ¢aligmalar yapilmakta ve yeni calismalar
planlanmaktadir. En iyi bilinen tibbi 6zelliklere sahip mantar olan Ganoderma lucidum (Reishi, Ling
Zhi) Orta Asya’da 2000 yildan daha uzun zamandir bilinmekte ve Cin’de 6liimsiizliik mantar1 olarak
anilmaktadir. Uzak Dogu kiiltiiriinde yemek ve ilag olarak kullanilan makrofunguslar iizerine yapilan
caligmalar giiniimiizde artarak devam etmektedir. Makrofunguslarin tagimis olduklar1 tibbi 6zellikler
iizerine yapilan ¢aligmalar bazi genel bagliklar altinda toplanabilir. Bunlar kan basinci kontrolii, anti-
timor ozellik, bagigiklik sisteminin gii¢lendirilmesi, antimikrobiyal etki, antibiyotik etki, antioksidan
ozellik, anti-diabetik etki, anti-HIV aktivite, anti-obesitik aktivite, anti-viral etki ve anti-aging etki
seklinde sayilabilir.

Mantarlar besin degerleri ve tibbi Ozelliklerinden dolayr insanlar tarafindan yaygin olarak
tiiketilmektedir. Bu mantarlar antioksidan ve antimikrobiyal 6zellik gostermektedirler. Ayrica antikanser
ve vilcut savunma sistemi agisindan zengin kaynaklar tegkil etmektedirler (Ganeshpurkar vd., 2010). Bu
bakimdan mantarlardan elde edilen yeni kimyasallar ¢cok daha dnemli olacaklardir.

Antioksidan aktiviteye sahip dogal iiriinler Reaktif Oksijen Tiirlerine karsi savunma mekanizmasini
arttirirlar. Bu agidan beslenmede antioksidanlarin tiiketilmesi oksidatif hasar1 azaltmaktadir. Bir¢ok
mantar tiirii arastiricilar tarafindan antioksidan igerik bakimindan ele alinmistir ve antioksidan bilesikler
tanimlanmistir. Bunlar fenolik bilesikler, tokoferoller, askorbik asit ve karotenoidlerdir (Ferreira vd.,
2009). Dogada yetisen mantarlar insan sagligini desteklemek agisindan beslenmede kullanilmalidir.
Breene (1990) birkag mantar tiiriiniin ya da ekstraktlarmin antitiimér aktivitesinin oldugunu bildirmistir.
Bu tiirler: Agaricus bisporus, Auricularia auricula, Collybia confluens, Coriolus versicolor, Flammulina
velutipes, Ganoderma applanatum, G. lucidum, Lentinus edodes, Pholiota nameko, Pleutorus ostreatus,
Schizophyllum commune, Tremella fuciformis, Tricholoma matsutake ve Volvariella volvacea.

Bu calisma kapsaminda arastirilmis olan Tricholoma mantarlart ile ilgili ilk yazili bilgilere ¢ok eski
caglardan beri bu mantar grubuna onem veren Japonya’da rastlanilmaktadir. Milattan sonra 759
yillarinda yazilmus bir siirde 7richoloma mantarlariim (Japonya’daki ismi “Matsutake”) dnemli ve insan
sagligi agisindan faydali bir gida maddesi oldugundan 6viilerek bahsedilmektedir (Hosford vd., 1997).
Literatiir incelendiginde Tricholoma tiirlerinin etkinligini ortaya koyabilecek ¢alismalar mevcuttur. Bu
caligmalar 6zellikle antioksidan ve antitiimor kapsaminda yer almaktadir. Mantarlarin genel anlamda
antioksidan bilesikler icerdikleri giiniimiizde artik bilinmekle beraber bu konuda yeni ve daha etkili
bilesikler veya antioksidan kapasitesi daha yiiksek mantarlar belirlemek i¢in ¢aligmalar siirdiiriilmektedir.
Literatiire bakildiginda; 7. mongolicum’dan elde edilen polisakkaritlerin iyi diizeyde antioksidan
kapasitelerinin oldugu bildirilmistir (You vd., 2014). Bir baska tiir olan 7. crassum tiiriiniin sicak su
Oziitlinden izole edilen bir glukanin yapisi aydinlatilmis ve hiicrelerde biyolojik olarak oksidatif strese
neden olan lipit peroksidasyonunu iyi diizeyde inhibe ettigi bulunmustur (Samanta vd., 2013). T.
lobayense mantarindan elde edilen polisakkaritlerin giiglii antioksidan kapasiteye sahip oldugu
bulunmustur (Wang vd., 2012). T matsutake ¢esitli fenolikler, flavonoidler, alkolodiler, steroidler ve
steroller icermektedir. Antioksidan kapasite ve fenolik-flavonoid igerigi bakimindan mantarlarm etkinligi
ortaya konulmustur (Lim vd., 2007).

Diger taraftan Tricholoma tiirlerinden bazi polisakkarit peptit kompleksleri elde edilmistir ve bunlarin
ozellikle fare tiimorlerindeki etkinlikleri ¢alisilmistir. Bu ¢alismalardan bir tanesinde elde edilen bu tip
bir kompleksin immiin sisteme ait T-hiicrelerini uyararak tiimore karst bir immiin diizenleme sagladigi
ve yine farelerde Sarkoma 180 hiicrelerini inhibe ettigi bulunmustur (Wang vd., 1995). T. giganteum
mantar1 yenilebilen biiyiik bir mantardir. Bu mantarm meyvesinden 4 farkh polisakkarit izole edilmis ve
farelere aktarilan Sarkoma 180 tiimdriine kars1 denenmistir. Burada gesitli fraksiyonlarin farelerde olugan
tiimorlerde gerileme sagladigi gosterilmistir (Mizuno vd., 1995). T mongolicum’un misel kiiltiirlerinden
yeni bir polisakkarit-peptit kompleksi izole edilmistir. Bu kompleks farelere implante edilen Sarkoma
180 hiicrelerinin boliinmelerini inhibe etmistir (Wang vd., 1996). T. lobayense mantarindan elde edilen
bir polisakkarit-protein kompleksi farelerde antitiimér aktivite gostermistir. Bunun disinda HL-60, PU 5-
1.8 ve H3B tiimor hiicrelerine karst 30-60 pg/ml araliginda sitotoksik bulunmustur (Liu vd., 1996).
T'mongolicum’dan elde edilen 2 adet lektin ¢esitli fare timor hiicre hatlarinda antitiiméral aktivite
gostermistir (Wang vd., 1995, Li vd., 2008). Bagka caligmalar elde edilen bu lektinlerin ayni zamanda
farelerde olusan tiimorleri inhibe ettigini gostererek antiproliferatif aktivitelerini desteklemektedir (Pena
vd., 2009). Yapilan caligmalar mantar Oziitlerinin ras aracilifiyla yiiriitiilen sinyalizasyon yolunu
etkiledikleri ve antikanser etkilerini bu sekilde gosterdikleri sonucuna varilmistir (Hsiao vd.,
2004).Yenilebilir bir mantar olan 7. mongolicum mantarindan yeni bir lakkaz izole edilip kanser
hiicrelerine karsi etkinligi caligilmigtir. Karaciger (HepG2) ve Meme (MCF-7) kanserlerinin hiicre
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hatlarma kars1 0,3-5 pM araliginda denenmistir. Konsantrasyon artigina bagli olarak hiicreleri %8-92
araliginda oldiirlirken normal insan epitelyum hiicrelerine (WRL-68) karsi 1mM konsantrasyonun
tizerinde bile etkili olmamistir (Miao vd., 2010). 7. matsutake metanol Gziitiiniin HSC-2 insan oral
kanserindeki etkileri arastirilmigtir. Yapilan bu caligmada mantar 6ziitiiniin hiicrelerin boliinmesini inhibe
ettigi ve apoptozisi uyardig1 bulunmustur (Shin vd., 2012). T. giganteum’dan elde edilen %80’lik etanol
Oziittiniin Erlih asit timoriine karst etkinligi calisilmistir (Chatterjee vd., 2013). 7. matsutake’den elde
edilen polisakkaritlerin antitiimdr aktiviteleri HepG2 (Karaciger) ve A549 (Akciger) kanser hiicre hatlar1
kullanilarak MTT yontemi ile arastirilmustir. Bu ¢alismada izole edilen polisakkaritlerden bir tanesinin
hem antioksidan kapasitesi hem de her iki hiicre hattina kars1 etkinligi oldukga yiiksek bulunmustur (You
vd., 2013). T. terreum isimli mantarin meyvelerinden “terreumols” diye adlandirilan 4 adet yeni terpenoid
elde edilmistir. Bunlarin sitotoksik aktiviteleri 5 adet insan kanser hiicre hattinda ¢aligilmistir ve etkileri
cisplatin isimli kemoterapik ajan ile karsilastirilmistir. Ozellikle akciger, meme ve kolon kanseri
hiicrelerinde pozitif kontrol olarak kullanilan cisplatin kadar etkili bulunmustur (Yin vd., 2013).
Yapilan bu ¢aligma kapsaminda Tiirkiye’den toplanmis olan Tricholoma terreum, Tricholoma arvernense
ve Tricholoma imbricatum tiirlerinin kanser hiicre hatlar1 lizerindeki durdurucu ve apoptotik etkileri
aragtirtlmistir.  7richoloma tiirlerinden ekstraktlar elde edilip HL-60 ve MCF-7 hiicre hatlarina
uygulanmistir. Bunlarin antiproliferatif etkinligi ve apoptotik potansiyelleri ortaya konmustur.

2- Materyal ve Yontem

2.1-Mantarlarin toplanmasi

Caligmada kullanilmak {izere secilen mantarlar Cizelge 1.’de belirtilen tarihlerde belirtilen yerlerden
Prof. Dr. Mesut KIRMACI ile birlikte toplanmistir ve araziden geldikten hemen sonra Prof. Dr. Mesut
KIRMACT tarafindan tayin edilmistir. Daha sonra dinlendirilmis ¢esme suyu ile yikanarak paketlenmis
ve denemeler yapilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.

Cizelge 1. Mantarlara iligkin lokaliteler ve toplanma tarihleri

Takson ad1 Toplanma Bulunduklari yer

tarihi
Tricholoma terreum Mayis-Ekim KONYA-BOZKIR Sorkun-Dere yol kenari, 1280 m
Syn: Tricholoma DENIZLIi-CAMELI, Bigak¢1 kdyii, gam ormani
myomyces
Tricholoma arvernense | Ekim DENIZLI-CAMELI, Sofular kdyii, cam ormani
Tricholoma imbricatum | Ekim ANTALYA-AKseki, zamona mevkii, gam ormani 1500 m

2.2-Mantarlardan ekstraktlarin elde edilmesi

Ekstraksiyon i¢in Petrol eteri, Etil asetat, Diklormetan ve Metanol kullanilmustir. -80 °C’de dondurulmus
olan materyal liyofilizator yardimi ile kurutulmustur. Mantarlarm liyofilizasyon dncesi yas agirliklar: ve
liyofilizasyon sonrasi kuru agirliklar: belirlenmistir. Her bir mantarin kuru 6rneklerinden 10 gr alinarak
soksalet, calkalayici ve evaporatdr yardimiyla; Petrol eteri, Etil asetat, Diklormetan ve Metanol
ekstraktlar1 hazirlanmigtir. Ekstraksiyon i¢in kullanilmis olan bu ¢oziiciiler polarite 6zellikleri goz
onlinde bulundurularak secilmigtir. Mantar ekstraktlar1 sitotoksik degerlendirmede kullanilmak
lizere %100 etanol igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Bu asamadaki c¢alismalar; -80 °C’den ¢ikarilan
ekstraktlarin aktivitelerinin kaybolmasini engellemek amaciyla buz {izerinde yapilmistir. Ekstraktlarin
tizerine bir defada 500 pl olmak iizere etanol ilavesi yapilmis ve her ilaveden sonra sonikator yardimi ile
ekstraktlar ¢cozdiriilmiistiir. Ekstraktlar1 ¢6zmek igin kullanilabilecek olan maksimum etanol miktart HL—
60 hiicreleri ile bir 6n deneme yapilarak belirlenmistir. Bu 6n denemeye iliskin sonuglara gore esas
denemede kullanilacak alkol konsantrasyonunun maksimum %0,12 - %0.46 degerleri arasinda kalmasi
gerektigi belirlenmistir. Daha yiliksek miktarlarda alkol kullanildiginda hiicrelerin normal ¢ogalmalar1
etkilenmektedir.

Kullanilan ¢6ziicti miktarlarma bagl olarak elde edilen ¢oziinmiis mantar ekstraktlarinin yogunlugu,
kuru agirlik géz onilinde bulundurularak g/ml cinsinden stok deger olarak hesaplanmigtir. Her mantar
tirtinden 10 gr kuru agirlik kullanilmis olmasi nedeniyle 10 gr/ml stok ¢ozeltiler elde edilmistir.
Sitotoksik degerlendirmede kullanilmak {izere ¢dziinmiis ekstraktlar sogutuculu santrifiijde +4 °C’de,
12.000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir. Buradan elde edilen siipernatantlar baska bir tiipe aktarilarak
geriye kalan pelletler de -80 °C°de saklanmugtir. Sitotoksik degerlendirmede siipernatantlar kullanilmugtir.
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2.3-Hiicre kiiltiirii

2.3.1-Hiicrelerin ve kiiltiir ortamlarinin temini

HL-60 ve MCF-7 hiicre hatlar1 ATCC (American Type Culture Collection; ATCC)’den almmustir ve
GIBCO (Invitrogen Co.)’nun standart hiicre kiiltiirii ortamlarinda biyiitiilmiistiir. Kiiltiir ortamina
yapilan ilaveler de (Fetal Calf Serum, L-Glutamin, Streptomisin-Pensilin, Non essential aminoasitler)
GIBCO’dan alinmistir. Apoptotik etkiyi belirlemek i¢in Hoechst 33258 ve Propidium Iodide SIGMA
(Sigma-Aldrich Co.)’dan alinmistir.

2.3.2-Hiicrelerin ¢ogaltilmasi ve ekstrakt uygulamalari

Hiicreler ml’de 10.000-100.000 hiicre araliginda kiiltiir sisesinde ¢ogaltilmis ve mantar ekstraktlar1 artan
konsantrasyonlarda (10, 20 ve 40 mg/ml ) 24, 48 ve 72 saat olmak iizere uygulanmistir. Kontrol ve
uygulama gruplarindaki canli hiicreler MTT [3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide] boyama yonteme ile belirlenmistir. Cozeltinin 6lglimii spektrofotometre ile 590 nm dalga
boyunda yapilmustir.

2.3.3-Béliinen hiicre oraminin hesaplanmast

[(C72h+ekstrakt - C24h+ekstrakt) / (C72h—ekstrakt - C24h-ekstrakt)] x 100 = % boliinen hiicre

Cranrekstrakt: uygulamadan 72 saat sonraki canli hiicre 6l¢timii
Coanrekstrakt: uygulamadan 24 saat sonraki canli hiicre 6l¢timii
C72h-ekstrakt: ekstrakt uygulamasi olmadan 72 saat sonraki canli hiicre 6lgiimii
Co4h-ekstrakt: ekstrakt uygulamasi olmadan 24 saat sonraki canli hiicre 6l¢iimii

Ham veriler ilgili ¢izelgeden exel dosyasina aktarilip boliinen hiicre oraninin hesaplanmasi yukaridaki
formiiller ile yapilmistir. Biitiin denemeler 3 tekrarli yapilmistir.

2.4-Apoptozis ve Nekrozis yontemi

Apoptotik ve nekrotik etkiyi belirlemek igin; hiicreler kiiltiir siselerinde diisiik yogunlukta gogaltilmigtir
ve boliinmeyi engelleyici aktivite verilerine gore etkili bulunan se¢ilmis mantar ekstraktlarmin etkili
konsantrasyonlar1 ile muamele edilmistir. Hiicreler HO/PI (Hoechst 33258 / Propidium Iodide)
yontemiyle boyanarak apoptotik ve nekrotik etki gosteren ekstraktlar belirlenmistir (Grusch, vd, 2002,
Huettenbrenner, vd.,2003). Ekstrakt uygulamas1 sonucunda hiicreler mikroskop altinda gézlemlenmis ve
sayilmistir. Kontrol grubu ile kiyaslamali olarak grafikler hazirlanip sunulmustur. Apoptozis ve nekrozis
oranlar1 kontrol grubundaki sayilarmna karsilik uygulama gruplarinda % artis (%kontrol) olarak ifade
edilmistir.

2.5- Istatistiki degerlendirme

GraphPad 4.0 analiz programu ile kontrol ve uygulama gruplar1 arasindaki farkliliklar standart hatalari
iceren grafiklere aktarilmistir. Kontrol grubundaki canli hiicreler ile uygulama gruplarmdaki canli
hiicreler ayr1 siitunlarda gosterilmis ve 3’1l tekrarlar halinde elde edilen verilerdeki standart hatalar
hesaplanmistir.

3-Bulgular

Caligma 3 temel asamada gergeklestirilmistir. Bu agamalar; materyalin toplanmasi ve ekstraksiyonu,
boliinmeyi engelleyici aktivitenin belirlenmesi ve apoptotik etkinin belirlenmesi asamalaridir. Bu
kapsamda toplanan mantarlardan 6ziitler elde edilmistir. Devaminda, boliinmeyi engelleyici aktiviteler
HL-60 insan 16semi hiicre hatti ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 kullanilarak belirlenmistir ve en
etkili oziit tiplerinin hiicrelerin %50’sini dldiiren konsantrasyonlar1 secilmistir. Secilen oziitler ile
apoptotik etkiler belirlenmistir. Calismadan elde edilen bulgular yukarida belirtilen siralamaya goére
asagida sunulmaktadir.

3.1- Boliinmeyi engelleyici aktivite bulgular

HL-60 ve MCF-7 hiicreleri yontemde de belirtildigi gibi ml’de 10.000-100.000 hiicre olacak sekilde
kiiltiir sisesinde gogaltilmigtir ve mantar ekstraktlari artan konsantrasyonlarda (10, 20 ve 40 mg/ml) 24,
48 ve 72 saat olmak iizere her iki hiicre hattina uygulanmistir. Daha sonra canli hiicreler MTT yontemi
ile incelenerek hiicrelerin %50’sini 61diiren konsantrasyon (I,Cso) belirlenmistir. Denemeler sonucu elde
edilen etkili ekstrakt tiplerine ait proliferasyon verileri Sekil 1’de her bir tiir igin (a-c) siitiin grafikler
seklinde sunulmustur. Her bir tiiriin bdliinmeyici engelleyici aktivitesi ile ilgili bulgular Sekillerin altinda
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aciklama olarak verilmistir. Proliferasyon c¢alismalari asamasinda bu mantarlara ait etkili 6ziit tipleri
belirlenmistir. Bu asamada yapilan ¢alisma ile apoptozis denemelerinde kullanilacak olan 6ziit tipleri ve
konsantrasyonlari kararlagtirilmistir. Apoptozis denemelerine iligkin veriler Sekil 2°de yer almaktadir.

Sekil 1. Mantarlardan elde edilen etkili 6ziitlerin artan konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucunda elde
edilen proliferasyon verileri

Tricholoma terreum, HL60 (Proliferasyon) Tricholoma terreum, MCF-7 (Proliferasyon)
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Konsantrasyon

Tricholoma terreum Syn: Tricholoma myomyces (Etil Asetat §ziitii) |

Sekil 1a- Tricholoma terreum Syn: Tricholoma myomyces mantarma ait Oziitler artan konsantrasyonda
HL-60 ve MCF-7 hiicre hatlarma uygulanmistir. 10-40 mg/ml araliginda denenmis olan farkli oziit
tiplerinden etil asetat 6zellikle HL-60 hiicre hattina karsi iyi diizeyde etkili bulunmustur. Burada etil
asetat Oziitliniin HL-60 hiicre hattindaki I,Cso degeri yaklagik 15 mg/ml olarak hesaplanmistir. MCF-7
hiicre hattinda bu deger ancak 40 mg/ml konsantrasyonda yakalanmistir. Bu mantara ait etil asetat 0ziitii

HL-60 hiicre hattinda daha etkili bulunmustur.

Tricholoma arvernense, HL60 (Proliferasyor Tricholoma arvernense, MCF-7 (Proliferasyoi
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Tricholoma arvernense (Diklormetan) |

Sekil 1b- Tricholoma arvernense mantarma ait oziitler artan konsantrasyonda HL-60 ve MCF-7 hiicre
hatlarma uygulanmistir. 10-40 mg/ml araliginda denenmis olan farkli 6ziit tiplerinden diklormetan sadece
MCF-7 hiicre hattina kars1 diisiik diizeyde etkili bulunmustur. Burada diklormetan 6ziitiintin MCF-7
hiicre hattindaki 1,Cso degeri 40 mg/ml olarak hesaplanmustir. Sekilden de anlasilacagi iizere bu
mantardan elde edilen 6ziitler uygun konsantrasyonlarda etkili bulunmamustur.
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Sekil 1c- Tricholoma imbricatum mantarma ait 6ziitler

artan konsantrasyonda HL-60 ve MCF-7 hiicre

hatlarina uygulanmistir. 10-40 mg/ml araliginda denenmis olan farkli 6ziit tiplerinden metanol her iki
hiicre hatta kars1 20-40 mg/ml araliginda etkili bulunmustur. Burada metanol 6ziitiiniin HL-60 hiicre
hattindaki I,Cso degeri yaklasik 30 mg/ml olarak hesaplanmistir. MCF-7 hiicre hattinda da bu deger

yaklasik 30 mg/ml olarak belirlenmistir.

Sekil 2. Segilen 6ziitlerin etkili konsantrasyonlarmin uygulanmasi sonucunda elde edilen apoptozis

verileri

100

75+

50

% Kontrol

25+

Tricholoma terreum, HL60, MCF-7 (Apoptosis)

3 HL-60, Apoptoz 48

[ HL-60, Nekroz 48

E3 MCF-7, Apoptoz 48
@™ MCF-7, Nekroz 48

oJ Er—r={TM
L)
Q‘ &
&£ &
+ »®

Konsantrasyon (mg/ml)

Tricholoma terreum (Etil asetat)

Sekil 2a- Tricholoma terreum mantarina ait segilen etil asetat 6ziit tipi 40 mg/ml konsantrasyonda HL-
60 ve MCF-7 hiicrelerine uygulanmistir. Bu 6ziit tipinin 48 saatlik apoptotik etkisi HO/PI boyama
yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore nekrotik etki ile birlikte 48 saat apoptozis verileri

6zellikle HL-60 hiicre hattinda yiiksek bulunmustur.
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Sekil 2b- Tricholoma arvernense mantarmna ait secilen diklormetan 6ziit tipi 40 mg/ml konsantrasyonda
HL-60 ve MCF-7 hiicrelerine uygulanmistir. Bu 6ziit tipinin 48 saatlik apoptotik etkisi HO/PI boyama
yontemi ile belirlenmistir. Caligma sonucunda MCF-7 hiicre hattinda nekrotik hiicreler ile birlikte ¢cok
iyi sayilamayacak diizeyde apoptotik hiicre gozlenmistir.
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Sekil 2c- Tricholoma imbricatum mantarina ait segilen metanol 6ziit tipi 40 mg/ml konsantrasyonda HL-
60 ve MCF-7 hiicrelerine uygulanmistir. Bu 6ziit tipinin 48 saatlik apoptotik etkisi HO/PI boyama
yontemi ile belirlenmistir. Caligma sonucunda her iki hiicre hattinda ¢ok az miktarda nekrotik hiicrenin
yaninda kontrole gore %50-60 araliginda apoptotik hiicrelerin arttig1 gézlenmistir.

3.2- Apoptozis yontemine iligkin bulgular

Apoptotik ve nekrotik etkiyi belirlemek i¢in; HL-60 ve MCF-7 hiicreleri kiiltiir siselerinde diisiik
yogunlukta ¢ogaltilmistir ve boliinmeyi engelleyici aktivite verilerine gore etkili bulunan secilmis mantar
ekstraktlarmnin etkili konsantrasyonlar1 ile muamele edilmistir. Bu amagla, HL-60 ve MCF-7 hiicreleri
10.000-100.000/ml yogunluk araliginda well-platelere aktarilmistir. Daha sonra segilen &ziit tipleri 40
mg/ml konsantrasyonda 48 siire ile hiicre kiiltiiri ortamma uygulanmistir. Yapilan sayimlar ve analizler
neticesinde Sekil 2’de (a-c) verilen bulgular elde edilmistir.

Bu veriler degerlendirildiginde en iyi apoptotik etki 7. terreum ve T imbricatum mantarlarinda
gozlenmistir. 7. terreum etil asetat ve T. imbricatum metanol oziitleri yiiksek diizeyde apoptozise yol
acmuslardir (Sekil 2a, 2¢). T. terreum HL-60 hiicre hattina kars1 daha etkili bulunmusken 7. imbricatum
MCF-7 hiicre hattina karsi etkilidir. Ancak T. ferreum etil asetat Oziitii uygulamasinda apoptotik
hiicrelerin yan1 sira nekrotik hiicreler de gozlenmistir (Sekil 2a). Bu nedenle bu ¢alisma kapsaminda en
etkili bulunan mantar ve 6ziit tipi; 7. imbricatum-metanol olarak belirlenmistir.

4-Tartisma ve Sonug

Kanserin bazi bilesikler kullanarak onlenmesi olduk¢a zor goriinmektedir. Bu tip bilesiklerin
kanserlesme siirecindeki degisiklikleri durdurmasi veya geri dondiirmesi beklenmektedir. Giiniimiizde
bir¢ok yeni teknik kansere karsi aktif olabilecek yeni bilesiklerin molekiiler ve biyokimyasal seviyede
taranmasina olanak saglamaktadir. Bu zamana kadar bu ¢aligmalar sayesinde ¢ok sayida yeni antikanser
bilesik elde edilmistir. Diger taraftan tiimor olusumu ve metastazin molekiiler temelleri ile ilgili ayrintili
bilgi birikiminin yani sira gesitli canli gruplarinda dogal olarak bulunan dogal bilesiklerin de bilinmesi
kansere yol acan anormal molekiiler ve biyokimyasal sinyalleri hedef alacak yeni ilaglarin veya etken
maddelerin kesfedilmesine olanak saglamaktadir. Bu bakimdan ¢alismam kapsaminda ele alinan canlt
grubu mantarlarla ilgili de calisma ve bilgi birikimi bulunmaktadir. Insanlar mantarlari, mantar 6ziitlerini
veya mantarlardan elde edilen c¢esitli iiriinleri viicut savunma sisteminin ve insan sagliginin
desteklenmesi amaciyla gida takviyesi olarak veya beslenmelerinde kullandiklart goriilmiistiir.
Mantarlarm antitiimor aktivitesinin belirlenmesine yonelik arastirmalar mevcut olmakla birlikte bu
caligmalar mantarlarda bulunma olasilig1 yiiksek olan biyolojik olarak aktif birgok bilesigin ortaya
¢ikarilmasimi saglayacaktir.

Son on yil boyunca bu galisma kapsaminda da degerlendirilmis olan Tricholoma genusuna ait farkli
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tiirlerden elde edilen mantar dziitlerinin antiproliferatif aktiviteleri gosterilmistir. Calismam kapsaminda
elde ettigim veriler bu ¢caligmalarin 15181nda asagida ele almmustir.

Tricholoma tiirlerinden; baslangigta bazi polisakkaritler veya polisakkarit-peptit kompleksleri elde
edilmigstir ve bunlarm 6zellikle fare tiimorlerindeki etkinlikleri ¢aligilmistir. Bu ¢aligsmalar in vivo olarak
yiiriitiilmiistiir. Farelerde olugturulan Sarkoma 180 tiimoriine karsilik Tricholoma cinsi mantarlarin
Oziitleri arastirilmustir. 7. lobayense, T. mongolicum ve T giganteum mantarlarindan elde edilen
polisakkaritlerin ve/veya polisakkarit protein komplekslerinin farelerde bu tiimér olusumunu inhibe ettigi
bildirilmistir (Mizuno vd., 1995, Wang vd., 1996, Liu vd., 1996). Sadece polisakkaritler ve protein
kompleksleri degil ayn1 zamanda bazi Tricholoma tiirlerinden elde edilen lektinlerin de fare tiimdrleri
lizerinde etkili oldugu gosterilmistir (Wang vd., 1995, Li vd., 2008, Pena vd., 2009).

Devaminda 7. lobayense mantarina ait polisakkaritler veya polisakkarit-peptit komplekslerinin ras
araciligiyla yiiriitiilen sinyalizasyon yolunu etkiledikleri ve antikanser etkilerini bu sekilde gosterdikleri
sonucuna varilmistir (Hsiao vd., 2004). Ras protein ailesi hiicre biyolojisinin her alaninda son derece
kritik roller {istlenerek, hiicrelerin béliinmesini, farklilagmasini, hiicre i¢i protein trafigini (tasmmasini),
hiicre iskeletinin organizasyonunu, bityiime faktorii sinyal iletimini ve gen ifadesini diizenlemektedir. Bu
bakimdan ras onkoproteininin diizenlenmesi kanserdeki dnemli hedeflerden bir tanesidir.

T. mongolicum’dan elde edilen yeni bir lakkaz karaciger (HepG2) ve meme (MCF-7) kanserlerinin hiicre
hatlarina kars1 0,3-5 uM araliginda hiicrelerin boliinmelerini %8-92 araliginda inhibe etmistir (Miao vd.,
2010). T equestre’den elde edilen “flavomannin-6,6-dimethylether” bilesigi insan kolon kanseri
hiicreleri Caco-2 hiicrelerinin béliinmelerini 90-112 g/ml konsantrasyon araliginda %50-80 diizeylerinde
inhibe etmistir. Bu bilesik etkisini sitostatik olarak géstermistir ve hiicreleri GO/G1 fazinda tutmustur
(Pena vd., 2009). T matsutake’den elde edilen polisakkaritler ise HepG2 (Karaciger) ve A549 (Akciger)
kanser hiicre hatlarini inhibe etmistir (You vd., 2013). T. ferreum isimli mantarin meyvelerinden
“terreumols” diye adlandirilan 4 adet yeni terpenoid elde edilmistir. Bunlarin sitotoksik aktiviteleri 5 adet
insan kanser hiicre hattinda ¢alisilmistir ve etkileri cisplatin isimli kemoterapik ajan ile karsilagtirilmistir.
MCF-7 meme, SMMC-7721 karaciger, HL-60 miyeloid 16semi, SW-480 kolon ve A-549 akciger
kanserlerine ait hiicre hatlar1 tizerinde 0,0625 — 40 uM araliginda 6zellikle akciger, meme ve kolon
kanseri hiicrelerinde pozitif kontrol olarak kullanilan cisplatin kadar etkili bulmuslardir (Yin vd., 2013).
Yapilan bu ¢alismalardan anlasilacagi lizere Tricholoma tiirleri hiicre dongiisiinii baskilayabilecek bazi
bilesikler icermektedirler ve bu bilesiklerden bazilar1 da bilinen kemoterapik ajanlar ile yarisabilecek
potansiyel antikanser aktiviteye sahiptirler. Etkilerini ise hiicre dongiislinii durdurarak ortaya
koymaktadirlar. Kontrolsiiz veya durdurulamayan hiicre dongiisiiniin kanser ile miicadele direkt hedef
oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda bu mantarlarin 6nemli aktif bilesikler i¢erdikleri goriilmektedir.
Ozellikle T terreum isimli tiirden elde edilen terpenoidler iyi diizeyde aktivite gdstermislerdir ve bu
calisma kapsaminda degerlendirilen HL-60 ve MCF-7 hiicre hatlar1 ortak olarak kullanilmistir. Yin vd.
(2013) tarafindan yapilan ¢aligmada terpenodiler 1:1 oraninda kloroform:metanol ¢oziiciileri kullanilarak
elde edilmistir. Yani polaritesi yiiksek ve diisiik ¢oziicliler birlikte kullanilmistir. Mevcut calisma
kapsaminda bakildiginda etkili bulunan 6ziit tipi etil asetat 6ziitli olmustur (Sekil 1a). Bu bakimdan ele
alindiginda etil asetat polar bir ¢oziicii olmakla birlikte dielektrik sabitesi diisiiktiir. Yani etken bilesikler
¢ok yiiksek polaritelerde ortaya ¢ikmamaktadir. Diger taraftan verilerimde bu mantarin etil asetat
Oziitiiniin HL-60 hiicre hattinda daha etkili oldugu bulunmustur. Ancak MCF-7 hiicre hattinda da yiiksek
konsantrasyonda etkilidir. Yin vd. (2013)’iin yapmis oldugu calismada ise elde edilen terpenodiler
akciger, meme ve kolon kanserleri iizerinde etkili bulunmustur. Tim bunlar gbéz Oniinde
bulunduruldugunda farkli fraksiyonlarda farkli bilesiklerin ortaya ¢iktig1 ve etkinliklerinin degistigi
goriilmektedir. Sonugta bu mantar tiiriiniin 6ziit tipine bagl olarak elde edilen bilesikler dogrultusunda
etken maddeler ihtiva ettigi agiktir.

Aragtirmam kapsaminda ¢alistigim diger etkili tiir 70 imbricatum’dur. Bu tiiriin metanol dziitii etkilidir.
T imbricatum her iki hiicre hattin1 da inhibe etmistir. Metanol 6ziitiiniin HL-60 hiicre hattindaki I,Cso
degeri yaklasik 30 mg/ml olarak hesaplanmistir. MCF-7 hiicre hattinda da bu deger yaklagik 30 mg/ml
olarak belirlenmistir (Sekil 1¢). Literatiirde goz 6niinde bulunduruldugunda proje kapsaminda galisilan
mantarlarin kanser hiicrelerine kars1 ayni etkinliklere sahip oldugu ve onlarin boliinmelerini inhibe ettigi
diistiniilmektedir. Hiicre dongiisiinii durduracak biyolojik olarak aktif bilesikler igerdikleri sonuglarla
Ortlismektedir.

Apoptozis, ¢ok hiicreli bir organizmada embriyonik donemden yaslanmaya kadar devam eden siiregte
bircok evrede yer alan onemli bir hiicre dliim yolagidir. Embriyonik donemde g¢esitli yapilarin
olusmasinda veya DNA’s1 agir hasar goren ya da viriisle enfekte hiicrelerin 6liimiinde temel rol oynar
(Vaux ve Korsmeyer, 1999). Diger bir 6nemli 6liim tipi olan nekroziste metabolik prosesler ¢ok hizlidir
ve hasar agirdir; hiicre zarinin gecirgenligi bozulur, hiicre siser ve zarin patlamasiyla hiicre igindeki
maddeler disar1 dagilir. Bunun aksine apoptoziste hiicre zarmin biitiinliigii bozulmaz (Kerr vd., 1980).
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Apoptozis; malignant veya kanser hiicrelerini normal hiicrelerden veya onlar1 ¢evreleyen dokudan zarar
vermeden uzaklagtirir. Apoptozisin ¢aligmasinda aksaklik bir¢ok kanser tipinde yaygindir ve tedaviye
kars1 direnglidir. Bu nedenle apoptozis yolaklari kanser tedavisi i¢in baslica hedeflerdendir (Reed, 2003).
Arastrmam kapsaminda calisilmig olan Tricholoma cinsi mantarlardan da apoptotik etki gosteren
bilesikler izole edilmistir. 7. matsutake metanol Oziitiinin HSC-2 insan oral kanserindeki etkileri
arastirilmistir. Yapilan bu ¢alismada mantar 6ziitiiniin hiicrelerin bdliinmesini inhibe ettigi ve apoptozisi
uyardig1 bulunmustur. Apoptotik etki PARP enziminin artigtyla gosterilmistir ve bunun yani sira ¢ekirdek
yogunlagmasi ve fragmentasyonu da goézlenmistir. Uygulanan 6ziit ayn1 zamanda Bak proteininin
ekspresyonunu arttirmistir (Shin vd., 2012). Diger taraftan 7. giganteum’dan elde edilen %80’lik etanol
Oziitliniin Erlih asit tiimoriine karsi etkinligi ¢caligilmistir. Bu 6ziitiin apoptotik etki mekanizmasi ¢aligma
kapsaminda aydmlatilmistir. Flow sitometre verilerine dayali olarak uygulama sonucunda hiicrelerin
GO0/G1 evresinde artig gosterdikleri ve G2/M evresinde azaldiklari gdzlenmistir. Bu veriler ¢alisma
kapsaminda apoptozise isaret etmektdir. Apoptozisin uyarilmis olabilecegi ayn1 zamanda apoptotik
hiicrelerin morfolojik 6zellikleri de goz oniinde bulundurularak ¢ekirdek boyalari ile ortaya konmustur.
Caligmada elde edilen verilere gore pro-apoptotik bir protein olan p53 proteinin seviyesi artig
gostermistir. Tiim bu sonuglar Erlih asit tiimoriinde uygulama sonrasinda apoptozisi isaret etmektedir.
Burada p53 araciligi ile apoptozis baslatilmigtir ve bir diger pro-apoptotik gen olan Bax’in
ekspresyonunda da artis meydana gelmistir. Buna karsin anti-apoptotik bir protein olan Bcl- 2°de artig
gozlenmemistir (Chatterjee vd., 2013).

T equestre’den elde edilen “flavomannin-6,6 -dimethylether” bilesiginin etki mekanizmasinin
aciklandig1 ¢aligmada insan kolon kanseri hiicreleri Caco-2 kullanilmistir. Bu bilesik etkisini sitostatik
olarak gostermistir ve hiicreleri GO0/G1 fazinda tutmustur. Bu veri p27 cdk inhibitdr protein
seviyelerindeki artis ile desteklenmistir. Annexin-V ve DNA fragmentasyon verilerine dayali olarak
apoptotik Oliimiin gergeklesmedigi ortaya konmustur. Ayrica genotoksik etkisinin olmadigi da
belirtilmistir (Pena vd., 2009).

Caligmalardan da goriildiigii lizere ayni cinse ait farkli mantar tiirlerinin bazilar1 oldukea iyi diizeyde
apoptotik etki gosterirken bir digeri apoptozis mekanizmasini ¢alistiramamaktadir. Arastirmam
kapsaminda ele alinan tiirlerin etkili 6ziitleri ile apoptozis denemeleri yapilmistir ve benzer bir sonuca
varilmistir. Calisilan tiirler arasinda T.terreum ve T.imbricatum Oziitlerinin farkli hiicre hatlarinda farkli
seviyelerde apoptozise yol actigi goriilmektedir. Buna karsin T arvernense’den elde edilen 6ziitiin
oldukea diisiik seviyelerde bu mekanizma iizerinde etkili oldugu bulunmustur (Sekil 2b). T.terreum etil
asetat O0ziitii uygulamasinda apoptotik hiicrelerin yani sira nekrotik hiicrelerde gozlenmistir ve HL-60
hiicre hattinda daha etkili bulunmustur (Sekil 2a). Diger taraftan 7.imbricatum metanol 6ziiti MCF-7
hiicre hattinda apoptozisi %60 seviyesinde uyarmustir (Sekil 2¢). Literatiir verilerine de bakildiginda
aragtirma kapsaminda c¢alisilan farkli mantarlarin hem hiicre hatti diizeyinde hem de apoptozis
mekanizmalarini uyarma seviyelerinde farkliliklarin olmasi igerdikleri etken maddeler ile baglantili bir
sonugtur.

Aragtirma kapsaminda ¢alisilmis olan T.terreum, T.arvernense ve T.imbricatum tirlerinden elde edilen
farkli oziitler her iki hiicre hattinda 20-40 mg/ml konsantrasyon araliginda hiicrelerin %50’sini inhibe
etmistir. Bu 0ziitler ile yapilan apoptozis arastirmalarinda ise 7.imbricatum metanol 6ziitii MCF-7 hiicre
hattinda 40 mg/ml konsantrasyonda %60’in {izerinde apoptotik hiicre 6liimiine yol agmustir. Mevcut
literatiir incelendiginde &zellikle Timbricatum tiriinden elde edilen verilerin bilim diinyasi i¢in yeni
oldugu ve yapilacak olan yeni aragtirmalara 1s1k tutacagi asikardir.
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