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LEPISTA NUDA’DAN ELDE EDIiLEN EKSTRAKTLARIN SITOTOKSIK
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Esin Hafize DEGIRMENCI

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Dog. Dr. Ali OZMEN
2016, 37 sayfa

Makrofunguslar  yiizyillardan  beri besin ve tedavi amacgli olarak
kullanilmaktadirlar. Makrofunguslar arasinda, iki bin yildan daha uzun zamandir
bilinmekte olan Ganoderma lucidum (Reishi, Ling Zhi) Cin’de oliimsiizliik
mantar1 olarak anilmaktadir. Cok sayida calisma bu mantarin kanser hiicreleri
tizerinde etkili oldugunu gostermektedir. Ganoderma oziitleri veya elde edilen
bilesikler hiicre dongiisiinii durdurmakta veya apoptotik hiicre Oliimiine yol
agmaktadir. Diger taraftan tez kapsaminda galigilacak olan Lepista nuda ile ilgili
biyolojik aktivite ¢aligmalarinin literatiirde yer aldig1 goriilmiistiir. Diger taraftan
ayni genusa ait bagka tlirlerden ve Lepista nudamin da dahil oldugu
Tricholomatacea familyast iiyelerinden aktif bilesiklerin izole edildigi

bildirilmisgtir.

Tez kapsaminda yenilebilir bir mantar tiirii olan Lepista nuda’dan polarite artisina
dayali ekstraksiyonlar yapilmistir. Elde edilen oziitler artan konsantrasyonlarda
HL-60 (16semi) ve MCF-7 (meme kanseri) kanser hiicre hatlarina uygulanmstir.
Pozitif kontrol olarak paklitaksel ve doksorubisin kullanilmigtir.

Her iki hiicre hattinda da Metanol 6ziitlerinin 40 mg/ml konsantrasyonlar etkili
bulunmustur. Oziit, HL-60 hiicre hattinda hem proliferasyon hem de apoptotik etki
bakimindan oldukga iyi diizeyde biyolojik aktivite gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Lepista nuda, HL-60, MCF-7, Proliferasyon, Apoptosis






ABSTRACT

DETERMINING THE CYTOTOXIC ACTIVITIES OF EXTRACTS
DERIVED FROM LEPISTA NUDA

Esin Hafize DEGIRMENCI

Master Thesis, Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ali OZMEN
2016, 37 pages

Macrofungi are used as food and for therapy since centuries. Among macrofungi,
Ganoderma lucidum (Reishi, Ling Zhi) known more than two thousand years and
called as mushroom of immortality in China. Numerous researches show that this
mushroom is effective on cancer cells. Ganoderma extracts or isolated compounds
cause cell cycle arrest or apoptotic cell death. On the other hand it was observed
that there are papers in the literature on biological activities of Lepista nuda which
will be studied in scope of this thesis. It was reported that active substances were
isolated from other species of the same genus and from members from
Tricholomataceae family also include Lepista nuda.

In scope of this thesis extractions depended on polarity increase was made from
edible mushroom Lepista nuda. Obtained extracts was applied to HL-60
(leukemia) and MCF-7 (breast cancer) cancer cell lines. As positive control
paclitaxel and doxorubicin was used.

40 mg/ml concentration of methanol extract was found effective on both cell lines.
The extract has showed fairly good level of biologic activity in HL-60 cell line
with regarded both proliferation and apoptotic effect.

Key Words: Lepista nuda, HL-60, MCF-7, Proliferation, Apoptosis
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ONSOZ

Hem tez ¢alismam hem de yaptigim diger biitiin islerim ve ¢alismalarimda bana
yol gosteren, zaman ayiran, yanimda oldugunu hissettiren ve her zaman herseyi
basaracagima inanmami saglayan ¢ok degerli tez danisman hocam Dog. Dr. Ali
OZMEN e tiim ictenligimle tesekkiir ederim.

Tez caligmamda mataryel ararken bilgisi, sabri, ictenligi ve tiim samimiyetiyle
bana yardimci olan ¢ok degerli babam Hasan DEGIRMENCI, degerli aile
dostumuz Mustafa DAG ve esi Sehnaz DAG’a tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Hayatimi her aninda yanimda olan sevgisini, fedakarligini, emegini, inancini
benden eksik etmeyen, hertiirli maddi manevi destekleri ile hep yanimda
oldugunu hissettiren her ne olursa olsun arkamda olan benim basarimi kendi
basarisi, hiiznimii kendi hiiznii bilen canim babam Hasan DEGIRMENCI ve
canim annem Miinevver DEGIRMENCI ye sonsuz tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca yalniz olmadigim hissettiren yaptigim her iste kendi basarilari
gibi sevinip mutlu olan tecriibe ve deneyimleri ile hayati daha ¢abuk kavramami
saglayan ve kiigiik yaslarda biiyliylip olgunlasmami saglayan benimle birlikte
sevinip iiziilen, hertiirlii desteklerini benden hig¢ eksik etmeyen annem ve babamin
bana hediye ettigi en degerli iki varligim, biricik ablalarim Bahar DEGIRMENCI
ve Banu DEGIRMENCT’ye ¢ok tesekkiir ederim.

Esin Hafize DEGIRMENCI
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KISALTMALAR DIiZiNi

LDL
HDL
NF-kB
AP-1
MIC
BHA
BHT
L1210
3LL
K-562
U-251
DU145
MCF-7
Hep-G2
KATO llI
AGS
NIH/3T3
HEK-293
MDA-MB231
HT-29
HL-60
ATCC
IC50
MTT

. Low-density lipoprotein
: High-density lipoprotein
. Nuclear Factor kappa B, transkripsiyon faktorii
: Activator protein-1, transkripsiyon faktori
: Minimum inhibitory concentration

: Butylated hydroxyanisole

: Butylated hydroxytoluene

: Mouse lymphocytic leukemia cells

: Lewis lung carcinoma

: Chronic myelogenous leukemia

: Glioblastoma cell line

: Human prostate cancer cell line

: Human breast adenocarcinoma cell line

: Liver hepatocellular carcinoma

: Human gastric carcinoma

: Human Caucasian gastric adenocarcinoma
: Mouse embryonic fibroblast cell line

: Human embryonic kidney

: Breast Adenocarcinoma

: human colorectal adenocarcinoma cell line
: Human promyelocytic leukemia cells

: American Type Culture Collection

: %50 inhibe edici konsantrasyon

: 3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide



rpm
PBS
DMSO
HO/PI
P.E.
E.A.
DIKL.
MET.
CD95L
TRIAL
TNF-a
ROS
DNA
Apaf-1
Bcl-2
Bcl-xL

Mcl-1

XIAP
Bax
Bid
Bak
Smac

G2/IM

: dakikadaki doniis say1si

: Phosphate-buffered saline

: Dimethyl sulfoxide

: Hoechst / Propidium iodide

- Petrol eteri

. Etil asetat

: Diklormetan

: Metanol

. Hiicre yiizey reseptorii (6liim reseptorii) ligandi
: TNF-related apoptosis-inducing ligand

: Tumor necrosis factor alpha

: Reactive oxygen species

: deoxyribonucleic acid,

. Apoptotic protease activating factor 1

: B-cell lymphoma 2, hiicre 6liimii diizenleyici protein

B-cell lymphoma-extra large, mitokondride transmembran
protein

. Myeloid Cell Leukemia 1, hiicre 6limii ve yasami arasinda
diizenleme yapan protein

: X-linked inhibitor of apoptosis protein, Apoptosis inhibitorii
: BCL2-Associated X Protein

: BH-3 interacting domain

: BCL-2 antagonist or killer

: Second mitochondria derived activator of caspase

: Hiicre dongiisii kontrol noktasi
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1. GIRIS

Tarihsel siire¢ iginde mantarlar incelenecek olursa iki farkli cografya dikkatleri
cekmektedir. Avrupa agisindan bakilacak olursa; 1700’1 yillarda Fransiz koyliiler
at arabasi yollarmin kenarlarinda, beyaz sapkali mantar olarak da bilinen kiiltiir
mantarmin (Agaricus bisporus) bol miktarda g¢iktigini tespit etmislerdir. Yol
kenarinda bulunan ve mantarin lizerinde ¢iktigi at giibresi ve saman karigimi
koyliilerin dikkatini ¢gekmistir. Bu karigimi alip ahirlarinda kendi yaptiklari saman
ve at digkis1 karisimina ilave eden koyliiler, ayni mantarin bu karisim tizerinde de
ciktigin1 belirlemislerdir (Wood ve Goodenough, 1977; Smith vd., 1995). Bu
tespitten giinlimiize kadar bir¢ok bilim dali tarafindan, Agaricus bisporus tizerinde
sayisiz arastirmalar yapilmistir. Bu giin diinyada en fazla iiretilen ve tiiketilen
mantar tiirli olarak bilinmektedir. Molekiiler biyolojik ¢alismalarin popiiler oldugu
2000’1 yillarin basinda makrofunguslar ile yapilan bir¢ok caligmada temel
organizma olarak bu mantar tiriiniin kullanildigi agik¢a goriilmektedir
(Sonnenberg, 2000; Stop ve Moolbroek, 1999).

Orta Asya’da ise 2000 yildan daha uzun zamandir bilinmekte olan Ganoderma
lucidum (Reishi, Ling Zhi) Cin’de 6liimsiizliik mantar1 olarak anilmaktadir. Japon
ve Cin kiiltirinde 6nemli bir yere sahip olan bu mantarin pek ¢ok ismi
bulunmaktadir. Japonlar Reishi ya da Mannentake, Cinliler ve Koreliler Ling Zhi
veya Ling Chi (Oliimsiizlik Mantar1) seklinde adlandirmaktadirlar. Ganoderma
lucidum, Bacidiomycetes sinifinda, Aphyllophorales ordosunun, Polyporaceae
(Ganodermataceae) familyasina ait bir tiirdiir. Latince’de “lucidus” parlak ya da
gdz alict anlamindadir. Son yillarda sadece Cin ve Japonya da degil Kuzey
Amerika ve Diinyanin diger bolgelerinde de tibbi yararlarmin kavranmasi
nedeniyle, Ganoderma lucidum un mantar meyvesi (basidiocarp) yetistirilmektedir
(Uysal, 2006).

1.1. Mantarlarin Genel Ozellikleri

Fungi aleminde yer alan Makrofunguslar; Basidiomycetes ve Ascomycetes
smiflarindan olugmaktadir. Klorofil icermezler. Hem eseyli hem de eseysiz olarak
sporla tireme gosterirler. Dogadaki en biiyiik islevleri organik maddeleri
parcalayarak karbon ve azot dongiisiine katkida bulunmaktir (Ustiin, 2011).



Makrofunguslar hif adi verilen ipliksi hiicreleri araciligi ile bulunduklart substrat
iizerinde vejetatif gelisimlerini siirdiiren canlilardir. Hiflerin olusturdugu agsi
yapiya misel denir ve misellerin birbirleriyle yaptigi anastomozlar sonucunda
¢oklu misel kiimeleri olusur. Generatif safha lireme birimlerinin de iginde
bulundugu makroskobik yapilar (fruktifikasyon yapis1 veya sporokarp) ile
karakterize edilir. Bu yapilar tiirlerin teshisinde oldukc¢a yaygin olarak
kullanilmaktadir. Morfolojik olarak farklilik arz eden fruktifikasyon yapilar
bulunduklar1 smiflar iginde farkli isimlendirilirler; Ascomycetes i¢in askokarp
veya Basidiomycetes i¢in basidiokarp gibi ornekler verilebilir (Alexopoulos vd.,
1996; Jennings ve Lysek, 1999).

1.2. Mantarlarin Kimyasal Bilesimi

Makrofunguslar insan sagligi agisindan onemli vitamin ve mineral maddeleri
icerirler. % 92 oraninda su igeren taze mantarn geri kalan kuru agirligmmn % 8
kismi protein, yag, karbonhidrat, vitaminler, kalsiyum, fosfor, potasyum, demir,
bakir, lif ve kiilden meydana gelmistir (Matilla vd., 2002).

Meyve ve sebzelerle kiyaslandiginda, iyi bir lisin, arginin, histidin ve treonin
kaynagidirlar. Insan beslenmesi icin gerekli tiim aminoasitleri igermektedirler,
buna ragmen triptofan seviyeleri kismen diisiiktiir. Ayrica mantarlar sodyum, klor,
bakir, demir, potasyum, brom, mangan, ¢inko, fosfor, kalsiyum, riboflavin,
nikotinik asit ve folik asit gibi mineral ve vitaminler acisindan da zengindirler
(Boztok, 1990; Kolcuoglu, 2005).

Mantarlar, birgok et ve siitten daha az ancak bir¢ok sebzeden daha ¢ok protein
iceren, kolayca sindirilebilir bir protein kaynagidir. Protein miktar1 (kuru agirlik)
%10-40 arasinda degisebilir. Mantarlar esansiyel tim aminoasitleri ig¢erir ancak
metiyonin, sistin ve siilfiir aminoasitlerini az miktarda bulundururlar(Smith vd.,
2002).

Mantarlar 6zellikle tiyamin (B1), riboflavin (B2), niyasin, biyotin ve askorbik asit
(C vitamini) gibi vitaminlerin kaynagidirlar. Sapkali mantar tiirleri, B1 (thiamin),
B2 (riboflavin), B3 (pantotenik asit), B5 (nikotinik asit), B7 (biothin) ve C
(askorbik asit) vitamini yoniinden zengin besinlerdir. Ayrica bu mantarlar folik
asit bakimindan da zengin oldugundan kansizlik tedavisinde kullanilabilir. Bazi



tirler fark edilebilir miktarda B-karoten ve ergosterol icerir (Bunlar ultraviyole
1sinlarina maruz kaldiklarinda aktif D vitaminine doniisiirler). Mantarlardaki ham
yaglar, yag asitleri mono-, di- ve tri- gliseritler, steroller, sterol esterleri ve
fosfolipidler dahil tiim ana lipid bilesenlerini icerir. Yag seviyeleri genelde diisiik
olup, kuru mantarin yaklasik % 2-8’ini olusturur. Hi¢ siiphesiz yenen mantarlarin
tazeyken ve iglendikten sonraki halleri bir¢ok insan i¢in, 6zellikle de vejetaryenler
icin 6onemli bir besin kaynagidir (Smith vd., 2002).

Karbonhidratlar kuru agirhigin yarisim meydana getirir.  Karbonhidratlar;
glukagon, mono-disakkaritler, seker alkolleri, glikojen ve kitin olup, temelde hiicre
duvarmin bilesenini olustururlar (Matilla vd., 2002).

1.3. Mantarlarin Kullanim Alanlari

Makrofunguslar ylizyillardan beri besin ve tedavi amach kullanilmaktadirlar.
Mantar proteininin sindirilebilme degeri %72-83 arasindadir. insan beslenmesi
icin gerekli esansiyel aminoasitlerden bagka tiim aminoasitleri igermektedir.
Ayrica mantarda ¢ok az yag bulunmasina ragmen esansiyel yaglar da dahil tiim
yag asidi ¢esitlerini igerir. Miikemmel bir folik asit kaynagidir. Folik asit
yetersizliginden ileri gelen aneminin tedavisinde mantar igeren diyet
kullanilmaktadir (Kalac, 2009).

Avrupa iilkelerinde dogada yetisen ¢ok sayida mantar tiirti lezzetli bir yiyecek
olarak tiiketilmektedir. Ancak bunlarin besin degerleri ile ilgili tam bir bilgi
mevcut degildir. Kuru madde miktar1 kg’da yaklasik 100 g’dir. Bu yapida en ¢ok
polisakkaritler ve proteinler bulunurken yag miktar1 oldukga disiiktiir. Tipik
karbonhidratlar kitin, glikojen, mannitol ve trehaloz (mikoz)’dur. Esansiyel
aminoasit oran1 beslenme agisindan uygundur. Diger taraftan mantarlar diisiik
enerjiye sahiptirler, sindirilmesi gii¢ lifler igerirler ve spesifik beta glukanlar
vardir. Antioksidan ozellige ve degisik lezzetlere sahiptirler. Bu o6zellikleri
bakimindan bir¢ok mantar tiirii hem arastiricilarin, hem de tiiketicilerin ilgisini
¢ekmektedirler (Kalac, 2009).

Giliniimiizde modern tekniklerin kullanimi ile makrofunguslardan biyokimyasal
metodlar ile degisik enzimlerin a¢iga cikarilmasi ve saflastirilmasi g¢alismalart
yapilabilmektedir (Pelaez vd., 1995; Silva vd., 2005; Saha vd., 2008). Ozellikle



mantarlar tarafindan tretilen lakkaz, ligninaz, mangan peroksidaz gibi bir¢cok
enzimin a¢iga c¢ikarilmasi endiistriyel mikrobiyoloji ve g¢evre alanindaki yeni
caligmalarin 6niinii agmistir (Beg vd, 2001; Hou vd., 2004; Boer vd., 2004).

Yenilebilir ve zehirli mantarlarin tarimda kullanimi agisindan insektisit ve bocek
beslenme engelleyici 6zelligi arastirilmistir. Bunun i¢in model bocek olarak
Drosophila melanogaster kullanilmistir. 175 farkli mantardan elde edilen govde
tozlar1 bocege karsi test edilmistir. Bunlardan 79 adetinin bdcek gelisimini inhibe
ettigi ve bu mantarlardan yeni bilesikler izole edilebilecegi bildirilmistir (Mier vd.,
1996).

Gida giivenligi agisindan antimikrobiyal ajanlarin gidalara eklenmesi dnemlidir.
Giliniimiizde gidalarin igerisinde yer alan antimikrobiyal ajanlarin ¢ogu sentetik
kimyasallardir. Aragtiricilar bunlarin yerini alabilecek dogal antimikrobiyal
bilesikler iizerinde ¢aligmaya devam etmektedirler. Bu bakimdan Lepista nuda
antibakteriyel aktiviteye sahip biyolojik olarak aktif bilesikler iceren yenilebilir bir
mantardir (Bo, 2012).

Guniimiizde makrofunguslar ile birgok bilim dali degisik aragtirmalar
yapmaktadir. Bagta ziraat olmak iizere biyoloji, gida, eczacilik, ¢cevre ve tip bilim
dallarinda makrofunguslar ile c¢aligmalar yapilmakta ve yeni c¢aligmalar
planlanmaktadir.

1.4. Yenilebilir ve Zehirli Mantarlar

Fungal alem icinde, makrofunguslar kendi i¢lerinde asagida gosterildigi sekilde
smiflandirilabilir. Temelde 3 ana sinif i¢inde toplanan makrofunguslarin yaklagik
icerdikleri tlir sayilar1 da yanlarina yazilmistir. (Watling, 2003; Chang, 1993;
Laessoe, 2002)

A- Yenilebilir Mantarlar 5020 adet
B- Yenilemeyen Mantarlar 2150 adet

C- Zehirli Mantarlar 1010 adet



Makrofunguslar dogada kendiliginden yetigenler ve kiiltlire alinanlar olarak iki
gruba ayrilirlar. Dogada kendiliginden yetisenler zehirli, yenen ve yenmez
mantarlar olarak ayirt edilir. Zehirli mantarlar muskarin, amanitin, falloidin,
fallosidin, fallidin, viridin, virosin gibi toksik maddeleri tagirlar. Bu toksinler
mide, barsak, safra, akciger ve sinir sistemine zarar verirler (Seeger ve Stijve,
1980).

1.5. Mantarlarin Tibbi Ozellikleri

Uzak Dogu kiiltlirlinde yemek ve ilag olarak kullanilan makrofunguslar {izerine
yapilan c¢alismalar giiniimiizde artarak devam etmektedir. Makrofunguslarin
tagimis olduklar1 tibbi oOzellikler {izerine yapilan c¢aligmalardaki etkiler c¢ok
cesitlidir. Kan basincinin kontrolii, antitimoér o6zelligi, bagisiklik sisteminin
giiclendirilmesi, antimikrobial etki, kolesterol seviyesinin kontrolii, antibiyotik
etkisi, antioksidant 6zelligi, kalp ritminin diizenlenmesi, antililserik etkisi, lipit
metabolizmasi tizerine etkileri, antidiabetik etkisi, anti-hiv aktivitesi, antiobesitik
aktivite, karaciger-bobrekler iizerinde koruyucu etkisi, antiviral etki, antiaeging
etki, seksuel hipofonksiyon tedavisi ve kan hiicrelerinin iretimine etkisi gibi
etkiler bu kapsamda sayilabilir. Mantarlar besin degerleri ve tibbi 6zelliklerinden
dolay1 insanlar tarafindan yaygin olarak tiiketilmektedir. Bu mantarlar antioksidan
ve antimikrobiyal 6zellik gdstermektedirler. Ayrica antikanser ve viicut savunma
sistemi agisindan zengin kaynaklar teskil etmektedirler. Bu bakimdan
mantarlardan elde edilen yeni kimyasallar gelecekte ¢ok daha 6nemli olacaklardir
(Ganeshpurkar vd., 2010).

Antimikrobiyal bilesikler i¢in dogal kaynaklar siirekli arastirilmaktadir. Bunlarin
igerisinde mantarlarin yeni antimikrobiyaller i¢in giizel bir kaynak olusturma
potansiyeli vardir. Mantarlar seskiterpenler, terpenler, steroidler, antrakinonlar,
benzoik asit tiirevleri ve kinolinler gibi sekonder metabolitlerin yan1 sira oksalik
asit gibi primer metabolitleri de i¢ermektedirler. Bunlarin diginda peptitler ve
proteinler bulunmaktadir. Literatiir verileri mantar Oziitlerinin 6zellikle gram-
pozitif bakterileri kars1 yiiksek diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterdigini
belirtmektedir (Alves vd., 2012).

Antioksidan aktiviteye sahip dogal trtinler Reaktif Oksijen Tiirlerine karsi

savunma mekanizmasini arttirirlar. Bu agidan beslenmede antioksidanlarin



tiikketilmesi oksidatif hasar1 azaltmaktadir. Bu bakimdan mantarlar da 6nem arz
etmektedir. Bir¢ok mantar tiirii arastiricilar tarafindan antioksidan igerik
bakimindan ele alinmistir ve bu kapsamda antioksidan bilesikler tanimlanmistir.
Bunlar fenolik bilesikler, tokoferoller, askorbik asit ve karotenoidlerdir. Dogada
yetisgen mantarlar insan saghigmi desteklemek acisindan  beslenmede
kullanilmalidir (Ferreira vd., 2009).

Mantarlar insanlar i¢in besin olmanin yani sira son zamanlarda insan saglig
iizerindeki olumlu etkilerinden dolay1 faydali besin grubuna girmislerdir. Bu
nedenle gida sanayisi hem kiiltiire edilen hem de dogada yetisen mantarlarla
ilgilenmeye baslamiglaridir. Mantarlar 6zellikle batida etkili olan ve 6liim orani
yiiksek olan kalp damar hastaliklar1 agisindan da onemli bulunmuslardir. Bazi
aragtirmalar mantarla beslenme sonucunda ¢esitli metabolik belirtegler diizeyinde
kalp damar hastaliklar1 riskinin azaldigini gostermistir. Bu metabolik belirtecler
LDL, HDL, kolesterol, a¢lik triagilgliserol miktari, homosistein, kan basinci ve
oksidatif hasarlardir (Guillamon vd., 2010).

121 mantar tiriiniin yaralanma durumunda sekonder metabolit degisimi
aragtirllmigtir.  Yara dokulari ve normal dokularin analizleri ince tabaka
kromatografisi ile yapilmistir. Ayrica antifungal, antibakteriyel ve nematisit
etkileri denenmistir. Yaralanma sonucu 55 tiirde belirgin sekonder metabolit
degisimi gozlenmistir ve bunlardan 26 adedi yiiksek seviyede biyolojik aktivite
gostermiglerdir (Stadler ve Sterner, 1998).

1.6. Kanser ve Mantarlar (Ganoderma lucidum)

Breene (1990), tiim mantarlar arasinda birkag tiiriin ya da ekstraktlarinin antitiimor
aktivitesi oldugu bildirilmistir. Bu tiirler: Agaricus bisporus, Auricularia auricula,
Collybia confluens, Coriolus versicolor, Flammulina velutipes, Ganoderma
applanatum, G. Lucidum, Lentinus edodes, Pholiota hameko, Pleutorus ostreatus,
Schizophyllum commune, Tremella fuciformis, Tricholoma matsutake ve
Volvariella volvacea.

Literatiir incelendiginde gore bugiine kadar kanser ile baglantili en etkili olarak
bilinen mantar tiir Ganoderma lucidum’dur.



Bu yenilebilir mantar insanlarin viicut direncinin korumakta ve uzun Omiirlii
olmalarina katkida bulunmaktadir. Bunun diginda; alerji, artrit (eklem iltihabi),
bronsit, gastrik ilser, hiperglisemi, hipertansiyon, kronik hepatit, uykusuzluk,
nefrit, sinir zayifligi, inflamasyon ve kanser gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmigtir. Misellerinden, gdvdelerinden veya sporlarindan ¢esitli biyolojik
aktivitelere sahip farkl bilesikler izole edilmistir ve bunlardan bazilari ¢esitli tibbi
ozellikler ile bagdastirilmistir (Sliva, 2003).

Ganoderma eski zamanlardan bu yana Cin’de kanser kemoterapisinde
kullanilmigtir. Ganoderma lucidum aktif transkripsiyon faktorii olan NF-KB ve
AP-1’i inhibe etmektedir. Diger taraftan meme ve prostat kanserlerinde invazif
hiicrelerin tutunmasini ve hareketini baskilamaktadir. Bu da tiimér baskilayici ve
yayilmasini engelleyici 6zelligini ortaya koymaktadir. Ganoderma lucidum’un
antikanser aktivitesi kanser hiicresi ¢aligmalar ile agikga ortaya ¢ikarilmistir. Bu
bakimdan meme ve prostat kanserinde gida takviyesi ve alternatif tedavilerde
kullanim potansiyeline sahiptir (Sliva, 2003).

1.7. Lepista Calisma Ornekleri

Lepista nuda’nin biyolojik aktivitelerinin arastirildig bir caligmada antioksidan ve
antimikrobiyal etkilerinin oldugu belirlenmis ve ¢aligmada kullanilan mantarlarin

beslenme agisindan degerli olduklari belirtilmistir (Barros vd., 2008).

Lepista nuda suslarmna ait kiiltiir filtratlar1 bitki patojeni fungus ve bakterilere karsi
cesitli seviyelerde antimirobiyal aktivite gostermistir (Chen ve Huang, 2009).

Bo (2012)’nun yapmis oldugu bir ¢aligmada Lepista nuda antibakteriyel aktiviteye
sahip biyolojik olarak aktif bilesikler iceren yenilebilir bir mantardir. Bu ¢alisma
kapsaminda bu mantarin 6ziitii ¢esitli gida patojenleri iizerinde MIC testi ile
denenmistir. Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, E. coli O157:H7
ve Staphylococcus aureus bakterileri kullamilmistir. Calisgma sonucunda
patojenlerin gelismesi 6nemli diizeyde inhibe olmustur.

Bir bagka calismada iclerinde Lepista nuda nin da bulundugu mantarlardan elde
edilen metanol oOziitleri antioksidan o&zellikleri bakimindan arastirilmiglardir.
Standart antioksidan bilesikler BHA (butylated hydroxyanisole), BHT (butylated
hydroxytoluene) ve a-tocopherol ile etkileri karilastirilmistir. Mantar 6ziitlerinin



100 mg/ml konsantrasyonlarinin gosterdikleri etki standart bilesiklerin 400
mg/ml’de gosterdikleri etkiden daha yiiksek bulunmustur (Elmastas vd., 2007).

Mercan vd. (2006) tarafindan yapilan bir ¢aligmada Lepista nuda’dan elde edilen
etanol Oziitleri antioksidan kapasiteleri ve antimikrobiyal aktiviteleri bakimindan
arastirtlmustir. L.nuda etanol Oziitiiniin linoleik asit inhibisyon degeri 160ug/ml
konsantrasyonda %84.3 (BHA: %98.9, tokoferol: %99.2) bulunmustur. Bunun
disinda Micrococcus flavus, Micrococcus luteus, Bacillus cereus, Yersinia
enterocolitica, Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis ve Escherichia coli
bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivite gostermistir ancak Candida albicans’a

kars1 etkili bulunmamastir.

Tricholomatales ordo’sundan iglerinde Lepista cinsine ait mantarlarin da
bulundugu 22 adet mantardan metanol 6ziitleri hazirlanmigtir. Bunlar fare kanser
hiicre hatlart (L1210 ve 3LL) iizerinde sitotoksik aktivite bakimindan
arastirllmigtir. En az bir fare hiicre hattinin bdliinmesini engelleyen 8 adet 6ziit 4
adet insan kanser hiicre hattina kars1 (K-562, U251, DU145, MCF7) denenmistir.
20 mg/ml konsantrasyonlarinda en azindan bir hiicre hattinda hiicrelerin yaklagik
%50’sini 6ldiirmiislerdir (ICsp). Bunlarin igerisinde Lepista inversa, pozitif kontrol
olarak kullanilan Taxus baccata kabuk ekstraktinin (Taxol) etkisi ile aym veya
daha iyi diizeyde kullanilan 4 hiicre hattinda da etkili bulunmustur (Bezivin vd.,
2002).

Lee vd. (2005) tarafindan Lepista nuda mantarina ait 6ziit insan kanser hiicreleri (
HepG2, KATO III, AGS) tizerinde denenmistir. Bu ¢aligmada ¢esitli yollarla elde
edilen oziite ait fraksiyonlar kanser hiicre hatlarinin her ti¢iiniin de boliinmelerini
inhibe etmistir. Etki diizeyi 0,5 ve 1 mg/ml araliginda %71,4 ile %91,8 gibi
kuvvetli olmustur.

Avusturalya da iglerinde Lepista nuda’nin da bulundugu 15 adet mantardan elde
edilen etanol, soguk ve sicak su Oziitleri sitotoksik aktivite bakimindan normal fare
fibroblast hiicreleri (NIH/3T3), saglikli insan bobrek epiteli hiicreleri (HEK-293)
ve 4 adet kanser hiicre hatt1 (AGS, MDA-MB-231, MCF7, HT-29) {izerinde MTT
yontemi ile denenmistir. Bu ¢alismada Lepista nuda’nin bazi oziitleri 1 veya 2
kanser hiicre hattina kars1 iyi diizeyde etkili bulunmustur (Beattie vd., 2011).



Lepista nuda’dan izole edilen yeni bir Metalloproteaz; hepatoma (HEP-G2) ve
losemi (L1210) kanser hiicre hatlarinda denenmistir. ICsy degerleri sirasiyla 4.99
uM ve 3.67 uM olarak bulunmustur (Wu vd., 2011).

1.8. Lepista nuda’nin Kimyasal Icerigi

Portekiz’de dogal olarak yetisen mantarlarin kimyasal bilesimi ve biyolojik
aktiviteleri arastirilmistir. Bu mantarlarin arasinda Lepista nuda’da bulunmaktadir.
Bu calismaya gore arastirilan mantarlar ¢ok kullanish bitki kimyasallari
icermektedirler. Bunlar fenolikler, tokoferoller, askorbik asit ve karotenodilerdir
(Barros vd., 2008).

Portekiz’de yapilan bir arastirmada dogada yetisen 16 farkli mantar tiirliniin
fenolik asit igerikleri arastirilmistir (Barros vd., 2009).

Yapilan bir ¢alismada farkli ortamlardan toplanan Lepista nuda mantarlarinin ve
farkli ortamlarda ¢ogaltilan misellerinin kimyasal igerik degisimleri ve antioksidan
ozellikleri aragtirllmigtir. Makrofunguslardan endiistriyel dlgekli biyolojik olarak
aktif bilesiklerin elde edilmesi asamasinda farkli kiiltiir ortamlarindaki kimyasal
degisimler 6nem tagimaktadir. Bu bakimdan yapilmis olan bir ¢alisma kapsaminda
farkli kiiltiir ortamlarinda ¢ogaltilan misellerde ve farkli habitatlardan toplanan
mantarlarda kimyasal icerik bakimindan degisiklikler gozlenmistir. Ayrica
antioksidan aktiviteleri de ortaya konulmustur (Pinto vd., 2013).

6 adet dogada yetisen mantar tiriiniin ugucu fraksiyonlarmdaki sekonder
metabolitler arastirilmistir. Bunlarin igerisinde Lepista huda da yer almaktadir.
Belirlenen 46 adet ugucu bilesik 5 kimyasal kategoride siiflandirilmistir: alkoller,
aldehitler, ketonlar, seskiterpen benzeri bilesikler ve terpenler (Malheiro vd.,
2013).

Tez konusu kapsaminda ¢alisilmis olan Lepista nuda, mantarindan elde edilen
oOziitler iki kanser hiicre hattt (HL-60, MCF-7) iizerinde denenmistir. Her iki hiicre
hattinda da boliinmeyi engelleyici aktivite ve apoptozis bulgular elde edilmistir.
Bu nedenle bu mantar tiiriiniin biyolojik aktivite gosterecek bilesikler igerebilecegi
diistintilmiistiir.
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Bu caligmanin amaci; yenilebilir bir mantar olan Lepista nuda isimli mantarin,
ticari olarak iiretilmekte olan ve kapsiil veya cay gibi lrlinler seklinde satist
yapilan Ganoderma lucidum mantarina karst en azindan bu c¢aligma kapsaminda

kanserler iizerindeki etkinligi ile alternatif olarak ortaya ¢ikartilmasidir.



11

2. KAYNAK OZETLERI

Breene (1990), tiim mantarlar arasinda birkag tiiriin ya da ekstraktlariin antitimér
aktivitesi oldugu bildirilmistir. 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.

Ganoderma lucidum isimli mantar insanlarin viicut direncinin korumakta ve uzun
Oomiirlii olmalarma katkida bulunmaktadir. Bunun disinda; alerji, artrit (eklem
iltihab1), bronsit, gastrik {tlser, hiperglisemi, hipertansiyon, kronik hepatit,
uykusuzluk, nefrit, sinir zayiflig1, inflamasyon ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmistir. Misellerinden, govdelerinden veya sporlarindan gesitli
biyolojik aktivitelere sahip farkli bilesikler izole edilmis ve bunlardan bazilari
cesitli tibbi 6zellikler ile bagdagtirilmistir (Sliva, 2003).

Ganoderma eski zamanlardan bu yana Cin’de kanser kemoterapisinde
kullanilmigtir. Ganoderma lucidum aktif transkripsiyon faktorii olan NF-KB ve
AP-1’1 inhibe etmektedir. Diger taraftan meme ve prostat kanserlerinde invazif
hiicrelerin tutunmasini ve hareketini baskilamaktadir. Bu da tiimor baskilayici ve
yayillmasini engelleyici 6zelligini ortaya koymaktadir. Ganoderma lucidum’un
antikanser aktivitesi kanser hiicresi ¢alismalari ile agik¢a ortaya cikarilmigtir. Bu
bakimdan meme ve prostat kanserinde gida takviyesi ve alternatif tedavilerde
kullanim potansiyeline sahiptir (Sliva, 2003).

Lepista nuda’nin biyolojik aktivitelerinin arastirildigi bir caligmada antioksidan ve
antimikrobiyal etkilerinin oldugu belirlenmis ve ¢alismada kullanilan mantarlarin
beslenme agisindan degerli olduklar1 belirtilmistir (Barros vd., 2008).

Clitocybe nuda (Lepista nuda) suslarina ait kiiltiir filtratlar1 bitki patojeni fungus
ve bakterilere karsi ¢esitli seviyelerde antimirobiyal aktivite gostermistir (Chen ve
Huang, 2009).

Clitocybe nuda antibakteriyel aktiviteye sahip biyolojik olarak aktif bilesikler
igeren yenilebilir bir mantardir. Bu ¢aligma kapsaminda bu mantarin 6ziitli ¢esitli
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gida patojenleri iizerinde MIC testi ile denenmistir. Listeria monocytogenes,
Salmonella typhimurium, E. coli O157:H7 ve Staphylococcus aureus bakterileri
kullanilmisgtir. Calisma sonucunda patojenlerin gelismesi 6nemli diizeyde inhibe
olmustur (Bo, 2012).

Iglerinde Lepista nuda 'mn da bulundugu mantarlardan elde edilen metanol &ziitleri
antioksidan ozellikleri bakimindan arastirilmislardir.  Standart antioksidan
bilesikler BHA (butylated hydroxyanisole), BHT (butylated hydroxytoluene) ve a-
tocopherol ile etkileri karilastinlmigtir. Mantar oziitlerinin 100 mg/ml
konsantrasyonlarinin  gosterdikleri etki standart bilesiklerin 400 mg/ml’de
gosterdikleri etkiden daha yiiksek bulunmustur (Elmastas vd., 2007).

Lepista nuda’dan elde edilen etanol Oziitleri antioksidan kapasiteleri ve
antimikrobiyal aktiviteleri bakimindan arastirilmistir. L.nuda etanol Oziitiiniin
linoleik asit inhibisyon degeri 160ug/ml konsantrasyonda % 84.3 (BHA: % 98.9,
tokoferol: %99.2) bulunmusgtur. Bunun disinda Micrococcus flavus, Micrococcus
luteus, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus,
Salmonella enteritidis ve Escherichia coli bakterilerine karsi antimikrobiyal
aktivite gostermistir ancak Candida albicans’a kars1 etkili bulunmamigtir (Mercan
vd., 2006).

Tricholomatales ordo’sundan iglerinde Lepista cinsine ait mantarlarin da
bulundugu 22 adet mantardan metanol 6ziitleri hazirlanmistir. Bunlar fare kanser
hiicre hatlart (L1210 ve 3LL) {izerinde sitotoksik aktivite bakimindan
aragtirllmigtir. En az bir fare hiicre hattinin bdliinmesini engelleyen 8 adet 6ziit 4
adet insan kanser hiicre hattina kars1 (K-562, U251, DU145, MCF7) denenmistir.
20 mg/ml konsantrasyonlarinda en azindan bir hiicre hattinda hiicrelerin yaklasik
%350’sini oldiirmiislerdir (ICsp). Bunlarin igerisinde Lepista inversa, pozitif kontrol
olarak kullanilan Taxus baccata kabuk ekstraktinin (Taxol) etkisi ile ayni veya
daha iyi diizeyde kullanilan 4 hiicre hattinda da etkili bulunmustur (Bezivin vd.,
2002).

Lepista nuda mantarina ait 6ziit insan kanser hiicreleri ( HepG2, KATO III, AGS)
iizerinde denenmistir. Bu c¢aligmada ¢esitli yollarla elde edilen Oziite ait

fraksiyonlar kanser hiicre hatlarmin her ii¢iiniin de boliinmelerini inhibe etmistir.
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Etki diizeyi 0,5 ve 1 mg/ml araliginda %71,4 ile %91,8 gibi kuvvetli olmustur
(Lee vd., 2005).

Avusturalya da iglerinde Lepista nuda’nin da bulundugu 15 adet mantardan elde
edilen etanol, soguk ve sicak su oziitleri sitotoksik aktivite bakimindan normal fare
fibroblast hiicreleri (NIH/3T3), saglikli insan bobrek epiteli hiicreleri (HEK-293)
ve 4 adet kanser hiicre hatt1 (AGS, MDA-MB-231, MCF7, HT-29) iizerinde MTT
yontemi ile denenmistir. Bu ¢aligmada Lepista nuda’nin bazi oziitleri 1 veya 2
kanser hiicre hattina kars1 iyi diizeyde etkili bulunmustur (Beattie vd., 2011).

Lepista nuda’dan izole edilen yeni bir Metalloproteaz; hepatoma (HEP-G2) ve
16semi (L1210) kanser hiicre hatlarinda denenmistir. ICsy degerleri sirasiyla 4.99
UM ve 3.67 uM olarak bulunmustur (Wu vd., 2011).

Portekiz’de yabani olarak yetisen mantarlarin kimyasal bilesimi ve biyolojik
aktiviteleri arastirilmistir. Bu mantarlarin arasinda Lepista nuda’da bulunmaktadir.
Bu calismaya gore arastirilan mantarlar ¢ok kullanish bitki kimyasallari
icermektedirler. Bunlar fenolikler, tokoferoller, askorbik asit ve karotenodilerdir
(Barros vd., 2008).

Portekiz’de yapilan bir arastirmada dogada yetisen 16 farkli mantar tiirliniin
fenolik asit igerikleri arastirilmistir (Barros vd., 2009).

Yapilan bir caligmada farkli ortamlardan toplanan Lepista nuda mantarlarinin ve
farkli ortamlarda ¢ogaltilan misellerinin kimyasal icerik degisimleri ve antioksidan
ozellikleri arastirilmistir. Makrofunguslardan endiistriyel 6lgekli biyolojik olarak
aktif bilesiklerin elde edilmesi asamasinda farkli kiiltiir ortamlarindaki kimyasal
degisimler 6nem tagimaktadir. Bu bakimdan yapilmig olan bir ¢aligma kapsaminda
farkli kiiltiir ortamlarinda ¢ogaltilan misellerde ve farkli habitatlardan toplanan
mantarlarda kimyasal igerik bakimindan degisiklikler gozlenmistir. Ayrica
antioksidan aktiviteleri de ortaya konulmustur (Pinto vd., 2013).

6 adet dogada yetisen mantar tiirliniin ucucu fraksiyonlarindaki sekonder
metabolitler arastirilmigtir. Bunlarin igerisinde Lepista huda da yer almaktadir.
Belirlenen 46 adet ugucu bilesik 5 kimyasal kategoride siniflandirilmistir: alkoller,
aldehitler, ketonlar, seskiterpen benzeri bilesikler ve terpenler (Malheiro vd.,
2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Lepista nuda, Tricholomataceae familyasinda yer almaktadir. Yenilebilir bir
mantardir. Sapkasi, menekse veya leylak renginde olabilir. Spor baskisi agik
pembe renklidir. Halk arasinda; Karaman civarinda Mor mantar, Bolu boélgesinde
ise Mavi cincile olarak adlandirilmaktadir.

3.1. Mantarin Toplanmasi

Calismada kullanilmak {izere segilen mantar; 1) Edirne-Kesan, Yerlisu kdyii; cam
ormani-acik alan, 2) Edirne-Kesan, Karatepe mevkii; ¢am ormani arasindan
Kasim ayinda, ayrica Konya Bozkir Harmanpinar koyii yayla altindan, 1300 m
rakimdan Mayis aymda toplanmistir. Toplanan mantar Ornekleri Mugla
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Yrd. Dog.
Dr. Hakan Alli tarafindan tayin edilmistir. Ornekler ¢esme suyu ile yikanarak
paketlenmis ve denemeler yapilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir. Ayrica
herbaryum 6rnekleri de hazirlanmis, numara verilerek etiketlenmis ve kayit altina
almmustir.  Adnan Menderes Universitesi Biyoloji Boliimii AYDN  kodlu
herbaryumunda saklanmaktadir

3.2. Mantarlardan Ekstraktlarin Elde Edilmesi

3.2.1. Kimyasallar

Ekstraksiyon igin Petrol eteri, Etil asetat, Diklormetan ve Metanol kullanilmistir
3.2.2. Mantarlarin Ekstraksiyonu ve Coziiciilerin Uzaklastirilmasi

- 80 °C’de dondurulmus olan materyal liyofilizatér yardimi ile kurutulmustur.
Mantarlarin liyofilizasyon Oncesi yas agirliklar1 ve liyofilizasyon sonrast kuru
agirliklarn  belirlenmistir. Daha sonra soksalet, calkalayici ve evaporator
kullanilarak; Petrol eteri, Etil asetat, Diklormetan ve Metanol ekstraktlari
hazirlanmigtir. Ekstraksiyon i¢in kullanilmis olan bu ¢oziiciiler polarite 6zellikleri
g6z oniinde bulundurularak secilmistir.
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3.2.2.1. Petrol Eteri Ekstrakti

Kaynama noktas::  30-40 °C
Dielektrik sabitesi: 2-2.2

Kurutulmus 6rnegin ekstraksiyonu soksalet cihazinda 10 ml/g olacak sekilde
Petrol eteri ile yikanarak yapilmistir. Ekstraksiyona o6rnek haznesindeki eter
renksiz oluncaya kadar devam edilmistir. Ornekleri giines 1s18min etkisinden
korumak i¢in, soksalet aliiminyum folyo ile kaplanmis. Ekstraksiyon

tamamlandiktan sonra eter, evaporatér ile 40 °C’de uzaklastirilmustir.
3.2.2.2. Etil Asetat Ekstrakt

Kaynama noktasi:  76,5-77,5°C
Dielektrik sabitesi: 6
Formiil: CH3COOC2H5

Soksalet kartugsunda kalan mantar kalintis1 kurutularak 10 ml/g olacak sekilde etil
asetat ile karanlikta muamele edilmistir. Ekstraksiyon islemi agzi1 kapakl
erlenlerde, oda sicakliginda ve calkalanarak yapilmistir. Mantar kalintisi, ekstreler
renksizlesinceye kadar tekrar tekrar etil asetat ile muamele edilmis ve elde edilen
ekstreler, filtre kagidindan siiziilerek birlestirilmistir. Etil asetat, evaporatdrde 75
%C’de buharlagmaktadir.

3.2.2.3. Diklormetan Ekstrakti

Kaynama noktas::  39.8-40 °C
Dielektrik sabitesi: 9.1
Formiil: CH,CI,

Kurutulmus o6rnegin ekstraksiyonu; 10 ml/g ¢oziicii olacak sekilde soksalet
yardimu ile yapilmistir ve ¢oziicii evaporatdrde 40 °C’de uzaklastirilmustir.

3.2.2.4. Metanol Ekstrakti

Kaynama noktas::  64.7 °C
Dielektrik sabitesi: 32.6
Formil: CH3;0OH
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Diklormetan ekstraksiyonundan ¢ikan mantar kalintis1 kurutularak 10 ml/g olacak
sekilde metanol ile karanlikta muamele edilmistir. Ekstraksiyon islemi agzi
kapakli erlenlerde, oda sicakliginda ve calkalanarak yapilmistir. Mantar kalintist
ekstreler renksizlesinceye kadar tekrar tekrar metanol ile muamele edilmis ve elde
edilen ekstreler, filtre kagidindan siiziilerek birlestirilmistir. Metanol, evaporatorde
65 °C’de uzaklagsmaktadir.

Elde edilen ekstraktlar tartimlar1 yapilarak kapakli tiiplerin igerisine alinmig ve

aktivite kaybina engel olmak amaciyla —80 °C’de saklanmustr.
3.2.3. Elde Edilen Ekstraktlarin Coziinmesi

Mantar ekstraktlart sitotoksik degerlendirmede kullanilmak tizere %100 etanol
icerisinde ¢Ozdiiriilmiistir. Bu asamadaki calismalar; -80 °C’den ¢ikarilan
ekstraktlarin aktivitelerinin kaybolmasint engellemek amaciyla buz iizerinde
yapilmigtir. Ekstraktlarin iizerine bir defada 500 pl olmak iizere etanol ilavesi
yapilmig ve her ilaveden sonra sonikator yardimi ile ekstraktlar ¢ozdiirtilmiistiir.
Ekstraktlar1 ¢6zmek igin kullanilabilecek olan maksimum etanol miktar1 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 yiiksek
miktarlarda alkol kullanildiginda hiicrelerin normal ¢ogalmalar etkilenmektedir.

Kullanilan ¢ozilicii miktarlarina bagli olarak elde edilen ¢6ziinmiis mantar
ekstraktlarinin yogunlugu, kuru agirlik goéz 6niinde bulundurularak g/ml cinsinden
stok deger olarak hesaplanmistir. Yine mantarlarin etkileri arasinda karsilastirma
saglayabilmek amaciyla kullanilan ¢oziicii miktarlarinin esit olmasina dikkat
edilmis veya stok ¢ozeltiler esit degerlerde hazirlanmustir.

Sitotoksik degerlendirmede kullanilmak {izere ¢6ziinmiis ekstraktlar sogutuculu
santrifiijde +4 °C’de, 12.000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir. Buradan elde edilen
siipernatantlar bagka bir tiipe aktarilarak geriye kalan pelletler de -80 °C’de
saklanmugtir. Sitotoksik degerlendirmede siipernatantlar kullanilmistir.
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3.3. Hiicre Kiiltiirii

3.3.1. Hiicrelerin ve Kiiltiir Ortamlarinin Temini

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

3.3.2. Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Ekstrakt Uygulamalari

Dondurulmus olarak bulunan hiicre hatlari, denemelerde kullanilmak tizere 37 °C’
lik su banyosunda 1-2 dakikada yavasca calkalanarak hiicrelerin ¢6ziinmesi
saglanmigtir. Tiip icerigi 15 ml’lik bir santrifiij tiipline aktarilip tizerine 3-4 ml 1lik
ortam ilave edilmis ve 800 rpm’ de oda sicakliginda 5 dk santrifiijlenmistir.
Stipernatant uzaklastirilip pellet yeni 1lik kiiltiir ortaminda resiispanse edilip
hiicreler kiiltiir siselerine aktarilmstir. Bu hiicreler 37 °C’de %5 CO, ve %96 nem
iceren atmosferde ¢ogalmaktadir.

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 tizere uygulanmistir. Kontrol ve uygulama gruplarindaki canli hiicreler
MTT [3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] boyama
yonteme ile belirlenmistir. Sar1 renkli MTT canli hiicrelerin mitokondrisinde mor
renge doniismektedir. Daha sonra renklenmis olan bu ¢dzeltinin Olglimii
spektrofotometre ile 500-600 nm dalga boyu aralifinda olgiilebilmektedir. Renk
doniigimii  ancak  mitokondriyal rediiktaz enzimleri aktif oldugunda
gerceklesebilmektedir. Bu nedenle renk doniisiimii direkt olarak canli hiicre sayisi
ile iliskilendirilebilmektedir.

MTT boyama solusyonu PBS (5 mg/ml) igerisinde hazirlanmistir. Olugan
formazan kristallerini ¢6zmek i¢cin DMSO kullanilmigtir. Hiicrelerle ilgi denemeler
well-plate igerisinde yapilmistir. Denemenin sonunda 100 pl ye 20 pl olmak tizere
hazirlanmig MTT boyasindan ilave edilmistir. 3,5-4 saat CO,’li etiivde inkiibasyon
sonrast medium uzaklastirilmistir. PBS ile yikamadan direkt 150 pl MTT ¢oziicii
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solusyondan ilave edilmistir. Aliminyum folyo ile sarilip 15 dk. g¢alkalayicida

calkalandiktan sonra 590 nm dalga boyunda absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.

Biitiin mantar 6ziitii denemeleri 3 tekrarli yapilmistir. Steril kiiltiir siseleri ve well
plate lizerine numara, uygulama grubu, kullanilan ¢oziicii, hiicre hatt1 tipi ve tarih
bilgileri yazilmistir. Her deneme igin iki adet kontrol grubu kullanilmistir. Bir
kontrol grubu sadece ortami1 ve kullanilan hiicreyi igermektir. Diger kontrol grubu
ise ilave olarak ekstraktin uygulama esnasinda igerisinde ¢6ziindiigli ¢oziicliniin
(Etanol) maksimum konsantrasyonunu igermektedir. Ekstraktin icerisinde
¢Ozilindiigli ¢Oziiciinin miktar1 géz Oniinde bulundurularak stok c¢ozeltinin
yogunlugu g/ml olarak hesaplanmistir. Mantar ekstraktlarinin uygulama
konsantrasyonlar1 10 mg/ml, 20 mg/ml ve 40 mg/ml olarak belirlenmistir.
Belirlenen konsantrasyonu elde etmek iizere stok ¢ozeltilerden alinacak miktarlar
kullanilacak hiicre kiiltiirii ortaminin miktar1 da (0,5 ml, 1 ml, 5 ml veya 10 ml)
gdz Oniinde bulundurularak hesaplanmistir. Biitiin bu hesaplamalar Excel
cizelgesine aktarilmistir.

Biitiin ¢aligmalar steril kabin igerisinde yiriitilmiistiir ve steril tek kullanimlik
pipetler kullanilmistir. Eldivenler ve steril kabin icerisine sokulacak diger
malzemeler %70’lik alkol ile steril edilmistir.

Kiiltiir sisesi hazirlarken o6ncelikle kullanilacak olan hiicre hattinin hiicre
yogunlugu belirlenmistir. Hazirlanacak olan kiiltiiriin miktar1 da gz Oniinde
bulundurularak son konsantrasyon ml’de 10.000-100.000 hiicre olacak sekilde
ayarlanip bu hesaplamalara gore stok siseden gerekli miktar almip yeni kiiltiir
sisesine eklenmistir. ilgili ekstraktlar ve kontrol grubu kimyasallar1 bu asamada
eklenmistir.

3.3.3. Canh Hiicre Sayim

Her bir uygulama grubunda canli hiicre verileri 72 saatlik siirelerde MTT yontemi
ile elde edilmistir ve ¢izelgeye aktarilmistir. Elde edilen verilerden proliferasyon
hesab1 su sekilde yapilmustir.

(Canl1 hiicreler)%=

(Uygulama yapilmis drnege ait OD degeri / Kontrole ait OD degeri) x 100
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3.4. Apoptozis ve Nekrozis Yontemi

Apoptotik ve nekrotik etkiyi belirlemek igin; hiicreler kiiltiir siselerinde diisiik
yogunlukta ¢ogaltilmistir ve boliinmeyi engelleyici aktivite verilerine gore etkili
bulunan se¢ilmis mantar ekstraktlarinin etkili konsantrasyonlar1 ile muamele
edilmistir. Hiicreler HO/PI (Hoechst 33258 / Propidium lodide) yontemiyle
boyanarak apoptotik ve nekrotik etki gdsteren ekstraktlar belirlenmistir (Grusch,
vd, 2002, Huettenbrenner, vd.,2003).

Hoechst 33258 / Propidium Iodide (HO/PI) boyama ile hiicre dliimiiniin tespiti
yontemin avantaji canli, apoptotik ve nekrotik hiicreleri ayirt etmeye olanak
saglamasidir. Bu amagla, hiicreler 10.000-100.000/ml yogunluk araliginda sigelere
aktarilir. Daha sonra ekstraktlar etkili konsantrasyonlarda 48 siirede hiicre kiiltiiri
ortamina uygulanir. HO/PI boya karigimi 200 pl/200 pl (1:1) olmak iizere
karigtirilir ve tizerine 600 pl steril su ilavesi 1000 ul’ye tamamlanir. Pipetleme ile
reslispanse edilir ve boya kullanincaya kadar karanlikta saklanir. Ekstrakt
uygulamasi siiresi sonunda hiicre kiiltiirii ortamidan 50 pl alinir ve iizerine 5 pl
HOY/PI boyasi ilave edilir. Boyanin floresan 6zelligini 1g1ikta kaybetmesi nedeni ile
boyama islemi direkt 151k almayacak sekilde steril kabin igerisinde yapilir. Daha
sonra 1 saat 37 °C° de %5 CO; ve %96 nem igeren ortamda inkiibe edilir. Siire
sonunda bir lam {izerine 30’ar pl 6rnek alinip damlatilir ve floresan mikroskop
altinda UV 15181 ve DAPI filtresi ile incelenip mikroskobik fotograflar cekilir.
Cekilen fotograflardan canli hiicreler, apoptotik hiicreler ve nekrotik hiicreler
sayilarak oranlar1 belirlenir (Grusch et al., 2002, Huettenbrenner et al.,2003). Bu
hiicre tiplerine ait mikroskobik fotograflar Sekilde yer almaktadir. Burada yer alan
fotograflarda; mavi renkli ve tam boyanmis hiicreler normal hiicreleri (a), mavi
renkli ve parcali (apoptotik cisimcikler) boyanmis hiicreler erken apoptotik
hiicreleri (b), mavi-pembe renkli ve parcali (apoptotik cisimcikler) boyanmig
hiicreler ge¢ apoptotik hiicreleri (¢) ve pembe renkli tam boyanmis hiicreler de
nekrotik hiicreleri (d) temsil etmektedir.
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a- normal hiicre b- erken apoptotik
C- gec apoptotik d- nekrotik hiicre

Sekil 3.1. HO/PI Boyama: normal hiicre (a), erken apoptotik (b), ge¢ apoptotik (c)
ve nekrotik hiicre (d) ayrimi1 [ M.B. 10x10 (Foto: Ali OZMEN-2007)]

3.5. Istatistiki Degerlendirme

GraphPad 4.0 analiz programi ile kontrol ve uygulama gruplari arasindaki
farkliliklar hesaplanmigtir. Standart hatalari igeren grafikler hazirlanmugtir.
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4. BULGULAR

Tez calismast 3 temel asamada gergeklestirilmistir. Bu asamalar; materyalin
toplanmas1 ve ekstraksiyonu, boliinmeyi engelleyici aktivitenin belirlenmesi ve
apoptotik etkinin belirlenmesi asamalaridir. Bu kapsamda toplanan mantarlardan
oziitler elde edilmistir. Devaminda, boliinmeyi engelleyici aktiviteler HL-60 insan
l6semi hiicre hattt ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 kullanilarak belirlenmis ve
en etkili oziit tiplerinin hiicrelerin %50’sini 6ldiiren konsantrasyonlari segilmistir.

Secilen oziitler ile apoptotik etkiler belirlenmistir.

Calismadan elde edilen bulgular yukarida belirtilen siralamaya gore asagida

sunulmaktadir.
4.1. Boliinmeyi Engelleyici Aktivite Bulgular:

HL-60 ve MCF-7 hiicreleri yontemde de belirtildigi gibi ml’de 100.000 (0,1 x
10°%) hiicre olacak sekilde kiiltiir sisesinde gogaltilmistir ve mantar oziitleri artan
konsantrasyonlarda (10, 20 ve 40 mg/ml) 72 saat olmak iizere uygulanmistir. Daha
sonra hiicrelerin %50’sini 6ldiiren konsantrasyon (I,Csp) MTT yontemi ile
belirlenmistir. Denemeler sonucu elde edilen proliferasyon verileri sekilde
grafikler seklinde sunulmustur. Boliinmeyici engelleyici aktivitesi ile ilgili
bulgular sekillerin altinda agiklama olarak verilmistir.



22

Lepista nuda, HL60
(Petrol Eteri, Etil Asetat, Diklormetan, Metanol,
Doksorubisin, Paklitaksel )

100

50

%Boliinme

Kontrol
P.E. 10 mg/ml
P.E. 20 mg/ml
P.E. 40 mg/ml
E.A. 10 mg/ml
E.A. 20 mg/ml
E.A. 40 mg/ml
DIKL. 10 mg/ml
DIKL. 20 mg/ml
DIKL. 40 mg/ml
MET. 20 mg/ml -
MET. 40 mg/ml

Kontrol+Etanol
Doksorubisin 0,5 ;M -fE

Paklitaksel 0,5 ;M =

Konsantrasyonlar
*p<0,05, One way ANOVA

Sekil 4.1. Lepista nuda HL-60 uygulamasi

Lepista nuda mantarina ait oziitler artan konsantrasyonlarda HL-60 hiicrelerine
uygulanmistir. 10-40 mg/ml araliginda denenmis olan oziitler arasinda en etkili
olan1 metanol 06ziitii olarak bulunmustur. Metanol 6ziitiiniin 1,Cso degeri yaklasik

15 mg/ml olarak hesaplanmistir.
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Lepista nuda, MCF-7
(Petrol Eteri, Etil Asetat, Diklormetan, Metanol,
Doksorubisin, Paklitaksel )

1001k

504E:

%Bolinme

0K

Kontrol
P.E. 10 mg/ml
P.E. 20 mg/ml
P.E. 40 mg/ml
E.A. 10 mg/ml
E.A. 20 mg/ml
E.A. 40 mg/ml
DIKL. 10 mg/ml
DIKL. 20 mg/ml 45 5 5
DIKL. 40 mg/ml
MET. 10 mg/ml
MET. 20 mg/ml
MET. 40 mg/ml|

Kontrol+Etanol
Paklitaksel 0,5 ;M i

Doksorubisin 0,5,M

Konsantrasyonlar
*p<0,05, One way ANOVA

Sekil 4.2. Lepista nuda MCF-7 uygulamasi

Lepista nuda mantarina ait oziitler artan konsantrasyonlarda MCF-7 hiicrelerine
uygulanmigtir. 10-40 mg/ml araliinda denenmis olan oziitler arasinda en etkili
olan1 metanol 6ziitii olarak bulunmustur. Metanol 6ziitiiniin 1,Cso degerinin ~40

mg/ml oldugu goriinmektedir.

4.2. Apoptosis Yéntemine fliskin Bulgular

HL-60 ve MCF-7 hiicreleri yontemde de belirtildigi gibi ml’de 100.000 (0,1 x
10°) hiicre olacak sekilde kiiltiir sisesinde gogaltilmistir ve mantar Sziitiiniin etkili

konsantrasyonu (40 mg/ml) 48 saat olmak tizere uygulanmstir. Daha sonra HO/PI
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boyama yontemi ile apoptosis ve nekrosis oranlari belirlenmistir. Yapilan sayimlar
ve analizler sonucu elde edilen verileri Sekilde grafikler seklinde sunulmustur.
Apoptosis ile ilgili bulgular Sekillerin altinda agiklama olarak verilmistir.

Lepista nuda, Metanol,
HL60, MCF-7 (Apoptosis)

*
100+
= HL-60, Apoptoz 48
5 [ HL-60, Nekroz 48
il * g B2 MCF-7, Apoptoz 48
g * % % D MCF-7, Nekroz 48
c
o 509
¥
= =
25+ =
o--==F f ' X
g % E E
] 0 0 >
w o o £
= = 3 g
£ @ - :
[ Qo © m
S > =
< S = =
£ c
[]
)

Konsantrasyonlar
*p<0,05, One way ANOVA

Sekil 4.3. Lepista nuda HL-60 ve MCF-7 apoptosis uygulamasi

Lepista nuda mantarina ait o6zit etkili konsantrasyonda HL-60 ve MCF-7
hiicrelerine uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore nekrozis ¢ok az diizeyde
gozlenmistir. MCF-7 hiicre hattindaki uygulamada nekroz orami daha yiiksek
¢ikmistir. Buna kargin HL-60 hiicre hattinda yapilan uygulamada nekroz
neredeyse hi¢ gdzlenmemistir. Her iki hiicre hattinda da apoptosis oranlar yiiksek
seviyede ¢ikmistir. HL-60 hiicre hattinda gozlenen apoptosis oranlar1 MCF-7
hiicre hattinda gozlenenlere gore ¢cok daha yiiksek seviyede ¢ikmustir.
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Sekil 4.4. Lepista nuda metanol 6ziitii apoptosis uygulamasi

Lepista nuda metanol oziitiine ait 40 mg/ml konsantrasyonda yapilan apoptosis
uygulamalarindan elde edilen apoptosis goriintiisii sekilde yer almaktadir. Bu
sekilde mavi ve pembe hiicreler ayirt edilmektedir. Mavi hiicreler heniiz
canliliklarin1 tam olarak yitirmemislerdir ve zarlarmin segici gegirgen O6zelligi
devam ettigi icin sadece mavi renk 1gima veren Hoechst boyasini igeriye
almislardir. Pembe renk 1s1ma veren hiicrelerde ise artik hiicre zarinin gegirgenligi
bozulmus ve partikiil olarak daha biiyiik 6zellikte olan Propidium lodide boyasin

icine almistir. Yani hiicreler canliliklarini yitirmiglerdir.

Bu sekilde bir diger belirgin olarak goéze carpan oOzellik hiicrelerin igersinde
gozlenen kiiciikk cisimciklerdir. Bunlar apoptotik cisimciklerdir. Hiicre
programlanmis hiicre O6liimii mekanizmasi ile yok edilirken hiicre igerisinde
paketlenmis kii¢iik cisimcikler olusturulmaktadir ve daha sonra bunlar
sindirilmektedir. Apoptosisin mikroskobik olarak en belirgin 6zelligi olan bu
cisimcikler ile apoptotik hiicreler ayirt edilebilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser ¢ok basamakli bir siiregte genetik degisikliklerin biriktirilmesi sonucu
ortaya cikmaktadir. Bunun sonucunda ise normal hiicre bdliinmesini yOneten
homeostasi mekanizmasi bozulmaktadir. Yani kanser geligimi i¢in ¢ok sayida
genetik ve epigenetik molekiiler olaylarm olugmasi gerekmektedir. Bu bakimdan
kanserin bazi bilesikler kullanarak 6nlenmesi oldukca zor goriinmektedir. Bu tip
bilesiklerin kanserlesme siirecindeki degisiklikleri durdurmasi veya geri
dondiirmesi beklenmektedir. Gilinlimiizde bircok yeni teknik kansere karsi aktif
olabilecek yeni bilesiklerin molekiiler ve biyokimyasal seviyede taranmasina
olanak saglamaktadir. Ancak bu caba icerisinde bazi bilesiklerin rastgele
arastirilmasi amagsiz ve bosuna zaman harcamak gibi goriinse de bu zamana kadar
bu ¢alismalar sayesinde ¢ok sayida yeni anti kanser bilesik bitkilerden ve sucul
organizmalardan elde edilmistir. Bu bakimdan ele alindiginda proje kapsaminda
bir bagka canli grubu olan mantarlardan elde edilen veriler bu amaca katkida

bulunacaktir.

Diger taraftan hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin kontrolii normal hiicrelerde dnemli
bir biyolojik olgudur. Bu kontrol mekanizmasi transforme olmus veya neoplastik
hiicrelerde ya bozulmustur ya da kural disi kontrol edilmektedir. Bu baglamda
kontrolsiiz biiyiime ve bdliinmenin ¢esitli dogal veya sentetik ajanlarla
diizenlenmesi ozellikle kanser hiicrelerinde kontrolsiiz biiylime ve bolinmenin
Oniine gecilmesi dnemli bir hedef olarak arastiricilarin dikkatini ¢ekmistir. Timor
olusumu ve metastazin molekiiler temelleri ile ilgili ayritili bilgi birikiminin yan
sira ¢esitli 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 proje kapsaminda c¢alisilan canli grubu mantarlarla ilgili de ¢aligma ve
bilgi birikimi bulunmaktadir. Insanlar mantarlar;, mantar oziitlerini veya
mantarlardan elde edilen ¢esitli {irtinleri viicut savunma sisteminin ve insan
saghginin desteklenmesi amaciyla gida takviyesi olarak veya beslenmelerinde
kullandiklar1 goriilmiistiir. Mantarlarin antitiimor aktivitesinin belirlenmesine
yonelik aragtirmalar mevcut olmakla birlikte bu ¢aligmalar mantarlarda bulunma
olasilig1 yiiksek olan biyolojik olarak aktif birgok bilesigin ortaya g¢ikarilmasini
saglayacaktir.
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Son on y1l boyunca bu tez kapsaminda da degerlendirilmis olan Lepista cinsine ait
farkl1 tlirlerden elde edilen mantar Oziitlerinin antiproliferatif aktiviteleri
gosterilmistir. Tez kapsaminda elde edilen veriler bu ¢alismalarin 1s18inda asagida

ele alinmigtir.

Mantarlar antikanser ve viicut savunma sistemi acisindan zengin kaynaklar teskil
etmektedirler. Bu bakimdan mantarlardan elde edilen yeni kimyasallar gelecekte
¢ok daha 6nemli olacaklardir (Ganeshpurkar vd., 2010). Avusturalya da i¢lerinde
Lepista nuda’nin da bulundugu 15 adet mantardan elde edilen etanol, soguk ve
sicak su oOziitleri sitotoksik aktivite bakimindan normal fare fibroblast hiicreleri
(NIH/3T3), saglikli insan bobrek epiteli hiicreleri (HEK-293) ve 4 adet kanser
hiicre hatt1 (AGS, MDA-MB-231, MCF7, HT-29) iizerinde MTT yontemi ile
denenmistir. Bu ¢alismada Lepista nuda’nin bazi 6ziitleri 1 veya 2 kanser hiicre
hattina karsi iyi diizeyde etkili bulunmustur (Beattie vd., 2011).

Tricholomatales ordo’sundan iglerinde Lepista cinsine ait mantarlarin da
bulundugu 22 adet mantardan metanol 6ziitleri hazirlanmistir. Bunlar fare kanser
hiicre hatlar1 (L1210 ve 3LL) {izerinde sitotoksik aktivite bakimindan
aragtirilmistir. En az bir fare hiicre hattinin béliinmesini engelleyen 8 adet 6ziit 4
adet insan kanser hiicre hattina kars1 (K-562, U251, DU145, MCF7) denenmistir.
20 mg/ml konsantrasyonlarinda en azindan bir hiicre hattinda hiicrelerin yaklasik
%350’sini 6ldiirmiglerdir (ICsg). Bunlarin igerisinde Lepista inversa, pozitif kontrol
olarak kullanilan Taxus baccata kabuk ekstraktinin (Taxol) etkisi ile aym veya
daha iyi diizeyde kullanilan 4 hiicre hattinda da etkili bulunmustur (Bezivin vd.,
2002). Bu ¢alismada Lepista cinsine ait bir bagka tiirden elde edilen metanol 6ziitii
kullanilmigtir. Tez ¢alismasi kapsaminda da etkili olan 6ziit tipi metanol olarak
bulunmustur ve Sekil 4.1. ve 4.2.°de gosterilmistir. Buradaki hiicre hatlar1 da
ortismektedir. MCF7 ortak olarak kullanilmigken K-562 tez c¢aligmasinda
kullanilan HL-60 gibi bir baska 16semi hiicre hattidir. Tez ¢alismasinda hiicrelerin
yaklagik %50’sini dldiiren konsantrasyon HL-60 i¢in 15 mg/ml ve MCF-7 i¢in 40
mg/ml olarak bulunmustur (Sekil 4.1. ve 4.2.). Diger taraftan bu ¢alismada kanser
hastaliginin tedavisinde yaygin olarak kullanilan taxol pozitif kontrol olarak tercih
edilmis ve Lepista inversa metanol 6ziitiiniin daha etkili oldugu bulunmustur. Tez
caligmasi kapsaminda ise yine benzer sekilde metanol 6ziitii doksorubisin ve
paklitakselden daha etkili bulunmustur.



28

Bir bagka caligmada Lepista nuda mantarina ait 6ziit insan kanser hiicreleri
(HepG2, KATO III, AGS) iizerinde denenmistir. Bu ¢alismada ¢esitli yollarla elde
edilen oziite ait fraksiyonlar kanser hiicre hatlarinin her {i¢iiniin de boliinmelerini
inhibe etmigtir. Etki diizeyi 0,5 ve 1 mg/ml araliginda %71,4 ile %91,8 gibi
kuvvetli olmustur (Lee vd., 2005). Tez c¢alismast kapsaminda denenen
konsantrasyonlar ile karsilastirildiginda ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda etkili
olmus gibi goriinse de bu calismada fraksiyonlama yapildig1 i¢in etken bilesik
veya bilesikler yogunlastirilmistir ve etkili konsantrasyon araligi diistiriilmistiir.
Bu da hem tez verileri hem de c¢alismadan elde edilen bulgularin Lepista nuda
tiiriinde aktif bilesiklerin bulundugu yoniinde bir isaretidir. Bir diger calismada
aktif bir etken madde izole edilmistir ve etkin konsantrasyonun daha da distiigii
gbzlenmistir. Lepista nuda’dan izole edilen yeni bir Metalloproteaz; hepatoma
(HEP-G2) ve 16semi (L1210) kanser hiicre hatlarinda denenmistir. ICso degerleri
strasiyla 4.99 uM ve 3.67 uM olarak bulunmustur (Wu vd., 2011).

Yapilan bu c¢alismalardan anlasilacagi tlizere Lepista tiirleri hiicre dongisiini
baskilayabilecek bazi bilesikler icermektedirler ve bu bilesiklerden bazilar1 da
bilinen kemoterapik ajanlar ile yarisabilecek potansiyel antikanser aktiviteye
sahiptirler. Etkilerini ise hiicre dongiisiiniin durdurarak ortaya koymaktadirlar.
Kontrolsiiz veya durdurulamayan hiicre dongiisiiniin kanser ile miicadele direkt
hedef oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda bu mantarlarin O6nemli aktif
bilesikler icerdikleri goriilmektedir.

Apoptozis, ¢ok hiicreli bir organizmada embriyonik donemden yaglanmaya kadar
devam eden siirecte birgok evrede yer alan 6nemli bir hiicre 6liim yolagidir.
Embriyonik donemde c¢esitli yapilarin olugsmasinda veya DNA’s1 agir hasar goren
ya da viriisle enfekte hiicrelerin 6liimiinde temel rol oynar (Vaux ve Korsmeyer,
1999). Diger bir énemli 6liim tipi olan nekroziste metabolik prosesler ¢ok hizlidir
ve hasar agirdir; hiicre zarimin gegirgenligi bozulur, hiicre siser ve zarin
patlamasiyla hiicre i¢indeki maddeler disar1 dagilir. Bunun aksine apoptoziste
hiicre zarinin bitiinliigh bozulmaz (Kerr vd., 1980). Apoptotik bir uyarn
geldiginde, hiicre c¢evresinden ayrilarak kiigiiliir, c¢ekirdek i¢inde kromatin
yogunlagir ve hiicre zarla sarili kii¢lik pargalara ayrilir. Bu pargalar fagositozla yok
edilir.
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Apoptozis yolaklart iki sekilde aktif hale gelir. Birincisi 6liim reseptorleri vasitasi
ile (digaridan, ekstrinsik) ve ikincisi mitokondri (dahili yap, intrinsik) araciligiyla.
Oliim reseptorlerinin dogal ligandlar1 (CD95L, TRAIL ve TNF-a gibi) ya da
agonistik antikorlar (anti-APO-1 gibi) ile c¢apraz baglanmasi, apoptozisi
yonlendiren hedef proteinleri kesen kaspaz-8 ve -3 aktivasyonunu indiikler (
Krammer vd., 2007, Johnstone vd., 2008). ROS, DNA hasari, Ca*® gibi dahili
(icsel) oliim sinyalleri dogrudan ya da dolayli olarak mitokondriyal yolag: aktive
eder ve sitokrom c salinarak, Apaf-1 ve Kkaspaz-9’dan olusan apoptozom
kompleksi olusur (Orrenius vd., 2003, Roderick ve Cook, 2008, Trachootham vd.,
2009). Apoptozomda aktive edilen kaspaz-9, kaspaz-3’t aktif hale dondstiirir
(Riedl ve Salvesen, 2007). Reseptér ve proapoptotik protein Bid’in kaspaz-8
tarafindan kesilmesi ile proapoptotik proteinler Bax veya Bid’in ya da her ikisinin
birden mitokondri membraninda translokasyonu indiiklenir (Pecorino, 2005).
Mitokondri yolaginda apoptozis ¢ogunlukla Bax, Bak ve Smac gibi proapoptotik
yada Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 ve XIAP gibi antiapoptotik proteinler tarafindan
kontrol edilir (Galluzzi vd., 2006; Wu vd., 2007).

Apoptozis;, malignant veya kanser hiicrelerini normal hiicrelerden veya onlari
cevreleyen dokudan zarar vermeden uzaklastirir. Apoptozisin c¢aligmasinda
aksaklik birgok kanser tipinde yaygindir ve tedaviye kars1 direnglidir. Bu nedenle
apoptozis yolaklar1 kanser tedavisi i¢in baglica hedeflerdendir (Reed, 2003).

2006 yilinda yapilan bir ¢alismada Lepista inversa tiiriinden fraksiyonlama
caligmalari ile clitocine izole edilmistir. Bu madde insan kanser hiicre hatlarinda
(DU145, K-562, MCF7 ve U251) denenmis ve 185-578 nM konsantrasyon
araliginda etkili bulunmustur. Diger taraftan farelerde L-1210 tiimoriine karsi
denenmistir ve etkinligi ortaya konmustur. Flow sitometrik analizler sonucunda
klitosinin antitimor aktivitesinin apoptosisi uyarmak ile iliskili oldugu
bulunmustur (Fortin vd., 2006). Tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan Lepista
nuda’nin apoptotik etkinligi ile ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmamakla birlikte
Lepista inversa’da bulunan klitosin etken maddesinin bu etkinligi tez verilerine
referans niteligindedir.

Lepista sordida tiriinden potansiyel antitimor etkiye sahip bir polisakkarit
(LSPc1) elde edlmistir. Bu maddenin antikanser etkinligi ve etki mekanizmasi
larinks kanseri (Hep-2) hiicre hatt1 iizerinde ¢aligilmistir. LSPc1 maddesi 48 saat
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icinde hiicrelerin G2/M fazinda birikmesine yol agarak hiicre dongiisiinii inhibe
etmigtir. Diger taraftan morfolojik ve biyokimyasal olarak apoptotik etkiler
gozlenmistir. Apoptotik etkinin mekanizmasi arastirilmis ve mitokondriyal yolak
iizerinden apoptisisin gergeklestigi belirlenmistir. Pro-apoptotik Bax orani anti-
apoptotik Bcl-2 karsisinda artig géstermistir ve mitokondri membranindan
sitokrom-c salinmasina yol agmustir. Devaminda kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktive
olarak apoptotik hiicre 6liim siireci baslamistir. Sonug olarak bu maddenin
potansiyel olarak larinks kanserinin tedavisinde kullanilabilecegi Onerilmistir
(Miao vd., 2013). Tez ¢alismasi kapsaminda 6zellikle HL-60 hiicre hattinda 48
saatlik uygulama sonucu %75’in iizerinde apoptotik hiicrelerin varlig1 gézlenmistir
(Sekil 4.3.). Kullanilan pozitif kontrollerden doksorubisin hiicre 6liimiine nekroz
araciligiyla sebep olurken paklitaksel apoptosise yol agmaktadir. HL-60 metanol
0ziiti paklitaksel ile kiyaslandiginda ¢ok daha etkili bulunmustur.

Literatiir verileri ile tez c¢alismasindan elde edilen sonucglar birlikte
degerlendirildiginde Lepista cinsi mantarlarda anti-kanser 06zellik gosteren
bilesiklerin varligi agikardir. Bunun yani sira hiicre hatlar1 iizerindeki etkinlikleri
de benzerlik gostermektedir. Ilgili etken maddeler éncelikle hiicre déngiisiinii
durdururken devaminda apoptotik yolagin uyarilmasina yol agmaktadirlar.
Morfolojik ve biyokimyasal sonuglar bunu desteklemektedir. Bu konuda ¢ok fazla
caligma olmamakla birlikte tez kapsaminda da elde edilen veriler 1g18inda Lepista
nuda mantarinda bulunan ve biyolojik aktiviteden sorumlu bilesik veya
bilesiklerin birlikte apoptotik hiicre Oliimiinii uyaran etkiye sahip olduklar
onerilebilir. Bu etkinlik kanser tedavi yaklasimlarimda hedef alinan molekiiler
mekanizmalar agisindan ¢ok onem arz etmektedir. Giinlimiiz kosullarinda halen
daha kanserin tedavisi tam olarak yapilamazken ve kemoterapide kullanilan
ilaglarin  yarisindan fazlasinin bitkisel kokenli oldugu da g6z Oniinde
bulunduruldugunda bu tip potansiyele sahip biyolojik kaynaklarin daha ayrintili
caligmalar ile arastirilmasi gerekmektedir. Bu tezden elde edilen veriler daha
ayrintili ¢caligmalara baslangi¢ teskil edecek onemli bulgulardir. Tez kapsaminda
biyolojik materyal olarak kullanilan Lepista nuda isimli mantar kimyasal igerik
bakimindan caligilmali, izolasyon ¢alismalari ile etken maddeler elde edilmeli ve

saf madde ¢aligmalari ile etki mekanizmalar aydinlatilmalidir.
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