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Mantar tiirleri, ¢esitli hastaliklarda antibakteriyel, antioksidan ve antikanser ajan
olarak yiizyillardir kullanilmaktadir. Piyasada bulunan mevcut antikanser ilaglar
hedefe 6zel degildir ve bir¢ok yan etkiye sahiptir. Mantarin mide bulantisi, kemik iligi
baskilanmasi ve anemi gibi kanserin yan etkilerine karsi koruyucu 6zelliklere sahip
oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, onaylanmis anti-kanser 6zelliklerine sahip bazi
mantarlar ve bunlarin aktif bilesikleri biiytlik ilgi gormektedir. Bu tez ¢alismasinda
Hericium coralloides, Lactarius deliciosus, Lepista nuda, Pleurotus ostreatus ve
Suillus collitinus mantar tiirlerinden etil alkol ve etil asetat ¢oziiciileri ile elde edilen
ekstrelerin kolorektal kanser hiicre hatt1 olan HCT116 tizerindeki etkinligi arastirildi.
Mantar ekstreleri hiicrelere farkli konsantrasyonlarda uygulandi. Saglikli hiicreler
tizerindeki etkiyi degerlendirmek i¢in mezenkimal kok hiicreler (MKH) kullanildi.
Hiicreler tizerinde olusan sitotoksik etki MTT yontemi ile belirlendi. Doz/cevap
egrileri hazirlanarak, bilesiklerin ICso degerleri hesaplandi ve ekstraktlarin etkinlikleri
bu parametreye gore karsilastirildi. FTIR spektrofotometresi ise, uygun spektral
aralikta hiicresel bilesenlerdeki kantitatif degisiklikleri analiz etmek i¢in kullanildi.
Sonug olarak biitiin mantar tiirlerinin ICso degerleri degerlendirildiginde HCT116
hiicreleri iizerinde antiproliferatif etki gosterdigi, dolayisiyla sitotoksik oldugu
belirlendi. Bunun aksine MKH {izerinde hiicre proliferasyonu iizerinde anlamli bir
azalma saptanmadi. Calismada kullanilan mantar tiirlerinin kolorektal kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik oldugu yapilan spektral analizlerle de desteklenmis oldu.
Hem hiicre membran lipit/protein oraninda, hem de niikleik asit degisimlere sebep
olarak bu 6zelliklerini gosterdiler. Bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler, bu mantar
tiirlerinde anti-proliferatif etkiye sahip biyoaktif bilesenlerin tespit edilmesi halinde,
modern farmakolojide antikanser ila¢ iiretiminde yeni bir kaynak olarak ortaya
cikabilecegini gostermektedir.
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ABSTRACT

MSC THESIS

EVALUATION OF THE CYTOTOXIC EFFECTS OF VARIOUS
MUSHROOM SPECIES ON HCT116 CELLS

IPEK CEYLAN

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
DEPARTMENT OF GENETICS AND BIOENGINEERIN

SUPERVISOR:DR. LEARN. MEMBER OF DILSAD OZERKAN

Mushrooms have been used for centuries as antibacterial, antioxidant and anticancer
agents in various diseases. The current anticancer drugs available on the market are
not target specific and have many side effects. It has been determined that the fungus
has protective properties against the side effects of cancer such as nausea, bone marrow
suppression and anemia. Therefore, some fungi with approved anticancer properties
and their active compounds are of great interest. In this thesis study, the efficacy of
extracts obtained from fungal species Hericium coralloides, Lactarius deliciosus,
Lepista nuda, Pleurotus ostreatus and Suillus collitinus with ethyl alcohol and ethyl
acetate solvents on colorectal cancer cell line HCT116 was investigated. Mushroom
extracts were applied to the cells at different concentrations. Mesenchymal stem cells
(MSCs) were used to evaluate the effect on healthy cells. Cytotoxic effect on cells was
determined by MTT method. Dose / response curves were prepared, the 1C50 values
of the compounds were calculated and the efficiency of the extracts was compared
according to this parameter. FTIR spectrophotometer was used to analyze quantitative
changes in cellular components in the appropriate spectral range. As a result, when the
ICso values of all fungi species were evaluated, it was determined that they had an
antiproliferative effect on HCT116 cells and therefore they were cytotoxic.
Conversely, no significant reduction in cell proliferation was detected on MSCs. The
fact that the fungi species used in the study are cytotoxic against colorectal cancer cells
has also been supported by spectral analysis. They showed these properties by causing
changes in both cell membrane lipid / protein ratio and nucleic acid. The data obtained
in this thesis study shows that if bioactive components with antiproliferative effect are
detected in these fungal species, it may emerge as a new source in modern
pharmacology in anticancer drug production.

KEYWORDS:Colorectal cancer, Hericium coralloides, Lactarius deliciosus, Lepista nuda,
Pleurotus ostreatus, Suillus collitinus, antiproliferative, cytotoxic, FTIR
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. Amerika Birlesik Devletleri
: Agaricus blazei murrill
- Amerika Birlesik Devletleri Komitesi
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1. GIRIS

1.1 Mantarlarin Genel Ozellikleri

Mantarlar, klorofil bulundurmayan, heterotrof ilkel bir bitki grubudur. Mantarlarin
yaprak, govde, gercek kok ve cicek gibi organlar1 bulunmaz. Yasadiklart ortam, sekil
ve biiyiikliik agisindan ¢ok farkli gesitleri bulunmaktadir. Klorofil tagimadiklarindan
fotosentez yapamazlar. Mantarlarin bazilar1 canlilar lizerinde parazit olarak, bazilari
cansiz maddeler lizerinde saprofit olarak yasarlar. Baz1 mantar tiirleri ise algler ile

ortak bir yagam alanina girerek likenleri olustururlar (Tanker, 2007).

Mantarlar “tallus” adi verilen tekli veya coklu liflerden meydan gelir. Olusan bu
liflerin her birine “hif” denir. Hifler bir araya gelerek ag seklinde bir yap1 olustururlar,
bu yapiya “misel” adi verilir. Besinlerini absorbsiyon ile disaridan alirlar. Sindirim
enzimlerini makromolekiiller i¢in disar1 salarlar ve kiiclik molekiillere pargalanan

besinleri ise hiicre i¢ine alirlar (Siimer, 2006; Tamer, 2006; Isik, 2008).

Mantarlarin gelisebilmeleri i¢in sicaklik, oksijen ve su miktar1 olduk¢a onemlidir.
Kimyasal olarak ise makro elementlerden azot, karbon, fosfor ve potasyuma; mikro
elementlerden ise ¢inko ve bakira ihtiya¢ duyarlar. Mantarlar eseyli ve eseysiz olarak
tirerler. Eseyli tiremeleri gamet denilen esey hiicrelerinin birlesmesi ile olurken;
eseysiz iiremeleri ise spor denilen yapilarla, boliinerek ve tomurcuklanma ile olur

(Siimer, 2006; Isik, 2008; Ozcan, 2015).
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Sekil 1.1 Mantarlarin genel goriiniimii (Ozcan, 2015)

Mantarlarin Karakteristik Ozellikleri

Mantarlar ¢ift kathi zarla cevrili niikleuslart1 olan Okaryotik canlilardir.

Sitoplazmalarinda zarla gevrili organellere sahiptirler (Ozcan, 2015).

Mantarlar heterotroflardir (kemo-organotroflar). Baska bir deyisle, enerji
kaynag1 olarak ve ayrica hiicresel sentez icin karbon iskeleti olarak dnceden

olusturulmus organik bilesiklere ihtiyaglar1 vardir (Deacon, 2013).

Mantarlar, tipik olarak kitin ve glukan (baskin olarak B-1,3 ve [-1,6
baglantilarina sahip glikoz polimerleri) igeren farkli bir duvar bilesenleri
yelpazesine sahiptir. Bazi mantar duvarlarinda, 6zellikle ilkel mantarlarin
bazilarinda kisa uzunluklarda seliiloz (a B-1,4'e bagh bir glikoz polimerti) tespit

edilmistir. Mantarlarin seliilloz ydniinden zengin hiicre duvarlar1 yoktur

(Deacon, 2013).

Mantarlar baslica yag ve glikojen depo eder; mannitol ve diger maddeler de

bulunur, fakat nisasta bulunmaz (Tanker, 2007).



e Mantarlar tipik olarak haploid cekirdeklere sahiptir. Biitiin 6karyotlardan
onemli bir farktir. Ancak bir¢ok tomurcuklanan maya diploiddir (Deacon,

2013).

e (oziinebilir besinleri hiicre duvar1 ve plazma zar1 i¢inden emer (Deacon,

2013).

e Sporlar tiretir (Deacon, 2013).

1.3 Mantarlarin Siniflandirilmasi

Mantarlar yillarca bitkiler alemi iginde siniflandirilmiglardir. Yapilan g¢alismalar
sonucunda modern mikroskobik yoOntemlerle mantarlar ayr1 bir grup olarak
smiflandirilmislardir (Ozcan, 2015). Mantarlara ait ilk smiflandirma Linnaeus
tarafindan yapilmis olup, “Species Plantarum” adli kitabinda mantarlar1 Crytogamia
Fungi simifinda toplamistir (Yilmaz, 2015). 100.000’in iizerinde teshisi yapilan
mantarlar 5 grup altinda toplanmaktadir. Bunlar; Chytridiomycota, Zygomycota,

Glomeromycota, Ascomycota ve Basidiomycota’dir (Tungakin, 2015).

Mantarlarin taksonomisi siirekli olarak degismekte ve gelismektedir. Gegmisten
glinlimiize kadar gesitli siniflandirmalar yapilmistir. Gelisen molekiiler teknikler ile
mantarlarin taksonomisi daha dogru ve daha giivenilir sonuglar vermektedir (Sahin,

2014).

1.3.1 Chytridiomycota

Kitridler olarak adlandirilan Chytridiomycota subesi, adin1 spor yapilarinin
benzerliginden dolayr Yunanca “kiiciik kap” anlaminda olan Chytridiondan
almaktadir. Kitridler, 6zellikle kitin ve keratini ¢lirliten mantar grubudur. Bazilar
sularda bulunmakla birlikte cogunlukla tatli sularda bulunurlar. Diger mantar
tiirlerinde oldugu gibi kitridlerin de hiicre duvarlar kitinden yapilmistir. Kitridler,
bitkilerde patojendir. Synchytrium endobioticum tiirli, patateste siyah sigil yapan bir
patojendir. Yaklasik 1000 civarinda kitrid tiirliniin bazilar1 ayristirici, bazilar ise

protista, baska mantar, hayvan veya bitki parazitleridir. Sigirlarin ve koyunlarin



sindirim organlarinda yer alan kitridler bitkisel kokenli maddelerin pargalanmasini

saglayarak hayvanlarin biiylimesine katki saglar (Reece, 2013; URL-1, 2019).

1.3.2 Zygomycota

Gelismis olan bir mantar grubudur. Hifleri seliiloz yapisinda olup, oldukc¢a geligmistir.
Ancak hiflerde bolme bulunmaz. Sitoplazmalarinda c¢ok miktarda ¢ekirdek
bulunmaktadir. Miselyumlar1 sayesinde besinlerini almakta ve tremelerini
saglamaktadirlar. Eseysiz iireme, eseyli iiremeyi takip etmektedir. Zygomycota
grubuna ait mantarlar, insanlarda c¢esitli hastaliklara neden olmaktadir. Gida
tirtinlerinin hazirlanmasinda fermantasyonun baslaticist olarak gorev yapmaktadir.
Ayrica gidalarin bozulmasinda onciil pargalayict olarak gorev almaktadir (Voight,

2013; URL-2, 2019).

1.3.3 Glomeromycota

En az 400 milyon y1l 6ncesine dayanan fosil kayitlarinda yer almaktadir. Bu gruba ait
mantar tlrleri, damarli bitkileri yaklasik %80’1 ile endomikoriza adi verilen
mutualistik bir iliski gostermektedirler. Yiizlerce ya da binlerce ¢ekirdek bulunduran
kalin duvarli sporlar ile iiremelerini gergeklestirmektedirler.  Glomeromycota
mantarlarinda eseyli tireme bilinmemektedir, bitki kokleri olmaksizin canli kalamazlar

(Carris, 2012; URL-3, 2019).

1.3.4 Ascomycota

Askli mantarlar, “bira mayas1 mantarlar1” olarak da bilinmektedir. Ayrica “askus” bu
subenin mikroskobik sporlarina verilen bir isimdir. Bazidyumlu mantarlar ile
filogenetik olarak akrabadirlar. Pek ¢ok maya mantar1 ve kiif mantar1 bu sube igerinde
yer almaktadir. Cogunlugu karada yasamakla birlikte, bazilar1 da sularda
yasamaktadir. Hiflerinde bélme ceper bulunmaktadir, genellikle tek ¢ekirdeklidirler
ve nadiren de ¢ok cekirdeklidirler. Insanlarda ve hayvanlarda deri ve solunum
hastaliklarina neden olmaktadirlar ve gesitli bitkilerde de parazittirler. Insana fayda

saglayan tiirleri de bulunmaktadir. Ascomycota grubunun temel 6zelligi, mayoz



boliinme gegirdikten sonra sporlarin olustugu keseciklerin (askuslarin) olmasidir
(Stimer, 2000; URL-4, 2019).

1.3.5 Basidiomycota

Bazitli mantarlar ya da topuzlu mantarlar olarak adlandirilan Basidiomycota grubu,
mantarlar aleminin biiyiikk bir boliimiinii olusturmaktadir. Topuz sekilli bazit adi
verilen yapilar iizerinde sporlar1 meydana getiren tiirlerden olusmaktadir. Asklh
mantarlarin kardes grubu sayllmaktadirlar. Bazidyumlu mantarlar
Homobasidimycetes (gercek mantarlar) ve Heterobasidiomycetes (pas ve rastik
mantarlari) olarak iki gruba ayrilmaktadir. Bazidyumlu mantarlar hem karada hem de
deniz dahil olmak iizere suda bulunmaktadirlar. Hiicre duvarlar1 kitin ve glukandan
olusmakta olup, ¢ok tabakali bir yapiya sahiptir. Mantarlarin pek cogu gruba
girmektedir; raf, sapka ve kus yuvasi sekilli mantarlar bu gruba mensuptur (Siimer,
2000; URL-5, 2019).

14 Mantarlarin Boliimleri

141 Sapka

Mantarin tepe boliimiidiir. Sapka kismi mantar tiiriiniin tayin edilmesi ve mantar
tiriiniin farkli tiirler ile karsilagtirilmasi agisindan oldukca onemlidir. Fakat, sapka
cesitli cevresel sartlara bagli olarak fiziksel olarak degisebilmektedir. Bu nedenle

sadece sapkanin son durumuna bakilarak dogru bir ayrim yapilamaz.

1.4.2 Lameller

Sapkanin alt kisminda yer alan ve mantarlarin iiremesini saglayan sporlarin tiretildigi
yapilardir. Lamel yapisi, mantar tiirleri arasinda ayrim yapmada gorevlidir. Fakat tek

bir 6zellik ele alinip, sadece lamel yapisina bakilarak ayrim yapmak dogru degildir.



1.4.3 Yiizik (Etek)

Sapka boliimii geligirken altindaki zardan geriye kalan par¢adir. Bazi mantar tiirlerinde
vardir, baz1 mantar tiirlerinde yoktur, bazilar1 ise gelisirken bu kismi1 kaybedebilir.
Yizik, tlr tayini ya da tlirleri karsilastirmada bir ayrim secgenegi olarak
degerlendirilebilir. Sadece yliziikk bolimiine bakilarak dogru bir ayrim yapmak

miimkiin degildir.

1.4.4 Volva (Zarf)

Tanimlama igin olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle, mantarlar keserek degil dikkatli bir

sekilde sokerek toplamak gerekmektedir. Baz1 mantarlarda vardir, bazilarinda yoktur.

1.45 Sporlar

Sapkanin alt kisminda yer alan, mantarlarin ¢ogalmasini saglayan yapilardir. Her bir
mantar tiirlii kendine 6zel sporlar tiretmektedir. Bu nedenle, her bir mantar tiiriiniin spor

izlerinin mikroskop altinda incelenmesiyle tiir tayini yapilabilmektedir.

1.4.6 Sap (Bacak)

Hemen hemen her mantarin sap kismi bulunur. Sap, tasidig1 6zellikler sayesinde cins
ve tiirler arasinda belirleyici bir gorev almaktadir. Sap rengi, sap dokusu, sapin yiiziik
tagiy1p tasimadigi ve sapin volva igerisinde olup olmadigr gibi 6zellikler mantarlarin
tiirlerini belirlemede yardimc1 olmaktadir. Sadece sap kismina bakilarak dogru bir tiir

tayini yapmak miimkiin degildir.

1.4.7 Hifler

Vejetatif biiylime ve gelismenin ana seklidir. Hifler, dallanma seklinde kendini

gosteren ipliksi mantar yapisidir.



1.4.8 Miselyum (Misel)

Hiflerin kendi aralarinda birlesmeleri ile miselyum olusmaktadir. Miseller, canlinin

bulundugu ortama tutunmasini ve beslenmesini saglamaktadir (URL-6, 2019).
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Sekil 1.2 Genel olarak bir mantarin boliimleri (URL-6, 2019)
15  Mantarlarda Beslenme

Mantarlarda klorofil bulunmadigi i¢in besinlerini diger canlilardan ya da 6lii atiklardan
alirlar. Mantarlar, saprofit, parazit ya da mikorizal olarak yasarlar. Saprofit olarak
yasayan mantarlar, besinlerini dogrudan igerisinde yasadiklar1 ortamdan alirlar.
Parazit olanlar miseli konukgusu olan bitki yiizeyinde ya da bitki dokusu i¢inde
yayilirlar. Mikorizal tiirler ise cogunlukla bir agac olan konak bitkiye yakin, mutualist
bir iliski kurmaktadir. Mantarlardan bazilar1 kiiltiir mantarinin temelini olustururken,
mikorizal tiirler tam olarak kiiltiire alinamamistir (Stimer, 2000; Yildiz, 2000; Kalac,

2013).



Curakeul Parazit Mutualist beslenme

Sekil 1.3 Mantarlarda beslenme tiirleri (URL-7, 2019)

Karbonhidratlar, proteinler, mineraller, vitaminler ve lifler yoniinden olduk¢a zengin
bir icerige sahiptirler. Mantarlar diisiik kalori icermekte, 6zel aromalar1 ve lezzetli
tatlar1 ile pek cok tilkede gida olarak tiiketilmektedir. Karbonhidrat ve yag degerleri
oldukea diisiik seviyede olan mantarlar, saglikli beslenme diyeti i¢in aranilan pek ¢ok
ozellige sahiptirler. Ayrica mantarlar vejeteryanlar i¢in de dnemli bir besin kaynagidir

(Diyabalanage, 2008; Kalac¢, 2013; Feeney, 2014).

Yenilebilir mantarlar iyi bir lif kaynagidir. Bu mantarlarin hiicre duvar Kkitin,
hemiselliiloz, mannan ve [-glukan’dan olusmaktadir. B-glukanin insan sagligi
iizerinde olumlu etkileri bulunmaktadir. B-glukan kandaki kolesterol ve kan sekeri
diizeyini azaltir ve bagisiklik sistemin etkinligini arttirir. Viicutta sindirimi kolay

olmadig1 i¢in diisiik miktarlarda (en fazla 1 kg) tiikketimi 6nerilmektedir (Eren, 2017).
1.6 Mantarlarda Ureme

Mantarlarda tireme, mantar tiirlerine ve ortamin sartlarina gore degismekte olup, eseyli
ve eseysiz olarak gerceklesmektedir. Eseysiz lireme daha yaygindir ve eseysiz sporlar
ile gergeklesmektedir. Eseyli ilireme ise eseyli yoldan olusan sporlar ile
gerceklesmektedir (Stimer, 2000; Tanker, 2007).



1.6.1 Eseyli Ureme

Mantarlarda eseyli ireme gamet adi verilen esey hiicrelerinin birlesmesiyle meydana
gelmektedir. Eseyli iireme evreleri su sekildedir: Birbirine uyumlu iki mantar
hiicresinin bir araya gelmesi (plazmogami), haploid ¢ekirdeklerin fiizyonu
(karyogami) ve c¢ekirdegin boliinmesi (mayoz) ile haploid hiicrenin meydana
gelmesidir (Mutlu, 1999). Eseyli sporlarin meydana gelmesinde izogami (birlesen
gametlerin morfolojik yapilar1 ayni fizyolojik 6zellikleri farkll), anizogami (gametler
kamcili, biri biiyiik, digeri ise kiiclik) ve oogami (gametlerden biri biiylik ve
kamgisizdir; digeri kiigiik ve kamgilidir) olaylar1 gergeklesmektedir (Siimer, 2000;
Tanker, 2007).
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Sekil 1.4 Mantarlarda eseyli iireme (URL-8, 2019)
1.6.2 Eseysiz Ureme

Mantarlarda eseysiz iireme, spor ad1 verilen yapilarla, boliinme ve tomurcuklanma ile
gerceklesmektedir. Eseysiz iireme, tek bir ana hiicrenin mitoz boliinmesi ile meydana
gelir. Bu iireme big¢iminde hif sayist artmakta, koloni biiylimekte ve eseysiz

cogalabilen yapilar (konidiyumlar) olusmaktadir (Mutlu, 1999).
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Sekil 1.5 Mantarlarda eseysiz tireme (URL-9, 2019)
1.6.3 Mantarlarin Uremesini Etkileyen Faktorler

Mantarlarin hiicre duvarlari kitin ve seliiloz karakterindeki maddelerden olusmaktadir.
Bu maddeler, mantarlarin siirekli degisen ve degisik olan ¢evre kosullarina uymalarina

yardimci olmaktadir.

Mantarlar mezofil organizmalardir. Bu nedenle 10-40°C’de iireyebilmektedirler.
Optimal iireme 1silar1 25-35°C’dir. Bu sicaklik degerleri mantarlarin tiirlerine gore
degisim gostermektedir. Mantarlarin iiremesine nem olumlu yonde etki etmektedir.
Nem azaldik¢a ¢gogalmalari sinirlanmaya baslamaktadir. Mantarlar aerob organizmalar
olup, oksijenin bulundugu ortamlarda gelisim gosterirler ve lirerler. Havada mevcut
olan oksijen, tireme i¢in yeterli olmaktadir. Mantarlar diisiik pH derecelerinde kolayca
lireme gosterebilir ve bu ortamlara kolayca adapte olabilirler. pH limitleri 2-11

arasinda olabilmektedir (Alexopoulos, 1996; Mutlu, 1999).
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1.7  Mantarlarin Kimyasal Bilesimi

Mantarlar, vitamin ve protein bakimindan zengindirler ve boylece insan saglig1 i¢in
onemli bir besin kaynagidirlar. Taze mantarin %92’lik kismi1 sudan olugmakta olup
geri kalan %8’lik kisim ise karbonhidrat, protein, vitamin, yag, fosfor, potasyum,
bakir, kalsiyum, demir, lif ve kiilden olusmaktadir. Yenilebilir mantarlarin tatlarinin
lezzetli ve sindiriminin kolay olmasi, bu mantarlarin karbonhidrat, protein, yag,

mineral ve vitamin bakimindan degerlerinin iyi olmasina baghdir (Matilla, 2002).

Mantarlar et, siit ve yumurta ile karsilagtirildiginda yenilebilir olanlarin oldukga
besleyici etkisi oldugu bilinmektedir. Mantarlardaki sindirilebilir protein kaynagi, et,
siit ve yumurtadakinden daha az, sebzedeki proteinden daha ¢ok olabilmektedir. Kuru
agirhik olarak bakildiginda protein miktari, %10-40 arasinda degisebilmektedir.
Mantarlar esansiyel olan tiim aminoasitleri icermektedir fakat metiyonin ve sistin

aminoasitlerini az miktarda bulundururlar (Breene, 1990; Chang, 1991; Smith, 2002).

Karbonhidratlar, mantarlarin kuru agirhgmin yarisint olusturur. Karbonhidrat
bilesenleri, pentozlar, heksozlar, disakkaritler (trehaloz), seker alkoller (mannitol),
amino sekerler ve seker asitleri olmak iizere genis bir alandan olusmaktadir. Ayrica
glikojen ve kitin mantarlarda bulunan ve hiicre duvarinin temel bileseni olan
karbonhidratlardir. Mantar sekeri olarak da bilinen trehaloz, sadece geng olan
mantarlarda 6nemli miktarda bulunmaktadir ve mantar olgunlagsmaya basladikca

glikoz olarak hidrolize edilmektedir (Matilla, 2002; Barros, 2007).

Mantarlar ayrica kalsiyum, potasyum, fosfor, ¢inko, bakir ve magnezyum gibi
mineralleri igermektedir. Ozellikle tiyamin (B1), riboflavin (B2), niyasin (B3),
nikotinik asit (B5), biyotin (B7) ve C (askorbik asit) vitamini yoniinden de oldukga
zengindirler. Ayrica mantarlar en iyi D vitamini kaynagidirlar (Boztok, 1990; Mithril,

2013; Feeney, 2014).

Mantarlarda yag seviyesi oldukca diisiiktiir. Mantarin kuru agirliginin yaklasik olarak
%2-8’ini olusturmaktadir. Mantarlarda bulunan yaglar, monogliseritler, digliseritler,
trigliseritler, yag asitleri, steroller ve fosfolipidler dahil biitiin ana bilesenlerden

olugmaktadir (Smith, 2002).
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1.8 Mantarlarin Tibbi Ozellikleri

Mantarlar, yiizyillardir dogu iilkelerinde ilag olarak kullanilmaktadir. Bir¢ok bilimsel
arastirma yapilmis olup bu arastirmalar sonucunda mantarlarin bagisiklik sistemini

giiglendirdigi ve sagh@ énemli dlgiide korudugu kanitlanmustir (Oztiirk, 2009).

Mantarlar sahip olduklar1 besinsel degerleri ve tibbi 6zelliklerinden dolay: insanlar
tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir. Bilesimlerinde var olan etken maddelerin
ekstrakte edilmesiyle pek ¢ok hastaligin tedavisinde ya da hastalifin onlenmesinde

kullanilmaktadir (Conchran, 1978).

Tibbi oOzelliklerinden dolay1 pek c¢ok mantar tiirii izole edilmistir. Bu mantarlar
arasinda Ganoderma lucidum (Reishi), Agaricus blazei (Hime matsutake), Pleurotus
ostreatus (Kaym mantar1), Hericium erinaceous (Aslan yelesi) ve Lentinus edodes
(Shiitake) tiirleri sayilabilmektedir. Bu mantar tiirleri cesitli biyoaktif bilesenler
icermektedirler. Bu biyoaktif bilesenler ise polisakkaritler, oligosakkaritler, diyet lifi,
vitaminler, aminoasitler, alkoller ve fenoller, proteinler ve ¢esitli minerallerdir.
Icerdikleri bu biyoaktif bilesenler sayesinde bagisiklik sistemini giiclendirici,
antikanser, kan basinci kontrolii, kolesterol diisiiriici, bobrekler ve karacigerde
koruyucu etkisi ve kalp ritminin diizenlenmesi gibi 6zelliklere sahiptirler (Oztiirk,
2009; Ganeshpurkar, 2010).

Mantarlar ayn1 zamanda dogal antioksidan olarak kullanilmaktadirlar. Sebzelerde
bulunan antioksidanlar, insan saglig1 agisindan 6nemli koruyucu maddeler olan fenolik
bilesikler, karotenoitler, tokoferol ve askorbik asittir. Mantarlar bu bilesikler acisindan
oldukca zengindirler. Mantarlar ile ilgili pek ¢ok antioksidan ¢aligsmasi yapilmistir.
Ulkemizde yapilan bir arastirmada, Anadolu’nun farkli bélgelerinden cesitli dogal
mantar tiirlerinin incelenmesi sonucunda dogal mantarlarin antioksidan kaynagi olarak

kullanilabilecegi bildirilmistir (Turp, 2018).

Kolesterol miktarini azaltmada; Cordyceps sinensis, Ganoderma lucidum, Pleurotus
ostreatus mantarlari, kan basincini azaltmada; Ganoderma lucidum, Grifola frondosa
mantarlari, trigliserid seviyesini azaltmada; Cordyceps sinensis, Lentinus edodes gibi

mantar tiirleri etkilidir (Ozdemir, 2014).
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Shiitake olarak da bilinen Lentinus edodes, kan dolasimini diizenlemede, yiiksek
tansiyonun onlenmesinde, beyin kanamalarinin 6nlenmesinde etkilidir. Ayrica soguk
alginlig1, mide ve bas agrisini tedavi edici, bagisiklik sistemini giiclendirici ve hepatit

B hastaligini tedavi edici 6zellikleri bulunmaktadir (Oztiirk, 2009).
1.9 Mantarlarin Antioksidan Ozellikleri

Antioksidanlar, serbest radikal olusumunu engelleyerek ya da var olan radikalleri
stipiirerek hiicrenin hasara ugramasini engelleyen ve genellikle yapisinda fenolik

fonksiyon bulunduran molekiillerdir (Nagai, 2005).

Antioksidanlar dogal ve yapay antioksidanlar olmak iizere iki grupta incelenir. Baslica
en 6nemli antioksidanlar fenolik asitler, vitamin C, karotenoidler ve tokoferollerdir.
Biitillenmis hikroksi toltien (BHT), biitillenmis hidroksi anisol (BHA) gibi
antioksidanlar ise gida sektoriinde siklikla kullanilan yapay antioksidanlardir. Sentetik
antioksidanlarin diisik miktarlarda kullaniminin kanseri engelledigi, ancak bu
antioksidanlarin yiiksek miktarlarda kullaniminin karsinogeneze ve karacigerin zarar
gormesine neden oldugu ¢esitli arastirmalar sonucunda tespit edilmistir. Sonug olarak

dogal antioksidanlara olan ilgi daha da artmistir (Ozcan, 2015; Saldir, 2015).
1.10 Mantarlarin Antimikrobiyal Ozellikleri

Giliniimiizde pek ¢ok mikroorganizma kaynakli dogal ve yapay antimikrobiyal madde
sentezlenmektedir, ancak insanlar i¢in enfeksiyon hastaliklar1 Onemli tehdit
olusturmaktadir. Cesitli ilaglarin care olmamasi, ilaglara olan alerji, ilaglarin ¢esitli yan
etkileri ve antibiyotik direnci gibi nedenlerden dolay1 mikroorganizmalarla savagsmada
yeni, dogal kaynaklar aranmaktadir. Dogal kaynak olarak en dikkat ¢ekici mantar tiirii
sapkali mantarlardir. Kiif mantarlar1 gibi sapkali mantarlar da yasamlarini devam
ettirebilmek i¢in antimikrobiyal ve antifungal bilesiklere ihtiya¢ duymaktadirlar. Bu
amacla mantarlar ikincil metabolizma {iriinii olarak mikotoksin ve antibiyotik

sentezlemektedirler (Stimer, 2006; Yamag, 2006; Ejikeme, 2010; Nedelkoska, 2013).

Antibiyotikler, mikroorganizma tarafindan sentezlenmekte olan ve baska bir

mikroorganizmanin  gelisimini  engelleyen ve hatta Oldiiren maddelerdir.
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Antibiyotiklerin hiicre duvarit sentezini engelleme, DNA ve protein sentezini
engelleme gibi etki mekanizmalar1 bulunmaktadir. Mikotoksinler ise mantarlarin
iirettigi, mantar disindaki organizmalar {izerinde zehirleme, mutasyona neden olma,
immiin sistemi bozma ve kansere neden olma gibi etkileri bulunan kimyasal
maddelerdir. Ozellikle aflatoksin mikotoksini, ¢esitli kabuklu kuru yemis yemekle
viicuda girmekte ve karacigerde karsinojen etki yapmaktadir. Bir diger onemli
mikotoksin olan amanitin ise mRNA iiretimini engellemektedir (Stimer, 2006;

Levinson, 2008).

1.11 Tez Cahismasinda Kullanilan Mantar Tiirleri

1.11.1 Hericium coralloides

Hericium coralloides, Basidiomycota soyundan, Agaricomycetes sinifindan,
Russulales cinsinden, Hericiaceae familyasina ait yenilebilir dis mantaridir. Genellikle
kisa saplart bulunmaktadir ve daha ¢ok Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika’daki 6li
odunlarda ya da yasayan agaglarda bulunan beyazimsi, asagiya dogru yayilan dikenler
kiimesinden olusmaktadir. H. coralloides’ten izole edilen bilesikler sinir biiylime
faktoriinii indiiklemis ve bazi kanser hiicre hatlarina karsi antiproliferatif aktivite

gostermistir (Julian, 2018).

Hericium coralloides, genellikle sadece birkag mevsim meyvelerini veren diismiis
kiitiklerde bulunur. H. coralloides'in meyve organlar1 da yenilebilir ve ekilebilir,

ancak genel olarak ticari olarak yetistirilmemektedir (Crockatt, 2008).

H. coralloides, Agustos ve Aralik aylari arasinda meyve vermeye meyillidir. Meyve
kiitlelerinin zaman zaman hayatta kaldig1 ve donma ve kar yagma donemlerine sahip
olan Ocak ayinda veya hatta Subat'ta sporlastig1 tespit edilmistir. H. coralloides bir
agacta daha diizenli olarak meyve verir. Yapay kiiltiirde hizla meyve verir, bu da geg

meyve vermenin i¢sel olmadigini gosterir (Boddy, 2011).
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Sekil 1.6 Hericium coralloides (URL-10, 2019)

1.11.2 Lactarius deliciosus

Kanlica, melki ve ¢am mantar1 olarak adlandirilan Lactarius deliciosus, Russulaceae
ailesinden olan yenilebilir yabani bir mantar tiiriidiir. Diiz, yapiskan ve kaygan bir
yiizeyi bulunmaktadir. Sapkalar1 yayvanlagmis ve gukurlasmis bir huniye benzemekte
olup, 5-14 cm capa sahiptirler. Genellikle turuncunun renkleri tonuna sahip olan bu
mantar tiiriine herhangi bir temasta bulunuldugunda ya da zedelenmesi durumunda
parga parga diizensiz koyu yesil bir renk almaktadir (Tungakin, 2015; Eren, 2017;
URL-11, 2019).

5-8 cm uzunlugunda, 1,5-2 cm kalinliginda, i¢i bosluklu ve turuncu renkli bir sapa
sahiptir. Yine dokunmayla ya da yaslanmayla birlikte saplar1 yesil lekeli bir goriiniim
almaktadir. L. deliciosus, genellikle Avrupa’da yetismekte olup, cesitli iilkelerde cam
ya da mese agaclarinin bulundugu bolgelerde, c¢ayirliklarda ve yosunlarla kaplh
alanlarda yetismektedir. Agustos ve Kasim aylar1 boyunca yetismektedir (Tungakin,
2015; URL-11, 2019).
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L. deliciosus, meyvemsi bir kokuya sahip olup, tadi hafif keskin ve lezzetlidir. Ancak
¢ig olarak tiiketilmeye uygun degildir. Ozellikle geng olanlar tiiketilmelidir ¢iinkii
yashi olanlar bocekler tarafindan istila edilmis durumdadir. Sirkeyle salamura
yapilarak ya da tuzlanmayla saklanabilmektedir. L. deliciosus, Tiirkiye’de en fazla
tiiketilen yabani mantardir (Eren, 2017; URL-11, 2019).

Sekil 1.7 Lactarius deliciosus (URL-12, 2019)

1.11.3 Lepista nuda

Mavi cincile olarak da adlandirilan Lepista nuda, Tricholomataceae ailesinden olup
yenilebilir yabani bir mantar tiiriidiir. Sapkasi gelismis halde hafif dalgali yarim kiire
seklinde, kahverengi renkte olup; sap1 ise silindirik sekillidir ve toprak igindeki
kisimda menekse renkli miseller bulunmaktadir. Sapin iist kism1 gen¢ olanlarda
menekse renklidir, gelismis olanlarda ise beyaz lekeler bulunmaktadir. L. nuda,
yumusak ve sulu bir yapida olup, hos kokuludur. Oldukca lezzetli bir mantardir (Eren,

2017; URL-11, 2019).
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Lepista nuda, sonbahar ve erken kis donemlerinde her tiirlii ormanda yetismektedir.
[Ikbaharda Giresun Bolgesi’nde ve Toroslarda gozlenmistir. Giiniimiizde sirke icinde

yemeklik konservesi yapilmaktadir (Eren, 2017; URL-11, 2019).

wiulls o

Sekil 1.8 Lepista nuda (URL-13, 2019)
1.11.4 Pleurotus ostreatus

Istiridye mantar1 ya da kayin mantari olarak da bilinen Pleurotus ostreatus,
Pleurotaceae ailesinden olan yenilebilir yabani bir mantardir. P. ostreatus, ekonomik,
ekolojik ve tibbi 6zelliklerinden dolay1 Agaricus bisporus’tan sonra diinyada en fazla

yetistirilen ikinci mantar tiirtidiir (Tungakin, 2015; Eren, 2017).

P. ostreatus mantarinin sapkas1 midye kabugu ya da yelpaze seklinde olup, 5-14 cm
capa sahiptir. Renkleri genellikle beyaz ve gridir, ancak yaslanmayla birlikte rengi
sartya donmektedir. Sap1 ise yok denecek kadar kisa ve kalindir, dip kismi yiinli ve
tiiylii gibidir. Haziran ayindan kig mevsimine kadar diinyada pek ¢ok ormanda canli
ve 0li agaclarin iizerinde, genis yaprak kiimeleri iizerinde ve agag govdelerinin yaral

kisimlarinda yetismektedir (Tungakin, 2015; Eren, 2017; URL-11, 2019).
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P. ostreatus diger yenilebilir mantarlara gore kisa bir bilyilime siiresine sahiptir ve bu
nedenle diinyada begenilerek tiiketilen ve kiiltiire alinmig bir mantar tiiriidiir. Olduk¢a
yiiksek besin degerine sahiptir. Ozellikle gen¢ numuneler tiiketilmelidir. Sapka
kisimlar1 yagda kizartildigi zaman balik tadi vermektedir (Tungakin, 2015; Eren, 2017,
URL-11, 2019).

Sekil 1.9 Pleurotus ostreatus (URL-14, 2019)

1.11.5 Suillus collitinus

Suillus collitinus, Basidiomycota boliimii icerisinde yer alan ve Suillaceae familyasina
mensup olup, zehirsiz ve yenilebilir bir mantar tiiriidir. Bu mantar tiiri kalkerli
topraklarda, cam altinda, yaz mevsiminden sonbahara kadar tek tek ya da gruplar
halinde yetismektedir. Bu mantar tiirli, cam agaclari ile ektomikoriza yapmaktadir

(Arpaz, 2017).

S. collitinus’un sapkasi kestane kahverengisi rengine sahiptir. Sapkanin ¢ap1 11 cm ve
kalinligr 2 em’dir. Sap1 ise 7 cm uzunlugundadir. Sapkanin alt yiizeyinde yer alan
himenyum tabakasi sari renkteki porlarla kaplidir. S. collitinus, diger mantar

tiirlerinden sap kisminda yer alan pembemsi misel ile ayrilmaktadir.
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Sekil 1.10 Suillus collitinus (URL-15, 2019)
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2.  KANSER

Tarih boyunca kanserin insanlarda ve hayvanlarda ¢ok sik goriilen bir problem oldugu
belirlenmistir. Kanser ile ilgili bilinen en eski kayitlar M.O. 3000 yillarina
uzanmaktadir. Kanser, Latince yenge¢ anlaminda olan “canker” ya da “carcinos”
kelimelerinden tiiremistir. Kisaca kanser, ¢evre dokulari istila eden anormal hiicrelerin
diizensiz olarak bliylimesi ve onlarin sag kalimi ile karakterize olan bir hastalik

grubudur. Kanser, gelismis ya da gelismekte olan {ilkelerde en 6nde gelen 6liim

nedenlerindendir (Baykara, 2016; Lee, 2018).

Saglikli viicut hiicrelerinin boliinebilme yetenegi bulunmaktadir. Yaralanan dokularin
onarilmasi ve dlen hiicrelerin yenilenmesi i¢in bu boliinebilme 6zellikleri kullanirlar.
Ancak boliinebilme yetenekleri sinirlidir. Her hiicrenin yasam boyu belirli bir
boliinebilme sayist vardir. Buna karsin kanser hiicreleri, kontrolsiiz boliinerek
cogalirlar. Kanser hiicreleri, kan ya da lenf dolasimi aracilifiyla viicudun diger
bolgelerine yayilabilirler ve gittikleri bolgelerde koloniler olusturarak biiylimeye
devam ederler. Kanser hiicrelerinin viicudun diger bolgelerine yayilmasina metastaz

adi verilir (Kosova, 2008).

Kanser tek bir hastalik degildir. Kendine 6zgii farkli tiirleri bulunmaktadir. Bunlar;
kolon kanseri, mide ve pankreas kanseri, meme kanseri, kemik kanseri ve daha birgok
cesidi sayilmaktadir. Tiirkiye’de en ¢ok goriilen kanserler kadinlarda meme, akciger,
over, mide ve pankreas kanseri; erkeklerde ise akciger, prostat, kalin bagirsak, mide
ve pankreas kanseri olarak sayilabilmektedir. Yapilan arastirmalarla birlikte bazi
kanser tiirlerinde yakin akrabalar arasinda bu kanser tiirlerinin goriilme riski, normal
poplilasyona gore li¢ kat daha fazla oldugu kanitlanmistir. Kanser hemen hemen her
yasta goriilebilmektedir ancak 40 yasin ilizerinde rastlanilmaktadir. Yani yaslandik¢a
kansere yakalanma riski daha da artmaktadir. Cocuklarda ve genglerde en ¢ok
karsilagilan kanserler; kan kanseri, sarkomlar ve bobrek kanseridir (Tastemir, 2008;

Ozdemir, 2014).

Kanserlerde dis faktorler de rol oynayabilmektedir. Kansere yol agan faktorleri 3 farkl

grupta toplamak miimkiindiir. Bunlar; kimyasal ajanlar, viriisler ve radyasyondur.
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Japonya’da atilan atom bombasi sonrasinda o bdlgede yasayan insanlar kan kanserine
yakalanmiglardir. Bu olay, radyasyonun kanser gelisiminde rol oynadigini
gostermektedir. Kansere sebep olan maddelere kanserojen adi verilmektedir. Kanser

tedavisinde kullanilan bazi ilaglar da yine kansere sebep olabilmektedir (Ozdemir,
2014).

2.1 Kolon Kanseri

Kolon ve rektum hiicreleri anormallesir ve normal bagirsak hiicreleri belirleyici
ozelliklerini ve kontrollii bir sekilde ayrilma yeteneklerini kaybederler. Bu hiicreler
hizla biiylimekte ve sonucunda tiimoér olusumu meydana gelmektedir. Kolorektal
kanser (KRK), tiim diinyada en sik karsilasilan kanser tiirlerinden biridir. Kisilerde
kanserin gelisme riski genellikle 50 yasindan sonradir. Kolorektal kanser gelisiminde
hem cevresel hem de genetik faktorler etkilidir. Genetik faktorler, kanser gelisimini
belirgin bir sekilde arttirmaktadir. Kolon kanserlerinin ¢ogu ailesel olmayip
sporadiktir. Sigara kullanimi, alkol tiiketimi, diabetes mellitus, obezite ve sedanter
yasam kolorektal kanser gelisim riskini arttirmakta olan risk faktorleridir (Soytiirk,

2005; URL-16, 2019).

Kolon
kanseri

Sekil 2.1 Normal kolon ve kanserlesmis kolon (URL-17, 2019)
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2.1.1 Kolon Kanseri Epidemiyolojisi

Kolon kanseri, goriilme sikligi bakimindan diinyada dordiincii siradadir ve dliime
sebebiyet verme agisindan cinsiyetlere gore farklilik gostermektedir. Kadinlarda

akciger ve meme, erkeklerde ise akciger ve prostat kanserinden sonra en sik rastlanan

kanserdir (Siegel, 2011).

Kolon kanserinin tanisinda hastalarin yaklasik olarak %20’si 4. evrede, 1. ve 3. evrede
bulunan hastalarin %50’den fazlasinda metastaz goriilmektedir. Kolorektal kanser
(KRK), riski 50 yasindan sonra artmakta olup, 60-70 yaslarinda en yiiksek diizeye
ulasmaktadir (Oner, 2014).

Kolon kanseri insidansi son zamanlardaki aragtirmalara gore gelismis ve gelismekte
olan iilkelerde artis gostermektedir. Kolon kanserine Kuzey Amerika, Bati Avrupa,
Yeni Zelenda, Iskandinavya, Avustralya gibi gelismekte olan iilkeler basta olmak
lizere tiim diinyada rastlanmaktadir. Kolon kanseri, kanser sonucu dliimlerin %10’luk

diliminden sorumludur (Kusak¢ioglu, 2003).
2.1.2 Kolon Kanseri Risk Faktorleri

. Yas, kolon kanseri i¢in en baskin risk faktoriidiir. Her yasta kolon kanseri
goriilebilmekte olup ancak 50 yasin iizerinde goriilme sikligi daha fazladir. Kolon
kanserinin %80’1 sporadik, %20’si ise aile hikayesinden ve kalitsal faktorlerden

kaynaklanir (Frezza, 2006).

. Kolorektal kanserlerin aile hikayesi, kolorektal kanser goriilme riskini artiran
bir diger faktordiir. Birinci dereceden aile yakininda goriilen kolorektal kanserler,

goriilme riskini 1,7 kat artirir.

. Diabetes mellitus / insiilin direnci: non-diabetiklerle karsilagtirildiginda

diabetiklerde kolon kanser riski %30 fazladir.

. Kirmizi etten zengin diyet
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. Artmis anaerobik bagirsak florasi

. Alkol bagimlilig

. Sigara kullanimi

. Uzun siiren bagirsak hastalig
. Streptokok bovis bakteriyemi
. Sedanter yasam (Ames, 1983).

2.1.3 Kolon Kanseri Etiyolojisi

Kolon kanserinin gelisim mekanizmas: kolonik mukozay1 etkileyen genetik ve
cevresel faktorlerden kaynaklanmaktadir. Yas, iilseratif kolon ve Crohn’s hastalig1 gibi

bagirsak hastaliklar1 kanserin gelisimine katkida bulunmaktadir (Oner, 2014).

2.1.3.1 Diyet

Kolon kanserinin yag tiikketim oranina goére goriilme siklig1 degisir. Yag tiiketimi az
ise kolon kanseri goriilme siklig1 daha azdir. Ornegin kolon kanseri insidans: yiiksek
olan bat1 iilkelerinde, toplam kalorinin %40-50si ortalama yag oranimi olusturur.
Fakat kolon kanserinin diisiik siklikla goriildiigii tilkelerde bu oran 9%10-15
arasindadir. Yiiksek yag icerigine sahip, islenmis et {riinleri ve rafine
karbonhidratlardan zengin diyet de hastaligin gelisme riskini arttirmaktadir (Gonen,

2004).

Diyette yag alimiyla beraber karaciger tarafindan kolesterol ve safra asidi sentezi artar.
Kolonda bulunan bakteriler ise bu bilesikleri sekonder safra asitlerine, kolesterol
metabolitlerine ve diger toksik metabolik bilesiklere doniistiiriir. Safra asitleri ve
serbest yag asitleri kolon mukoza tabakasinda hasara yol agmaktadir. Balik ya da tavuk
eti gibi beyaz et kullaniminin yerine kirmiz1 et kullaniminin artmasi, kolon kanseri

insidansini artirmaktadir. Sebze ve meyvenin bol miktarda tiiketilmesi kolon kanseri
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riskini azalttigi epidemiyolojik calismalarla gozlenmistir. Islenmis karbonhidrat
bakimindan zengin, emilemeyen bitkisel liflerden yoksun diyet, yag miktari,
antioksidan 6zelligi az olan vitaminlerin ve A,C,E, gibi hiicre yenileyici vitaminlerin

az alinmasi kanser gelisim riskini etkiler (Kusakgioglu, 2003; Gonen, 2004).

Diyetteki lif, diski hacmini ve bdylece transit hizini artirir. Bunun sonucunda
intraluminal karsinojenlerin mukoza ile temasi azalmis olur. Diisiik lif icerigi diski
hacminin azalarak bagirsakta daha uzun siire kalmasina ve bagirsaktaki mikrobiyal
floray1 etkileyerek degismesine neden olmaktadir. Lifli gida tiikketimi bagirsaktaki

karsinojen saftra asitlerinin konsantrasyonunu azaltir (Kusakgioglu, 2003).
2.1.3.2 Obezite

Obezite, diyet yagi ile baglantili olarak kolon kanseri riskini arttirmaktadir.
Epidemiyolojik caligmalarla birlikte bel-kalca orani, bel ¢evresi ve kolon kanseri riski
arasinda bir iligki oldugu saptanmistir. Ayrica fiziksel aktivitelerde kolon kanseri
arasinda ters iliski vardir. Adiponektin, adipoz doku tarafindan salgilanan bir
mediatordiir. Obezitede adiponektin seviyesi onemli derecede azalir. Kilo kaybinda ise
seviyesi artmaktadir. Kolonik epitelyalin kanser hiicreleri tizerine proinflamatuar ve
biiylimeyi tetikleyici etkisi vardir. Kolorektal adenom sayisi ve adenomlarin boyutunu,
artmig visseral yag birikimi ve azalmis plazma yag hiicresi miktarini etkiler (Otake,

2005; Soytiirk, 2005).
2.1.3.3 inflamatuvar bagirsak hastahg

Inflamatuvar bagirsak hastaliklari, iltihapla sonuglanan ve bazen bagirsak yapisinda
hasara neden olan hastaliktir. Inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 ve iilseratif kolit,

kolon kanseri riskini artirir.

Kolon kanser riski distal kolitte en diisiiktiir. Kolon kanser riskini artiran faktorler ise
uzun siireli kolit, pankolit, ailede kolorektal kanser Oykiisiiniin olmast ve hastalik
siiresidir. Ornegin; hastalik siiresi 8-10 y1l olanlarda toplam risk %2, 20 yil1 gecenlerde
%38, 30 yil olanlarda %18-20 olarak bulunmustur. Kolon kanseri, Crohn hastaliginin

onemli bir komplikasyonudur. Crohn hastaliginda kalin bagirsak karsinomu gelisme
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riski, ilseratif kolitten daha diisiiktiir ve normal popiilasyondan 2-3 kat fazladir
(Nuako, 1998).

2.1.3.4 Cevresel faktorler

Asya, Afrika ve Gliney Amerika gibi iilkelerde kolon kanseri goriilme siklig1 azdir.
Kolon kanserinin az oldugu bdlgelerden, ¢ok oldugu bolgelere gog¢ edildiginde
kanserin goriilme siklig1 da artar. Bu da ¢evresel faktorlerin etiyolojide etkili oldugunu
gostermektedir. Ornegin; Japonya gibi kanser riskinin az oldugu bélgeden, ABD gibi
riskin ¢cok oldugu bolgeye gog edildiginde kanserin goriilme siklig1 %2-3 kat artmakta
oldugu belirlenmistir (Gonen, 2004).

2.1.3.5 Lokalizasyon

Kolon kanseri genellikle sigmoid kolonda ve rektumda goézlenirken epidemiyolojik
caligmalarla anatomik dagilimin distalden proksimale dogru dagilim gosterdigi

gbzlenmistir (Majerus, 2002).
2.1.3.6 Ozgecmiste adenom ve karsinom

Calismalar sonucu kolon kanserinin biiyiik bir kismi daha 6nce bulunan adenomlardan
kaynaklanmaktadir. Kanserin gelisme riski adenomun sayisi ile orantilidir, adenom
sayist arttikca risk artar. Capi 1 cm’den biiyilik ve siddetli displazi 6zelligi gosteren
vill6z adenomlar kanser riskini artirir. Kadinlarda meme, endometriyal ve yumurtalik

kanser Oykiisiiniin bulunmasi da kolorektal kanser risklerini artirir (Génen, 2004).
2.1.3.7 Genetik faktorler ve aile oykiisii

Kolorektal kanserlerin %80’i sporadik, %10’dan kii¢iik kism1 ise herediter kdkenli ve
inflamatuar bagirsak hastaliklarindan kaynaklanir. Sporadik kolon kanserli hastalarin
birinci derece yakinlarinda kolon kanserinin gelisme riski 2 ile 4 kat artmaktadir.
Kanser, aile liyelerinde 50 yasindan kiiciik bireylerde ortaya ¢ikmis ise risk daha
yiiksektir. Kalitsal kolorektal kanserler, biitiin vakalarin %6-10"unu olusturmaktadir

(Kusakgioglu, 2003).
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Hiicrelerde biriken genetik degisiklikler hiicre biiytimesi ve fenotipik degisikliklere
yol agmaktadir. Bunun sonucunda neoplastik olusuma neden olurlar. Bu hiicreler
zamanla biiylime sinyallerine daha hassas, apoptoza direncli hale gelerek limitsiz
boliinme 6zelligine sahip olurlar. Ayrica anjiogenezini siirdiirebilen, kendine yetebilen

hiicrelere doniisiirler.

Kolon kanseri hastalarinin %10’u p53, K-ras, APC geni mutasyonlarinin tiimiine
sahiptir.  Ayrica spesifik kromozom degisiklikleri de kanser gelisim riskini

arttirmaktadir (Goel, 2007).

2.1.3.8 Diger faktorler

Kolon kanseri insidansini diyabet hastaligi artirmaktadir.  Kolesistektomi ve
tireterosigmoidostomi de kolon kanseri riskini artirir. Agromegali de kolon adenomlari

ve gastrointestinal kanserleri artig gostermistir (Otake, 2005; Bogazzi, 2006).

2.1.4 Kolonda Tiimor Gelisimi

Kolonda tiimor gelisimi birden fazla sayida mutasyonun asamali olarak birikmesinden

kaynaklanmaktadir. Bu birikimlerin gézlendigi 2 yol vardir:

1. Yol: APC/B-katenin yolu, bu yol adenokarsinom siireci olarak adlandirilir ve
sporadik kolon karsinomlarmin %80’inde goriiliir. Kromozomal dengesizlikle
karakterize molekiiler olaylar ve morfolojik olarak tanimlanabilen asamalarla
gerceklesir. APC proteini, APC geninin {irliniidiir ve 310 kD molekiil agirliginda ve
2843 aminoasitten olusmaktadir. APC, hiicrede bircok molekiil ile etkilesim i¢indedir.
Bundan dolay1 multidomain bir proteindir. APC geni tiimdr baskilayici bir gendir ve
mutasyonu sonucunda hastaligin olusabilmesi i¢in her iki allelde de bozukluk olmasi
gerekir. Bu bozukluklar sonucunda da kolorektal kanseri, gastrik kanserleri, asiner
hiicre karsinomlar1, prostat kanseri gibi bircok kanser olusumuna sebebiyet verirler.
Mutasyon sonucunda APC proteini gorevini yapamadigi i¢cin kompleksin B-katenin’i
fosforilleme etkisi ortadan kalkarak sinyal yolunun kontrolsiiz sekilde aktivasyonu

gerceklesmektedir. Bu siireg lokalize bir epitel proliferasyonla baslar, displazi derecesi

26



arttikca kiiclik adenom olusumlart artar ve genisleyerek ilerlemesi sonucu invaziv

kansere doniisiir (Yildiz, 2013).

2. Yol: Bu yol, DNA tamir genlerinin inaktivasyonu ile iliskilidir. Sporadik vakalarin
%10-15’inde saptanmistir. Bu yolda mutasyonlar farkli genler araciligiyla
gerceklesmektedir. Tanimlanmis bir morfolojik degisim yoktur. WNT/B-katenin
sinyal yolu eriskin dokularda apoptozis, adipogenez, anjiogenez, sinaps olusumu gibi
bircok olayda yer alir. Bu sinyal yolunda olusan bozukluklar bir¢ok kanser tipinin

meydana gelmesinde rol alir (Yildiz, 2013).

2.1.5 Kolon Kanseri Patolojisi

Kolon tiimdérleri, glandiiler epitel kaynakli adenokarsinomlardir. Makroskobik olarak
polipoid, iilseratif, infiltratif ya da aniiler olabilirler ve sol kolon karsinomlar1 anniiler
ve skirdz; sag kolon karsinomlar1 ise polipoiddir. Tiimor morfolojik olarak 3 tipte
olabilir; egzofitik (pedinkiillii, sesil), endofitik (iilseratif) ve diffiiz infiltratif (Oner,
2014).

Kolorektal timorler bulunduklari yerden derinlemesine duvar igine dogru veya liimene
dogru yayilim gosterirler. Dokuda derinlemesine biiylime gosteren tiimorlerin
prognozu, liimene dogru biiyliyen tiimorlerden daha kotiidiir. Kolon kanseri 3 grupta

incelenir;

a. Kalitsal kokenli kolon kanserleri

b. Inflamatuvar kokenli kolon kanserleri

c. Sporadik kokenli kolon kanserleri

2.1.5.1 Kalitsal kokenli kolon kanserleri

Herediter non-polipozis kolorektal kanser (HNPCC), ailesel adenomot6z polipozis
koli (FAP), hamartamatz juvenil polipozis sendromu, Peutze-Jeghers sendromu

kalitsal kokenli kolon kanserleridir. Erken teshis ve tedavi bu hastaliga sahip kisilerde

27



kanser gelisimini azaltmaktadir. FAP, otozomal dominant gegigli hastaliktir.
Kromozom 5q’da yer alan APC adlhi tiimor baskilayici gendeki mutasyondan
kaynaklanmaktadir. FAP hastalarinin kolon ve rektumunda c¢ok sayida polip
bulunmaktadir ve bu hastaliga sahip kisilerde kolon kanserinin gelisme riski oldukca
yiiksektir. Tiim kolon kanserlerinin %5-10’unu olusturmaktadir. HNPCC sendromuna
sahip kisilerde erken yaslarda kolon kanseri disinda mide, endometrium, bdbrek ve

iiretra kanserlerinin de gelisme riski oldukca yiiksektir.

2.1.5.2 inflamatuvar kokenli kolon kanserleri

Bu gruba Crohn hastaligi ve iilseratif kolit dahildir, bu hastaliklar da kolon kanseri

goriilme riskini artirmaktadir.

2.1.5.3 Sporadik kokenli kolon kanserleri

Tiim kolon kanserlerinin %80’ini olustururlar ve poliplerden kdken alirlar. Sporadik
kokenli kolon kanserleri somatik mutasyonlarin birikmesi, birgok genetik ve ¢evresel

faktdrlerin yaninda yas faktdriinden de kaynaklanmaktadir (Oner, 2014).

2.1.6 Kolon Kanserinde Evreleme

Evrelemede amag; hastaligin ne derecede yayildigini tespit etmek ve bu sekilde tedavi
stirecinin planlanmasini saglamaktir. Ayrica evreleme sayesinde prognoz bakimindan

tahminde bulunulabilmektedir (Karahasanoglu, 2001).

Amerika Birlesik Devletleri Komitesi’nin (AJCC) 2003 yilinda giincellemis oldugu
kolorektal kanser TNM siniflandirmasina gore 4 evre bulunmaktadir. Evre 2 ve Evre
3 hastalar alt gruplara ayrilarak siniflandirilmis olup, vaskiiler veya lenfatik

invazyonlar dahil edilmistir (Oner, 2014).

28



Tis Tl 12 13 T4 N1 N2
Mukoza

Mus. Mukoza

Submukoza

Musk. Propna

Subseroza
Bolgesel lenf
nodlaru

0020 02> 0@l 0®
® o

Sekil 2.2 Kolon kanseri TNM siniflandirmasi (Oner, 2014)

Primer Tiimor (T)

Tx: Primer tiimor degerlendirilemiyor

TO: Primer tiimor yok

Tis: Karsinoma in situ

T1: Timdr submukozaya yayilmis

T2: Timor muskularis propia tabakasina yayilmis

T3: Tiimor, muskularis propiay1 asip perikolorektal dokulara yayilmig

T4: Timor visseral peritonu (seroza) ge¢mis ve komsuluk yolu ile diger organlar

tutmus
Bolgesel Lenf Nodlar: (N)

NX: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor
NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1: 1-3 perirektal veya perikolik lenf nodiiliinde metastaz var
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N2: 4 veya daha fazla pararektal veya perikolik lenf nodiiliinde metastaz var

Uzak Metastaz (M)

MX: Uzak metastaz degerlendirilemiyor

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var (Salman, 2011; Oner, 2014)

Tablo 2.1 Kolon kanseri evrelemesi (Oner, 2014)

Evre 0 Tis NO MO

Evre | T1, T2 NO MO
Evre 1A T3 NO MO
Evre 11B T4 NO MO
Evre 1A T1, T2 N1 MO
Evre 111B T3, T4 N1 MO
Evre 11IC Herhangi T N2 MO
Evre IV Herhangi T Herhangi N MO
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kan damarlan akciger

diger organlara yayilma

seroz (sivi igeren)
katman

Kas katmam

mukoza altindaki
doku

mukoza

Sekil 2.3 Kolon kanseri evreleri (URL-18, 2019)

Evre 0: Kanser rektum veya kolonun en i¢ tabakasinda bulunur. Bu evredeki

kolorektal kanserin diger bir ad1 ise karsinoma in situ’dur.

Evre |: Tiimor kolonun veya rektumun i¢ duvarinda gelismistir.

Evre I1: Tiimdr kolon veya rektum duvari boyunca yayilmistir. Yakin olan dokulari

ele gegirmis olabilir ancak kanser hiicreleri lenf nodiillerine sigramamustir.

Evre Ill: Kanser lenf nodiillerine sigcramistir ancak viicuttaki diger bolgelere

sigramamistir.

Evre IV: Kanser akciger ve karaciger gibi viicudun diger bdlgelerine sigramigtir

(URL-18, 2019).

2.1.7 Kolon Kanseri Tanisinda Kullanilan Testler ve Yontemler

2.1.7.1 Tiimor belirtecleri

Kolorektal tiimoérlerde kullanilan tiimor belirtecleri karsinoembriyonik antijen (CEA)

ve karbonhidrat antijen (CA19-9)’dir. Karsinoembriyonik antijen (CEA), kolorektal
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kanser digsinda pankreas, mide ve meme kanseri takibinde de kullanilmaktadir.
Malignite haricinde alkol ve sigara kullanma aligkanligi ile mide, akciger, karaciger
ve bagirsak sistemlerinde iyi huylu patolojilerin yiikseldigi gozlemlenir. Karbonhidrat
antijenleri (CA19-9) ise kolorektal kanser diginda karaciger, pankreas, safra yollar1 ve
over kanseri takibinde kullanilmaktadir. Malignite haricinde sarilik, karaciger, mide,
pankreas, diyabetik nefropati ve bazi romatizmal hastaliklarda yiikseldigi
gozlenmistir. Cerrahi miidahale sonrasinda her iki belirtecin de diizeyinin artmasi

tiimor rekiirrensini disiindiiriir (Tilirkcapar, 2005).

2.1.7.2 Kolonoskopi

Kalin bagirsagin icinin goriintiilenip incelendigi teshis yontemidir. Bu yontemde,
distan ice dogru kalin bagirsagin tiim boliimleri ve gerekli durumlarda ince bagirsagin

son boliimii olan ileum da incelenir (Walsh, 2003).

2.1.7.3 Patoloji

Kolon kanserlerinin %95°1 adenokarsinomdur. Bunun disinda karsinoid tiimorler,
skuamoz hiicreli karsinom, adenoskuamoéz ve indiferansiyel karsinom ve az da olsa
sarkom ve lenfomalar gibi nonepitelyal tiimor tiirleri de goriilmektedir. Kolorektal
kanserlerin  %25’1 rijit sigmoidoskopla, %60’1 ise fleksibl sigmoidoskopla
goriilebilecek diizeydedir. Kolon tiimdrlerinin 1/3’1 rektumda, 2/3’1 kolonun diger

kisimlarinda 6zellikle de sol kolonda yerlesim gostermektedir (Kiipelioglu, 2004).
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3. MANTARLAR VE KANSER

Glinimiizde kanser hastalar1 i¢cin kemoterapi ve cerrahi uygulamalar siklikla
kullanilmaktadir. Ancak bu yontemler birgok kanserde tam olarak etkili olamamustir.
Gilintimiizde kanseri 6nlemek adina tibbi tedaviye ek olarak ¢esitli dogal kaynaklarin
kullanilmasina yonelik ¢alismalar yapilmaktadir. Kullanilan bu kaynaklardan biri de
mantarlardir. Mantarlar; antikanser, antiviral, antioksidan, antimikrobiyal ve karaciger
koruyucu 6zelliklerinden dolay1 pek ¢ok ilag firmasi tarafindan ARGE calismalarinda
kullanilmaktadir (Wasser, 2002; Kaygusuz, 2017).

Piyasada var olan mevcut antikanser ilaclari hedefe 6zgii degildir ve ¢esitli kanser
tiirlerinin klinik yontemlerinde, bazi yan etkileri ve komplikasyonlar1 meydana getirir.
Bu nedenle onaylanmis antikanser 6zelligine sahip bazi mantarlar ve bunlarin aktif
bilesikleri biiytik ilgi gérmektedir. Mantarlar mide bulantisi, kemik iligi baskilanmasi
ve anemi gibi kanser yan etkilerini 6nleyerek kemoterapi ve radyoterapinin olasi
etkilerini azaltmaktadir (Patel, 2012).

Son zamanlarda antikanser ajanlar1 da dahil olmak iizere bir¢ok biyoaktif molekiil,
cesitli mantarlardan tanimlanmistir. Bu biyoaktif bilesikler ise polisakkaritler,
proteinler, yaglar, tokoferoller, karotenoidler, askorbik asit enzimleri ve organik
asitlerdir. Polisakkaritler, antikanser ve immiinomodiilator 6zelliklere sahip en iyi

bilinen ve en gli¢lii mantar tiirevi maddelerdir (Patel, 2012).

Breene (1990), cesitli mantar tiirlerinin ya da mantar ekstraktlarinin antikanser
aktivitesi oldugunu bildirmistir. Bu tiirlerden bazilari; Agaricus bisporus, Coriolus
versicolor, Ganoderma lucidum, Lentinus edodes, Pleurotus ostreatus ve Tricholoma

matsutake’dir.

Yapilan arastirmalar incelendiginde kanser ile baglantili en etkili mantar tirii
Ganoderma lucidum’dur. Ganoderma, ¢ok eski zamanlardan beri Cin’de kanser
kemoterapisinde kullanilmistir. Bu mantar yenilebilir bir tiir olup insanlardaki viicut
direncini korumakta ve uzun bir yasam siirmelerini saglamaktadir. Ayrica alerji,

kronik hepatit, uykusuzluk, bronsit, hipertansiyon, inflamasyon ve kanser gibi cesitli
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hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Ganoderma’nin gévdelerinden, misellerinden
ya da sporlarindan ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip bilesikler izole edilmis ve
bazilarinin ¢esitli tibbi 6zellikleri ortaya ¢ikmustir. Ganoderma lucidium aktif
transkripsiyon faktorii olan NF-KB ve AP-1°i inhibe etmektedir. Ayrica tiimor

baskilayici ve tiimoriin yayilmasini engelleyici 6zelligi bulunmaktadir. (Sliva, 2003).

Japonya’da “Shiitake” olarak da bilinen Lentinula edodes, iyi bilinen iki polisakkaritin
kaynagidir. Bunlar, “Lentinan-a” ve LEM-a”dir. Her iki bilesen de anti-kanser aktivite
gostermistir. Lentinan ilk kanser ilact olup, 1972 yilinda kanser ilact olarak
tescillenmistir. Bu tiir bilesenler dogrudan kanser hiicrelerine saldirmaktan ziyade,
bagisiklik sistemini gii¢lendirici fayda sagladigi goriisii bulunmaktadir (Chihara,
1992).

Hu vd., Ganoderma lucidum’un alkol ekstraktlar1 100, 200, 300, 400 ve 500 pg/mi
konsantrasyonlarinda insan meme kanseri hiicrelerine uygulanmistir. 500 pg/ml’deki
konsantrasyon hiicre biiyiimesinin yaklasik %70 inhibisyonuna neden olmustur. G.
lucidum’un alkol ekstraktinin tlimorijenik olmayan WB hiicreleri {izerinde boyle bir
etkisi yoktur, bu 6nemli bir ayrimdir. Bu ¢alismayla birlikte G. lucidum’un alkol
ekstrakti, MCF-7 hiicrelerinde G1 fazinda hiicre dongiisiinii durdurdugu tespit
edilmistir (Hu, 2002).

Smith vd., yaptiklar1 bir ¢alismada Schizophyllum commune’nin iyi bir anti-kanser
aktivite gosteren schizophyllan polisakkaritini igerdigi icin farmokolojik acidan
onemli oldugunu belirtmislerdir. Mide kanserine yakalanmis olan hastalarin,
kemoterapiyle birlikte uygulanmakta olan tedavi sonrasinda yasayan sayisinda net bir
artts oldugunu Dbelirlemislerdir. Schizophyllum’dan elde edilen schizophyllan
polisakkariti kanser ilaci olarak tescil edilmis ve mantar polisakkariti olarak tarihe

gegmistir (Smith, 2002).

Ho vd., tarafindan yapilan ¢alismada, Coriolus versicolor mantar tiiriiniin 200 ile 800
png/ml arasindaki konsantrasyonlarinda ¢esitli kanser tiirleri {izerinde dogrudan etkili

oldugu tespit edilmistir. Ayrica meme kanseri hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini inhibe
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ettigi, pS3 ve Bcl-2 bagimli ve bagimsiz mekanizmalar ile apoptozu indiikledigini

gostermislerdir (Ho, 2005).

Xie vd., Ganoderma lucidum mantarina ait iki farkli ekstrakt (GLE-1 ve GLE-2) 0,05
mg/ml, 0,25 mg/ml ve 1 mg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanmistir. Bunlarin
hazirlanmasinda iki farkli ¢oziim kullanilmistir. GLE-1 muhtemelen polisakkaritleri
ve terpenoidleri ¢6zen %5 etanol-su ¢ozeltisi ile hazirlanirken, GLE-2 muhtemelen
polisakkaritleri olmayan ve genellikle terpenoidleri ¢6zen DMSO ile hazirlanmustir.
Bu nedenle GLE’deki terpenoidlerin, kolorektal kanser hiicreleri iizerinde 6nemli
antiproliferatif etkiler gdsterdigi anlagilmaktadir. Olas1 antikanser etkisine ek olarak,
Ganoderma lucidum da kemoterapinin neden oldugu yan etkileri azaltmada yardimci
olabilir (Xie, 2006).

Lee vd., Inonotus obliquus mantarinin sicak su ekstraktlarini melanoma B16-F10
hiicreleri tlizerinde ¢aligmislardir. Sicak su ekstraktlar1 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml ve 1
mg/ml konsantrasyonalarinda hazirlanmistir. Calisma sonucunda hiicre biiyiimesinin
inhibe oldugunu, hiicre dongiisiiniin GO/G1 fazinin durmasinmi sagladigini ve hiicre
farklilasmasini indiikledigini tespit etmislerdir. I. obliquus ayrica insan kolon kanseri

hiicrelerinin ¢ogalmasina karsi inhibitor aktivite gostermistir (Lee, 2009).

Endo vd., Agaricus blazei Murrill’in sicak su ekstraklarini hazirlamislar ve 1, 10 ve
100pg/ml konsantrasyonlarinda 16semi hiicrelerine uygulamislardir. Agaricus blazei
Murrill’in (ABM) 1siya dayanikli ve yayilabilir fraksiyonunun in vitro antitimor
aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Bu madde dogrudan l6semik hiicre
hatlarinin canliligini azaltmis fakat normal lenfositler {izerinde higbir etkisi olmamistir

(Endo, 2010).

Thyagarajan vd., Ganoderma lucidum kaynakli triterpenlerin (GLT) HT-29 insan
kolorektal kanseri hiicrelerinin biiylimesini etkileyip etkilemedigini arastirmislardir.
GLT’leri 0, 0,25, 0,5 ve 1 mg/ml konsantrasyonlarinda HT-29 hiicre hattina
uygulamuglardir. Yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda GLT’nin HT-29 kolorektal kanseri

hiicrelerinin in vitro proliferasyonunu baskiladigini ve ayrica GLT, HT-29
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hiicrelerinde ve kolon tiimoérlerinde otofajiyi indiikledigini tespit etmislerdir

(Thyagarajan, 2010).

Selvi vd., Pleurotus florida ve Calocybe indica adli iki mantar tiiriiniin 10, 25, 50 ve
100 pg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanmistir. Bu konsantrasyonlari, T24 mesane
kanseri hiicre hatlarina uygulamislardir. Elde edilen testler sonucunda bu iki mantarin
T24 hiicre hatlarina kars1 antikanser Ozellik gosterdigini ag¢iklamiglardir. Bunun
sonucunda P. florida ve C. indica, mesane kanserine karsi potansiyel bir anti-kanser

ilact olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Selvi, 2011).

Wu vd., yaptiklari ¢aligmada Armillaria mellea mantari ekstraktini kullanarak 50, 100,
200 ve 400 pg/ml olarak ¢esitli konsantrasyonlarda, insan akciger kanseri hiicre hatti
olan A549 hiicreleri ile muamele etmislerdir. A. mellea’nin 200 pg/ml
konsantrasyonunun tiimdr hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerine inhibitor etkisi oldugunu ve
A549 hiicrelerinin biiylimesini gii¢lii bir sekilde baskiladigini belirlemislerdir (Wu,
2012).

Li vd., Aspergillus fumigatus’tan izole edilen fumigaklavin C’nin MCF-7 insan meme
kanseri hiicreleri {izerinde antiproliferatif ve apoptotik etkileri ¢aligilmistir.
Fumigaklavin C 20, 40 ve 60 puM konsantrasyonlarinda MCF-7 hiicrelerine
uygulanmistir. Fumigaklavin C, MCF-7 meme kanseri hiicrelerine karsi onemli
sitotoksisite gostermistir. Ayrica, MCF-7 hiicrelerinde apoptozu indiikledigini ve
matris metalloproteazlarinin (MMP’ler) ekspresyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir.
Sonug olarak, yapilan bu ¢alismada deniz kaynakli mantar olan Aspergillus
fumigatus’tan izole edilen fumigaklavin C’nin gii¢lii bir antikanser aktivite gosterdigi

bulunmustur (Li, 2013).

Liu vd., Antrodia cinnamomea mantarinin hepatoselliiler karsinom (HCC) {izerindeki
aktivitesini degerlendirmek i¢in bir g¢alisma yapmuslar. Antrodia cinnamomea,
Asya’da ila¢ zehirlenmelerinde ve karaciger kanseri tedavisinde ¢ok yaygin olarak
kullanilan bir mantar tiiriidiir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda, Antrodia
cinnamomea’nin biyoteknolojik {iriinii olan misel fermantasyon sivisinin (AC-MFB)

hepatik enzim anormalligi olmadan hepatoselliiler karsinomun biiyiimesini belirgin bir
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sekilde inhibe ettigini tespit etmislerdir. Bu anti-HCC aktivitesi, hem kiiltiirlenmis
murin IMEA.7R.1 hem de insan HA22T/VGH HCC hiicreleri iizerindeki biiyiime
onleyici etkileri ile dogrulanmistir (Liu, 2013).

Japonya’da “Maitake” olarak bilinen Grifola frondosa, icerdigi polisakkaritlerden
dolay1 insan viicudunun bagisiklik sistemini gii¢lendirdigi ve genel saghig etkiledigi
bilinmektedir. ABD ve Japonya’da yapilan c¢alismalarda, saflastirilmis polisakkarit
parcalarinin; akciger, karaciger, gogiis, prostat ve beyin kanserinde karsi etkili
oldugunu oraya c¢ikarmistir. Fareler {izerinde ¢esitli denemeler yapilmis olup,
denemeler sonucunda bu mantar tiirtiniin kanser hiicrelerin inhibisyonunu giiglii bir

sekilde etkiledigi belirlenmistir (Ozdemir, 2014).

Fritz vd., yaptiklar1 ¢alisma ile Coriolus versicolor’dan tiiretilen Polisakkarit K nin
(PSK), standart kemoterapinin, radyoterapinin, ameliyatin yaninda ya da ameliyat
sonrasinda ek tedavi olarak kullanilmasinda, akciger kanserli hastalarda bagisiklik
fonksiyonunu, tiimorle iliskili semptomlar1 ve sag kalimi Onemli oOlgiide
tyilestirebilecegini gostermislerdir. PSK’nin, 6zellikle hastaligin erken evrelerinde
etkili oldugu ve evre I, II, III hastalig1 olan hastalarda sag kalimi 6nemli Olciide

artirdig tespit edilmistir (Fritz, 2015).

Yukarida 6zetlendigi sekilde bu alanda bir¢ok calisma olmasina ragmen diinyada
bir¢ok tlirii bulunan mantarlarin kanser tizerindeki etkileri hakkinda aydinlatilmasi
gereken bir¢ok nokta vardir. Elimizde bulunan mantar tiirleri iilkemizde de rahat
ulagilabilinen tiirler olmakla birlikte yoresel olarak da tiiketilmektedir. Yapilan
literatiir calismasinda se¢ilen mantar tiirlerine ait antikanser etkisine ait bir bulguya
rastlanmamistir. Bu nedenle bu tez calismasinda 5 farkli mantar tiiriiniin kolorektal
kanser hiicre dizisi olan HCT116 proliferasyonu tiizerindeki etkilerini, hem de

hiicrelerdeki molekiiler degisiklikleri anlamay1 hedefledik.
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4. YONTEM

4.1  Mantar Tiirleri ve Lokasyonlari

Gergeklestirilen tez calismasinda yenilebilir 6zellikte bes farkli mantar tiirii
kullanilmistir. Bu mantar tiirleri Hericium coralloides, Lactarius deliciosus, Lepista

nuda, Pleurotus ostreatus ve Suillus collitinus’tur.

Tez caligmasinda kullanilan mantar 6rnekleri Dog. Dr. Ilgaz Akata’nin kisisel

koleksiyonundan, Prof. Dr. Ergin Murat Altuner araciligiyla temin edilmistir.

Orneklerin daha dnceden toplanmis oldugu lokasyon bilgileri su sekildedir:

. Hericium coralloides (Trabzon, Yomra)
. Lactarius deliciosus (Trabzon, Yomra)
. Lepista nuda (Trabzon, Yomra)

. Pleurotus ostreatus (Trabzon, Yomra)

. Suillus collitinus (Trabzon, Yomra)

4.2  Mantarlardan Etken Madde Ekstraksiyonu

Tez ¢alismasinda kullanilan Hericium coralloides, Lactarius deliciosus, Lepista nuda,
Pleurotus ostreatus ve Suillus collitinus mantar tiirlerinin ekstraksiyonu igin iki farkli
¢oziicii kullanilmistir. Bu c¢oziiciiler etil alkol ve etil asetattir. Ekstraksiyonda

kullanilan bu ¢6ziictiler, polarite 6zelliklerine bakilarak se¢ilmistir.

Kurutulmus 6rneklerin toz haline getirilmesinde porselen havan kullanilmistir. Havan
ve havan elleri ilk dnce %70’lik etil alkol ile temizlenmis ve iyice kuruduktan sonra

kuru haldeki mantar 6rnekleri havan i¢inde toz haline getirilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.2 Mantar ekstraktlari, ¢alkalayici lizerinde oda sicakliginda, 3 giin siireyle ¢6ziicii ile
muamele edilerek hazirlanmigtir
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4.2.1 Etil Alkol Ekstrakti

Etil alkol ¢oziiclisiinlin kaynama noktas1 78,37 °C ve relatif polaritesi 0,654 tiir.
Ekstraksiyon i¢in her bir mantar 6rnegi, havan igerisinde toz hale getirildikten sonra
2,5 gr drnek erlen igerisine alinmustir. Uzerine %99,9 saflikta 50 ml etil alkol ilave
edilmistir. Erlenlerin agizlar1 parafilm ile kapatilarak, etiketlemeleri yapilmistir.
Erlenler, bir galkalayiciya (WiseShake, Kore) (Sekil 4.2) yerlestirilerek 3 giin boyunca
oda sicakliginda calkalama islemi yapilmistir. Siire sonunda elde edilen ekstreler

Whatman no:1 filtre kagidindan siiziilmustiir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 Toz haline getirilen 6rneklerin etil alkol ekstraktlar
4.2.2 Etil Asetat Ekstrakti

Etil asetat ¢oziiciisiiniin kaynama noktas1 76,5-77,5 °C ve relatif polaritesi 0,228"tir.
Ekstraksiyon i¢in her bir mantar 6rnegi, havan igerisinde toz hale getirildikten sonra
2,5 gr ornek erlen igerisine alinmistir. Uzerine 50 ml etil asetat ilave edilmistir.
Erlenlerin agizlar1 parafilm ile kapatilarak, etiketlemeleri yapilmistir. Erlenler, bir
calkalayictya (WiseShake, Kore) (Sekil 4.2) yerlestirilerek 3 giin boyunca oda
sicakliginda ¢alkalama islemi yapilmistir. Siire sonunda elde edilen ekstreler

Whatman no:1 filtre kagidindan siiziilmustiir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Toz haline getirilen drneklerin etil asetat ekstraktlar

4.3 Mantarlarimn  Etil Alkol ve Etil Asetat Ekstraktlarmin Doner

Buharlastiricida Uzaklastirilmasi

Whatman no:1 filtre kagidindan siiziilen etil alkol ve etil asetat ekstraktlari doner
buharlastiricida (Heidolph) vakum altinda 40-45 °C’de 130-150 rpm’de muamele
edilerek ortamdaki ¢oziiciiler evaporasyonla tamamen uzaklastirilmig ve ayri bir kapta

toplanmustir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 Mantar ekstraktlarinin evaporasyon islemi
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4.4 Kolorektal Kanser Hiicre Kiiltiiri
441 HCTI116 Hiicrelerinin Vasatinin Hazirlanmasi

Temel vasat olarak DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) kullanilmistir.
Cozeltisi, 13,4 gr DMEM ve 3,7 gr sodyum bikarbonat tartilarak 1 L steril saf suyun
igerisine eklenerek hazirlanmistir. 0,45 pm ¢apindaki steril filtreden gegirilerek steril
edilmis ve +4 °C ‘de saklanmistir. Hiicre kiiltiirii islemleri i¢cin DMEM igerisine %10
FBS (Fetal Boval Serum) ve %1 penisilin-streptomisin ilave edilerek ¢alisma ¢ozeltisi

hazirlanmistir.
4.4.2 Kolorektal Hiicre Serilerinin Hazirlanmasi

Yapilan bu tez ¢alismasinda insan kolorektal karsinoma (ATCC) hiicre hatti olan
HCT116 kullanmilmistir. HCT116, kolorektal karsinomali eriskin bir erkekten elde
edilen hiicrelerdir. Bu hiicre hatti ras proto-onkogeninin kodon 13’{inde bir mutasyona
sahiptir. HCT116 oldukga agresif yapida olup, farklilasma kapasitesi ¢ok azdir ya da
hi¢ yoktur (Yeung, 2010; URL-19, 2021). Hiicre hatlar1 Istanbul Universitesi Tip
Fakiiltesi Fizyoloji Boliimii Prof. Dr. D. Serap KURUCA nin laboratuvarindan temin
edilmistir. Ik olarak dondurulmus halde bulunan hiicrelerin ¢dziinmesi saglanmistir.
Daha sonra hiicreler T75 kiiltiir kaplar1 igerisine alinmis, kap igerisine %10 FBS ve
%1 penisilin/streptomisin igeren DMEM eklenmistir. Hiicreler farklilasmasi ve
¢ogalmasi i¢in 37 °C’de %5 COz2 igeren inkiibatore kaldirilmistir. Hiicreler %80
doluluga ulastiginda T75 kiiltiir kaplari icerisinde tripsin-EDTA ile pasaj yapilarak alt
kiiltiir islemi yapilmis ve DMEM, FBS, pen/strep ile resiispanse edilmistir. Bu sekilde
tez c¢alismasi siiresince kullanilacak olan kolorektal kanser hiicre serileri
hazirlanmistir. Biitiin kanser hiicre kiiltiirii denemeleri Kastamonu Universitesi
Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi biinyesinde yer alan Dr. Ogr. Uyesi Nuray
EMIN’in sorumlulugundaki Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.6 %80 doluluk durumunda kolorektal kanser hiicreleri

4.5 Mantar  Ekstraktlarmin  Stok  Cozeltilerinin ve  Belirlenen

Konsantrasyonlarda Dozlarin Hazirlanmasi

Etil alkol ve etil asetat ekstrelerinin DMSO (5 mg/ml)‘da stok c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiler istenilen konsantrasyonlarda medyum ile seyreltilerek
doz ayarlamasi yapilmistir. Hazirlanan konsantrasyonlar 200, 100, 50, 20, 10 ve 5
ng/ml seklindedir. Bu konsantrasyonlar ile birgok doz denemesi yapildiktan sonra, her
bir mantar tiiriine ait etil alkol ve etil asetat i¢in belirlenen ¢alisma konsantrasyon

degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 Mantar tiirlerinin etil alkol ve etil asetat ekstraktlarindaki konsantrasyonlari

Mantar Tirleri Etil Alkol Ekstraktlar1 Etil Asetat Ekstraktlari

I¢in Segilen Dozlar I¢in Segilen Dozlar

100, 90, 80, 70, 60, 50 200, 100, 50, 20, 10, 5
100, 90, 80, 70, 60, 50 100, 90, 80, 70, 60, 50
200, 175, 150, 125,100 100, 90, 80, 70, 60, 50
200, 175, 150, 125, 100 50, 40, 30, 20

20, 18, 16, 14, 12, 10 10, 8, 6,5
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4.6  Sitotoksisite Testi (MTT)

Tez calismasinda ATCC’den temin edilen HCT116 hiicre hatlar1 kullanilmistir. Etil
alkol ve etil asetat ¢Oziiciilerinde hazirlanan Hericium coralloides, Lactarius
deliciosus, Lepista nuda, Pleurotus ostreatus ve Suillus collitinus mantar ekstreleri
farkli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanmistir. Siire sonunda hiicrelerde meydana
gelen sitotoksik etki, MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid)
yontemi kullanilarak incelenmistir. MTT testi dogal ve sentetik molekiillerin
sitotoksitesini anlamak (ilk basamak tarama testi) i¢in yaygin kullanilan hassas, ucuz

ve giivenilir bir testtir (Ozerkan, 2019).

4.7  Hiicre Sayimmi

Hiicre sayiminda canli hiicreler ile cansiz hiicreleri birbirinden ayirt edebilmek icin
“Tripan Mavisi” ad1 verilen boya kullanilmaktadir. Bu boya cansiz hiicreler tarafindan
absorbe edilirken, canli hiicrelerin membran yapisi zarar gormedigi icin iclerine
girememektedir. Boylelikle mikroskop altinda cansiz hiicreler boyanmis goriiniirken,
canli hiicreler renksiz goriinmektedir. Hiicre sayimi yapilirken canli ve cansiz hiicreler
birlikte sayilmaktadir. Canli hiicrelerin yiizdesi hesaplanirken asagidaki denklem

kullanilmaktadir:

. Y. Boyanmanus Hiicre Sayist
%Canlt Hicre = S Hicre x100 4.1)

%80 doluluk durumuna ulasan hiicrelere tripsinizasyon islemi uygulanmistir. Santrifiij
isleminin ardindan pellet 1 ml besiyeri (%10 FBS, %1 pen/strep, DMEM) igerisinde
siispanse edilmistir. Hiicre siispansiyonundan 10 pl steril ependorf igerisine alinmis ve
990 ul tripan mavisi (%10) eklenmistir. Bu siispansiyon igerisinden de 10 pl alinarak

Thoma lam1 {lizerine konulmustur ve mikroskop altinda hiicre sayimi1 yapilmaistir.

Hiicre sayimi tamamlandiktan sonra her bir kuyucukta 1000 hiicre olacak sekilde
96’11k kuyucuklara hiicre ekimi yapilmistir. Bu islemin ardindan hazirlanan dozlardan

10 pl kuyucuklara eklenmis ve her bir mantar tiirii i¢in ii¢ tekrar uygulanmustir.
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Negatif kontrol olarak 200, 100, 50, 20, 10 ve 5 pg/ml konsantrasyonlarinda sisplatin
kullanilmustir. Sisplatin pek ¢ok solid tiimor tedavisinde kullanilan kemoterapotik bir
ajandir. 1970 yilinda E.coli’nin biiyiime inhibitorii olarak kesfedilmistir. Ilerleyen
yillarda antikanser etkileri de fark edilmis olup, over, testis, bas ve boyun, serviks ve

lenfoma tedavilerinde kullanilmistir (Cetintas, 2013).

DMSO, etil alkol ve etil asetat da ¢oziicii oraninda koyularak negatif kontrol olarak
kullanilmigtir. Bu kontroller hiicrelerin yasamini etkileyip etkilemediginin anlagilmasi

bakimindan ayr1 ayr1 gruplar halinde 96-kuyucuklu petriye eklenmistir.

Belirlenen dozlar HCT116 hiicrelerine ilave edildikten sonra hiicreler, 3 giin 37°C’de
%5 COg2 igeren inkiibatorde bekletilmistir. 3 giiniin sonunda 10 ul MTT reaktifi ilave
edilerek, 4 saat inkiibatérde bekletilmistir. Siire sonunda isopropil alkol ile formazan
¢oziillerek ELISA okuyucuda (BioTek, ABD) 570 nm’de platedeki kuyucuklarin
absorbanslart  Ol¢iilmiistiir. MTT analizlerinin sonucunda doz/cevap egrileri
hazirlanmis, bilesiklerin ICso (hiicrelerin  %50’sinin  biiylimesini inhibe eden
konsantrasyon) hesaplanmis ve bu parametreye gore -ekstrelerin etkinlikleri

karsilastiriimistir (Ozerkan, 2019).

— e

Sekil 4.7 MTT reaktifi eklendikten sonraki 96-kuyucuklu petride formazan kristallerinin
olusumu
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4.8 Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), Dr. Ogr. Uyesi Nuray EMIN’in sorumlulugundaki
Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi (MERLAB) biinyesinde bulunan Doku Miihendisligi, Biyomalzeme ve Kok
Hiicre Laboratuvar1 envanterindeki hiicre kiitliphanesinden temin edilmis ve tiim kok
hiicre analizleri bu laboratuvarda gerceklestirilmistir. Kullanilan hiicreler, ilgili
laboratuvar biinyesinde KU-HADYEK 2018-10 Etik Kurul izni ile hazirlanmis MKH
hattinin P6 agamasindaki hiicreleri olup, Kastamonu Universitesi Deney Hayvanlari
Yerel Etik Kurulu’nun 2021-2 sayili karar ile kullanilmasi icin etik kurul onay1

gerekmedigi ayrica onaylanmustir.
4.8.1 Mezenkimal Kok Hiicre Vasatimin Hazirlanmasi

Temel vasat olarak a-MEM (Minimum Essential Medium-alpha) kullanilmistir.
Cozeltisi, 10,1 gr o-MEM ve 2,2 gr sodyum bikarbonat tartilarak 1 L steril saf suyun
igerisine eklenerek hazirlanmistir. 0,45 pm ¢apindaki steril filtreden gegirilerek steril
edilmis ve +4°C ‘de saklanmistir. Hiicre kiiltiirii islemleri i¢in a-MEM igerisine %10
FBS (Fetal Bovine Serum) ve %1 penisilin/streptomisin ilave edilerek calisma

¢oOzeltisi hazirlanmastir.
4.8.2 Mantar Tiirlerinin Mezenkimal Kok Hiicrelere Uygulanmasi

MKH’ler %80 doluluga ulastiginda hiicrelere tripsinizasyon islemi uygulanmistir
(Sekil 4.8). Tripan mavisi ve Thoma lami kullanilarak hiicre sayimi1 yapildiktan sonra,
her bir kuyucukta 1000 hiicre olacak sekilde hiicre ekimi gergeklestirilmistir. Toplam
hacim 250 pl olacak sekilde kuyucuklara %1 penisilin/streptomisin, %10 FBS igeren
a-MEM eklenmistir. Hiicrelerin yiizeye yapismalari i¢in 37°C, %90 nem, %5 COz2
ayarl inkiibatorde bir gece bekletilmistir.
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Sekil 4.8 %80 doluluk durumunda mezenkimal kok hiicreler

Siire sonunda her bir kuyucuktan 25 pl vasat ¢ekilmis ve kuyucuklara hazirlanan
dozlardan 25 pl eklenmistir. Daha 6nceden DMSO (5 mg/ml) ’da hazirlanan stok
cozeltiler Tablo 5.1°de belirlenen konsantrasyonlarda o-MEM ile seyreltilerek
hazirlanmistir.  Hiicreler ii¢ giin inkiibatdrde bekletilmistir. Ug¢ giin sonunda
kuyucuklardaki sivi tamamen ¢ekilmis, 225 ul pen/strep’li a-MEM ve 25 pul MTT
reaktifi eklenmistir. 4 saat inkiibatérde bekletilmis ve siire sonunda kuyucuklardaki
stvi tamamen ¢ekilerek atilmigtir. Kuyucuklara 250 ul isopropil alkol ile formazan
¢Oziilmiis ve steril baska bir 96-kuyucuklu petriye 6rnek, kor ve kontrol ¢ozeltilerinin
her birinden 200 pl ayri ayr1 kuyucuklara eklenmis, multimode mikroplaka (BioTek,
ABD) okuyucuda 570 nm’de absorbans degerleri 6lglilmiistiir.

4.9  FTIR Spektroskopisi icin Numune Hazirlama

FTIR analizi, her mantar Ornegi icin sadece tespit edilen ICso konsatrasyonlari
kullanilarak yapilmistir. Bir HCT116 kontrol grubu, bir sisplatin ve mantar 6rnekleri
kadar 6’11 kuyucuklara HCT116 hiicre ekimi yapilmistir. Hiicreler %80 doluluga
ulastiginda, 6nceden belirlenen 1Cso konsantrasyonlarinda (Tablo 5.2) mantar ekstrakti
ve sisplatin kuyucuklara eklenmis, 37°C, %5 COz2 %90 nem iceren ortamda 72 saat
siireyle inkiibe edilmistir. 72 saatin sonunda inkiibe edilen hiicreler tripsin ile

zeminden kaldirilmis ve 3 kez PBS ile santrifiijlenerek yikanmis ve siipernatant
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atilmistir. Pellet 1 ml PBS igerisinde siispanse edilmis ve onceden etiketlenen cam
lamlar {izerine yayilmistir. Lam tizerindeki hiicre siispansiyonlari, kurumasi i¢in 24-
48 saat siireyle ¢eker ocakta bekletilmistir. Kuruyan 6rnekler, lam tizerinden kazinarak
ayr1 ayr ependorflar igerisine alinmis ve Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi biinyesinde bulunan ATR-FTIR
(Bruker Alpha, Almanya) cihazinda analiz edilmistir.

4.10 Iistatistiksel Analiz

Kantitatif MTT testlerinden elde edilen sonuglar, Graphpad Prism 5 programi
kullanilarak analiz edilmistir. Analizler sirasinda kontrol ve uygulama gruplari

arasindaki farkliliklar karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.
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5. BULGULAR

5.1  Sitotoksisite Bulgular:

Yapilan tez caligmasinda kolorektal kanser hiicreleri olan HCT116 hiicre serisi
kullanilmistir. Mantar tiirlerinin dozlar1 etil alkol ¢6ziiciisii kullanilarak hazirlanan
ekstraktlardan M1 ve M2’de 100, 90, 80, 70, 60, 50 pg/ml; M3 ve M4’te 200, 175,
150, 125, 100 pg/ml; M5°te 20, 18, 16, 14, 12, 10 ug/ml araliginda konsantrasyonlar
kullanilmastir. Etil asetat ¢oziiciisii kullanilarak hazirlanan ekstraktlarda ise M1’de
200, 100, 50, 20, 10, 5 pg/ml; M2 ve M3’te 100, 90, 80, 70, 60, 50 png/ml; M4’te 50,
40, 30, 20 pg/ml; M5’te 10, 8, 6, 5 ug/ml araliginda konsantrasyonlar kullanilmis ve

hiicre proliferasyonuna etkileri MTT yontemi ile analiz edilmistir.

Tim denemeler 3 tekrar olacak sekilde yapilmistir ve MTT testinin sonuglari
istatistiksel olarak Graphpad Prism 5 programi kullanilarak analiz edilmistir. Calisilan
konsantrasyonlarda HCT116 hiicrelerinin canlilik oranlar1 saptanmistir ve bu oranlar

Sekil 5.1 ve Sekil 5.2°de verilmistir.

Sekil 5.1°de etil alkol ¢6ziictisii ile ekstraktlar1 hazirlanan mantar tiirleri, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda HCT116 hiicrelerinde kontrole gore hiicre canliliginin azaldig:
tespit edilmistir. M1°de 80 pg/ml, M2’de 70 pg/ml, M3 ve M4’te 200 ug/ml, M5’te
16 pg/ml konsantrasyonlarinda hiicre canliliginin en diisiik seviyede oldugu tespit

edilmistir.

Sekil 5.2°de ise etil asetat ¢oziiciisii kullanilarak hazirlanan mantar ekstraktlari kontrol
grubu ile karsilastirildiginda HCT116 hiicrelerinde kontrole gore hiicre canliliginin
azaldig1 belirlenmistir. M1°de 200 pg/ml, M2 ve M3’te 50 pg/ml, M4’te 20 pg/ml,
M5’te 8 pg/ml konsantrasyonlarinda hiicre canliliginin en diisiik seviyede oldugu
tespit edilmistir. Etil alkol ve etil asetat ekstraktlarinin 6l¢iilen ICso degerleri de Tablo

5.1’de verilmistir.
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Sekil 5.1 Insan kolorektal kanser hiicrelerinin etil alkolde hazirlanan mantar ekstraktlari ile etkilestirilmesinin akabinde 570 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak yapilan kantitatif MTT analizi sonucu istatistiksel canlilik analiz grafikleri
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Sekil 5.2 insan kolorektal kanser hiicrelerinin etil asetatta hazirlanan mantar ekstraktlari ile etkilestirilmesinin akabinde 570 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak yapilan kantitatif MTT analizi sonucu istatistiksel canlilik analiz grafikleri
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Tablo 5.1 I1Csp degerine sahip etil alkol ve etil asetat konsantrasyonlari

Mantar Turleri Etil Alkol Ekstresi  Etil Asetat Ekstresi

100 pg/ml 10 pg/ml
70 pg/ml 70 pg/ml
150 pg/ml 60 pg/ml
175 pg/ml 30 pg/ml
16 pg/ml 8 pg/ml

Ayrica bu dozlara gore Graphpad Prism 5 programu ile 1Cso degerleri belirlenmis olup

Sekil 5.3 ve Sekil 5.4’te mantar tiirlerinin etil alkol ve etil asetat ekstraktlarindaki doz-

cevap egrileri goriilmektedir.
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Sekil 5.3 Etil alkol ¢oziiciisii ile hazirlanmis olan M1, M2, M3, M4 ve M5 mantar tiirlerinin
HCT116 hiicre canliligina etkisi
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Sekil 5.4 Etil asetat ¢oziiclisi ile hazirlanmig olan M1, M2, M3, M4 ve M5 mantar tiirlerinin
HCT116 hiicre canliligina etkisi

Tablo 5.2 Mantar tiirlerinin ICso degerleri
Etil Alkol 1Cso (uM) Etil Asetat 1Cso (uM)

26,79 13,96
21,20 30,79
170,4 30,11
_ 133,3 23,16
12,94 5,154

Etil alkol ve etil asetat ekstraktlarinin MTT sonuglarina gére hesaplanan 1Cso degerleri
Tablo 5.2°’de verilmistir. Tablo 5.2°de etil alkol ¢oziiciisii ile hazirlanan mantar
tirlerinde en etkili ICso degerine sahip mantar tiirii M5 (S. collitinus)’tir. Etil asetat
¢oziiciisii ile hazirlanan mantar tiirlerinde ise en etkili 1Cso degerine sahip mantar tiirti
M5 (S. collitinus)’tir. Her iki ¢oziicii ile hazirlanan ekstraktlar karsilastirildiginda en
etkili ¢Oziiciiniin etil asetat oldugu goriilmektedir. Tablo 5.2°deki 1Cso degerleri
sisplatin ile karsilastirildiginda, etil alkol ve etil asetat ¢oziiciileri ile hazirlanan M5 (8.
colitinus) mantar tiirii, ayrica etil asetat ¢oziiciisii ile hazirlanan M1 (H. coralloides)

mantar tiirit HCT116 hiicreleri iizerinde sisplatine gore daha sitotoksiktir denilebilir.
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5.2 Morfolojik Analizler

HCT116 kontrol grubu koloni halinde yiizeye yayilmis olarak gézlenmistir. Mantar
uygulamalar1 sonucunda hiicrelerin hacimlerinde bir artis tespit edilmistir. Hiicrelerin
bazilarinda igsi sekil artist saptanmis olup, bazi hiicrelerde ise morfolojik olarak

biliziilme ve yuvarlak hiicre goriintlileri olugmustur. Ayrica hiicreler arasindaki

baglantilarin azalarak kolonilesmelerin de azaldig1 belirlenmistir.

B

Sekil 5.5 Etil alkol mantar tiirleri uygulanmig HCT116 kolorektal kanser hiicrelerinin
morfolojik goriintiileri. Biiyiitme: X100 (A-F) Kontrol grubu (A) M1°de igsi seklinde yapilar
goriilmektedir (B) M2’de biiziilme, yuvarlak sekilli yapilar ve koloni azalmasi1 gortilmektedir

(C) M3’te igsi seklinde yapilar goriilmektedir (D) M4’te igsi hacim artig1 goriilmektedir (E)
MS5’te yuvarlak ve biiziilme seklinde yapilar goriilmektedir (F)



-.

Sekil 5.6 Etil asetat mantar tiirleri uygulanmis HCT116 kolorektal kanser hiicrelerinin
morfolojik goriintiileri. Biiyiitme: X100 (A-F) Kontrol grubu (A) M1°de igsi seklinde yapilar
goriilmektedir (B) M2’de hacim artis1 goriilmektedir (C) M3’te yuvarlak sekilli yapilar
goriilmektedir (D) M4 te biiziilme seklinde yapilar goriilmektedir (E) M5’te yuvarlak sekilli
yapilar gorilmektedir (F)

5.3  Mezenkimal Kok Hiicre Bulgulari

Kolorektal kanser hiicre serilerinde bulunan ICso degerlerine gore belirlenen dozlar
(Tablo 5.1) ayni sekilde mezenkimal kok hiicrelere de uygulanmistir. Buna gore hiicre
canliligina etkileri Sekil 5.7’de gosterilmistir. Bir maddeye sitotoksik denilebilmesi
icin 0 maddenin hiicrelerin en az %30’unu 6ldiirmesi gerekir (ISO-EN-19993-5). Etil
alkol ve etil asetat ekstreleri uygulanan mezenkimal kok hiicreler iizerinde boyle bir

etki goriilmemistir.
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Sekil 5.7°de etil alkol ekstraktlarinda hiicre canliigt M1 (H. coralloides) mantar
tirtinde 100 pug/ml konsantrasyonda maksimum seviyede iken, M4 (P. ostreatus)
mantar tiirinde 175 pg/ml konsantrasyonda minimum seviyededir. Etil asetat
ekstraktlarinda ise hiicre canliligt M3 (L. nuda) mantar tiriinde 60 pg/ml
konsantrasyonda maksimum seviyede iken, M4 (P. ostreatus) mantar tiiriinde 30

png/ml konsantrasyonda minimum seviyededir.

MKH-ETOH MKH-ETAC
M1
M2 M3
_ _ M1
2 S 100 pr ==
€ z
3 3
e g
(7 Q "
2 2 %
= S
0
GQ
+©
ng/ml konsantrasyon ng/mi konsantrasyon

Sekil 5.7 Etil alkol ve etil asetat ¢oziiciileri kullanilarak hazirlanan mantar ekstraktlarinin
mezenkimal kok hiicre proliferasyonuna etkisi

5.4  FTIR Bulgulan

Tiim ATR-FTIR spektrumlari oda sicakliginda 4000 ile 450 cm™ arasindaki spektral
bolgede elde edildi. Bireysel hiicresel bilesenlerdeki niceliksel degisiklikleri analiz
etmek i¢in, tek tek bilesenler i¢in belirli bantlar i¢in sogurma yogunlugunun oranlari
belirlendi. Spektral normalizasyon, baseline diizeltmesi sonrast uygun spektral
araliktaki esit alan agisindan (lipidler igin 3300-2800 cm™, proteinler icin 1800-1200
cm, niikleik asitler i¢in 1200-900 cm™) gerceklestirildi. Absorbans degerleri, titresim

tipine atanan ilgili dalga numaralarinda okundu.
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Sekil 5.8 Kontrol, M1-M5 (etil alkol ve etil asetat ¢oziiciileri ile ekstraktlar1 hazirlanmis) ve
sisplatin uygulanmig HCT116 hiicrelerinden elde edilen FTIR grafikleri

5.4.1 Lipit Bolgesi Incelemesi

3274 cm™’de tespit edilen 0-H simetrik germe bandi piki i¢in etil alkollii grupta sadece
Lepista nuda tiirii kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur. Diger mantar tiirleri
uygulanmigs HCT116 hiicrelerinde bu pik kontrol grubundan daha yiiksek gdzlenmistir
(Sekil 5.9). Etil asetatli gruplarda ise bu tiire ilaveten Pleurotos ostreatus ve 6zellikle
Lactarius deliciosus tiiriinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda oldukga belirgin bir
pik azalmas1 mevcuttur. Diger tiirlerde ise pikler kontrol grubundakinden daha yiiksek

saptanmustir (Sekil 5.9).
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Sekil 5.9 3300-2800 cm-1 araligi ayarlanmus lipit bolgesi. Etil alkol ve etil asetat ¢oziiciileri
ile ekstreleri hazirlanan mantar gruplariin HCT116 hiicrelerine uygulanmasi sonucu goriilen
FTIR pik degerleri ve anlamlar

Bunun haricinde 2952 cm™®’de CH2 asimetrik germe piki, 2918 cm™®’de C-H germe
piki ve son olarak 2865 cm™’de alifatik C-H germe pikleri de tespit edilmistir. Bu
pikler etil alkollii gruplarda kontrol grubu ile benzerken, etil asetatli gruplarda
Pleurotos ostreatus ve ozellikle Lactarius deliciosus tiiriinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda bir diislis s6z konusu iken, diger gruplarda bu pikler kontrol
grubuna gore benzerdir (Sekil 5.9). Hem etil alkollii hem etil asetatli gruplarda

sisplatin piklerinin kontrol grubuna yakin oldugu belirlenmistir.
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5.4.2 Protein Bolgesi Incelemesi

Etil alkollii ve etil asetatli gruplarda 1639 cm™’de Amid I, 1570 ve 1541 cm™’de Amid
11, 1307 cm™*’de Amid III pikleri tespit edilmistir. Etil alkol ekstrelerine ait FTIR
grafiginde amid | piki sisplatin ve Suillus collitinus gruplar1 kontrol grubu ile benzer
seviyedeyken, Pleurotus ostreatus ve Hericium coralloides pikleri azalmistir. Lepista
nuda ve Lactarius deliciosus gruplarinda ise tam tersi sekilde artmistir. Etil asetat
ekstrelerine ait FTIR grafiginde ise kontrol grubuna gore amid I pikinde hem kaymalar
hem de yogunluklarda goze ¢arpan degisiklikler séz konusudur. Ozellikle Lactarius
deliciosus, Pleurotus ostreatus ve Suillus collitinus’da 1639 cm™ piklerinin hem
azaldig1 hem de ters yonde 1651 cm™’e dogru bir kayma gosterdigi belirlenmistir.
Lepista nuda uygulanmis grupta bir kayma gézlenmezken, pikte belirgin bir artis
saptanmustir (Sekil 5.10).

Sekil 5.10°da etil alkol ekstrelerine ait FTIR grafiginde amid Il pikinde 1570 cm™’de
kontrole gore daha asagida gdzlenen Lepista nuda grubu 1541 cm™ pikinde zit bir etki
gostererek kontrole gore bariz bir artis gostermistir. Pleurotus ostreatus ve Hericium
coralloides gruplarinda bu oranlar kontrole gore her iki pikte azalma seklinde ortaya
cikarken, sisplatin ve diger iki mantar tiirlinde kontrole benzer pikler gdzlenmistir.
1449 cm™? metil protein gruplarinin asimetrik CHs biikiilmesi, 1392 cm™ CH:
asimetrik biikme, COO- gerilmesi (proteinler ve yag asitleri) ve 1235 cm™ Amid Il
ve niikleik asitlerin fosfat titresim pikleri i¢in tek farkli ve yiiksek olan grup

sisplatindir. Tiim mantar grup pikleri kontrole benzer oldugu belirlenmistir.
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Sekil 5.10 1800-1200 cm-1 aralig1 ayarlanmis protein bolgesi. Etil alkol ve etil asetat
coziiciileri ile ekstreleri hazirlanan mantar gruplariin HCT116 hiicrelerine uygulanmasi
sonucu goriilen FTIR pik degerleri ve anlamlari

Etil asetat ekstrelerine ait FTIR grafiginde ise Amid II bantlarinda kontrol, sisplatin ve
Hericium coralloides uygulanmig HCT116 hiicrelerinde benzer pikler tespit edilirken;
diger mantar uygulanmis gruplarda pikte bir azalma s6z konusu olmustur. Yalnizca

1541 cm* bandinda Lepista nuda belirgin bir pik artis1 gdstermistir.

Amid III band1 i¢in ise sadece sisplatinin kontrol grubuna gére bariz bir pik artisi

mevcut iken, diger tiim gruplarda bu oranlar kontrole yakin ¢ikmistir (Sekil 5.10).
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Etil asetat ekstrelerine ait FTIR grafiginde pikin sisplatin >Hericium coralloides >
Suillus collitinus > HCT116 kontrol > Lepista nuda > Pleurotus ostreatus > Lactarius
deliciosus seklinde azaldigi belirlenmistir. Bu siralama 1449 cm™ metil protein
gruplarmin asimetrik CHs biikiilmesi, 1392 ¢m™? CH:z asimetrik biikme, COO-
gerilmesi (proteinler ve yag asitleri) ve 1235 cm™ Amid III ve niikleik asitlerin fosfat

titresim pikleri i¢in de gecerlidir.

5.4.3 Niikleik Asit Bolgesi incelemesi

Sekil 5.11 incelendiginde niikleik asit simetrik piki 1071 cm™’de, karbonhidrat piki
1025 cm™’de ve RNA germe ile urasilin halka biikiilmesi 989 cm™’de tespit edildi.
Sekil 5.11°de niikleik asit ve karbonhidrat piklerinde tiim gruplarda kontrol grubuna
gore bir artis gozlenirken; RNA germe ile urasilin halka biikiilmesi bant pikinde Suillus
collitinus’da bir artig, sisplatin grubunda ise bir azalma s6z konusudur. Digerleri

kontrol grubuyla benzer pik yogunluguna sahiptir.

Etil asetat ekstrelerine ait FTIR grafiginde ise gruplar arasi bariz farkliliklar
gozlenmektedir. Niikleik asit bant ve karbonhidrat piklerinde kontrol grubu ve
sisplatin grubu pikleri benzer iken; Suillus collitinus ve Hericium coralloides piki
kontrole gore yiiksek diger tig tiiriin ise diisiik bulunmustur. Bu durum RNA germe,
urasilin halka biikiilmesi icinde gecerlidir. Tek fark sisplatin grubu da kontrole gore

daha diisiik bir pik yogunlugu sergilemistir.
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Sekil 5.11 1200-900 cm-1aralig1 ayarlanmig niikleik asit bolgesi. Etil alkol ve etil asetat
coziiciileri ile ekstreleri hazirlanan mantar gruplarinin HCT116 hiicrelerine uygulanmasi
sonucu goriilen FTIR pik degerleri ve anlamlart

5.4.4 Biyolojik A¢idan Analizi

Kanser hiicrelerinin spektral analizi (Tablo 5.3), biyokimyasal hiicresel parmak izi
bolgelerinde bazi 6nemli farkliliklar gosterdi, bu da hiicre 6liimiiniin Tablo 5.4'te
gosterildigi gibi spesifik absorbans yogunlugu oranlar1 ile yansitilabilecegini
gostermistir (Ishida, 1993; Boydston ve White, 1999; Mordechai, 2001; Gaigneaux,
2002; Sahu, 2008; Erukhimovich, 2010; Mostago ve Guidolin, 2010; Bellisola, 2012).
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Tablo 5.3 Kontrol (HCT116), sisplatin ve mantar ekstreleri uygulanmig HCT116 hiicrelerinin spektrumlarinda elde edilen en 6nemli bantlar, atanmis
hiicresel bilesenlerle titresim tiirleri ve pik degerleri
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Tiiretilen amid 1 ve amid II arasindaki absorbans orani C=0 ve N-H'den amid
gruplarmin gerilme titresimleri, proteinlerdeki yapisal degisiklikleri ifade etmek i¢in
uygulanabilir (Ishida, 1993; Mardechai, 2001; Erukhimovich, 2010). Bu durum, hiicre
hatt1 absorbans yogunlugu oranlarina baglh olarak degisir (Ishida, 1993; Boydston ve
White, 1999; Mordechai, 2001; Gaigneaux, 2002; Sahu, 2008; Erukhimovich, 2010;
Mostago ve Guidolin, 2010; Bellisola, 2012) ve amid absorpsiyonlarinin protein
konformasyonuna duyarliligit  nedeniyle protein degradasyon seviyesinin
degerlendirilmesini saglar (Gasparri, 2003). Tim protein modelinin bilesimindeki
degisiklikler, bu absorbans oraninda bir artis veya azalma ile belirlenebilir. Tablo 5.4
incelendiginde, kontrol grubunda (HCT116) amid I / amid [I'nin ortalama degeri

yaklagik 1, 03 tiir ve mantar ekstreleri uygulanmis hiicrelerde farkliliklar gézlenmistir.

Niikleik asit icerigindeki azalma, RNA/DNA absorbans oranmin analizi ile
belirlenebilir (Lee, 2007). Bu parametre, DNA sentezinin sonunda ve RNA sentezinin
baslangicinda RNA seviyesi ve RNA/DNA orami artarken, artmis DNA sentezi bu
oranin azalmasina yol agtig1 i¢in hiicrelerdeki replikasyon seviyesinin belirlenmesi
icin yararhidir (Sahu, 2008). Etil alkol ve etil asetat ¢oziiciileri ile hazirlanmis mantar
ekstrelerinde sadece Pleurotus ostreatus uygulanmis HCT116 hiicrelerinde,
RNA/DNA oraninda bir artis gézlenmistir. Diger mantar tiirlerinde farkli sonuglar
ortaya ¢ikmistir. RNA/DNA artis1, artan transkripsiyonu gosterirken; RNA/DNA
oranindaki azalma ise, kanser hiicrelerinin hiicre dongiisiiniin S fazini gectigi ya da
transkripsiyon siirecine mi girdigi anlamina gelebilir. Ancak daha sonraki hiicre
dongiisii asamalarina girip girmedikleri bilinmemektedir. Bu durumda belirlenen amid
I/DNA oranindaki artis, niikleik asit icerigindeki genel azalma ve hiicre dongiisii
faziyla yakindan iligkili DNA'min paketlenmesindeki artis hakkinda bilgi saglar
(Gaigneaux, 2002).
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Tablo 5.4 insan HCT116 kolorektal kanser hiicre gruplarinda segilen hiicresel bilesenler i¢in absorbans yogunlugu katsayilarinin
Ozeti (Gieroba vd., 2020)

Etil alkol ile hazirlanmis mantar ekstreleri

Etil asetat ile hazirlanmis mantar ekstreleri

Absorb Sisolatin | Lepista Hericium |Lactarius | Pleurotus Suill Levista Hericium Lactarius | Pleurotus | suitl
B ~ furlails HCT116 ;[::_?tllf ‘z . |coralloide |deliciosu |ostreatus 'H;r'l:fs ‘:: N coralloide dﬂﬁ n.nus .:m:us .u;f.l::s
iyolojik Onem ogunlugu — nuda S+HCTIL |s+meT1 |+HOT1y |COUitinus (nuda s+HCT1) |d€ticiosus [ostreatus | collitinus
Oram HCT116 6 16 6 +HCT116 |[HCT116 6 +HCT116 |[+HCT116|+HCT116

Proteinlerin ikineil yapisi ve DNA iceripi| Amid /Amid Il

1.03041| 1,03671| 1.00488| 1,03296] 1.054089| 1.017412| 1,028639| 1.05743| 1.033193| 1,003191| 1,056984|  1,0323
Transkripsiyon seviyesi RNA /DNA

0,82735] 0,79875| 0,79819( 0,827939] 0,801533| 0.830347| 0,808073| 0,83035] 0,809026] 0,919178| 0,853424| 0,817334
Kromatin yogunlagmas: AmidI/DNA

0.84116| 0.83804| 0.81791| 0802089 0.80585| 0.78159| 0.820389| 094442 0.804908| 0911382 0.865986 0,775941
Hiicre dongasinin G1 ve G2 fan AmidI/RNA

1.01669 104918] 1,0247] 0968777 1,005385 0941281 1.015241] 1,13738] 099491 0991519| 1,014719| 0949356
Lipid ve protein dagilim bozukluklari Asim CH2/CH3

1.40785| 138272| 1.38936| 1417682 1.423221| 1.416666| 1,366097| 140314 1447473 1,193767| 1,361314 1439138
Hilcre zarindaki  |Lipidler - CH2 sim.
dobiilik] IPICIEL - RESSI A mid 1/ tipid
CRISIKIIIET - germe 2850 cm-1 15927 1.60037| 1,61232| 1,546367] 1.603543| 1,546752| 1.587262| 1.65266] 1,592552| 1,237905| 1,550218| 1,560279
gozeneklerinve  [Tipidler- CH3
iyon kanallarmin | asimetrik germe Amid I /Lipid
olusumu 2059 om. | 151313| 152167| 1.54346] 146931 152444] 1472588| 1,504684] 157171 1513084| 1217542 14849 1482138
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Etil asetat ile ekstreleri hazirlanmig Lepista nuda, Lactarius deliciosus ve Pleurotus
ostreatus tiirleri uygulanmis HCT116 hiicrelerinde amid I/DNA oraninda bir artis
(Tablo 5.4), daha fazla kromatin yogunlasmasi ile saglanabilir (hiicreler, mitozun
farkli fazlarinda olabilir - en biiylik kromatin yogunlagmasi metafazda goriiliir)
(Antonin, 2016). Buna karsilik, sisplatin de dahil olmak iizere diger tiim gruplarda
gozlenen ters egilim muhtemelen DNA'nin ¢ift sarmalinin enzimler yardimiyla acildigi

yogun DNA replikasyonu ile iliskilidir (Barth, 2007).

2800 ile 3000 cm™ arasindaki bdlgede, esas olarak yag asitlerinde bulunan CHz ve CHs
gruplarinin simetrik ve asimetrik gerilme titresimleri hakimdir (Tayran, 2006). CH3
sayisinin CH2 sayisina gore artmasi, lipid zincirlerinin apoptozis sirasinda
degisebilecegini gosterir. Apoptozis sirasinda CHz'nin simetrik ve antisimetrik
gerilmesine atanan 2850 + 3 cm™ ve 2920 + 4 cm™ bantlar1 her grupta farkli etki
gdstermistir. Apoptoz ve nekroz i¢in ortak bir belirtec olan yaklasik 2920 cm™ ve 2850
cm™'de artan lipid emilimi (Gasparri, 2003), test edilen tiim mantar gruplarinda tespit
edilebilir (Sekil 5.8). Ancak her iki uygulama i¢inde farkli sonuglar ortaya ¢ikmustir.
Dolayisiyla, CH2/CHs oranindaki artis veya azalma net bir sonuca varilmasina izin

vermez.

CH2/CHs orani ile giiglii bir sekilde iliskili olan protein / lipid absorbans yogunlugunun
orani (bu calismada amid I/lipidler), hiicre zar1 i¢indeki lipid ve protein dagilimindaki
sapmalar hakkinda ek bilgi saglar (Ahmed, 2009). Amid I/lipid emme yogunlugu
oranlar1 analiz edildiginde, Her iki ¢oziicii ile hazirlanmis Lepista nuda ekstreleri
uygulanan HCT116 hiicre gruplarinda ve Lactarius deliciosus hiicre zar1 iginde
rahatsizliklara neden oldugu goriilebilir. Bu, hem metil (CH3) hem de metilen (CH2)
gruplarinin (Tablo 5.4) absorbansi dikkate alinarak amid I/lipid oraninda bir artigla
kanitlanir ve muhtemelen apoptoz ve nekroz sirasinda meydana gelen membran
hiicrelerinin stireksizligine yol acar. Her iki islemin de ayni anda gerceklesmesi

muhtemeldir.
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Ayrica apoptoz, diizensiz yapidaki DNA'daki deoksiribozun iki farkli C-O
titresiminden kaynaklanan ~ 1020 cm™ absorbans yogunlugundaki degisiklikler ile
nekrozdan ayirt edilmistir (Gasparri, 2003). Mantar ekstreleri uygulanmis HCT116
hiicre gruplarinda kontrol grubuna kiyasla~ 1020 cm™ ve 1071 cm™'de niikleik asit
bantlarinin nispi yogunlugunda belirgin bir artig gézlenmistir (Tablo 5.3). Ayrica, daha
onceki caligmalar, azalmis DNA absorbansinin muhtemelen apoptoz ile iliskili
oldugunu bildirmistir. Bu, apoptotik DNA'nin daha az IR radyasyonu absorbe
etmesiyle agiklanabilir: Bu tip hiicre 6liimii sirasinda DNA'nin bozulmasina ragmen
"seffaf" hale gelir. Bunun aksine, nekroz sirasinda DNA bozulur, ancak konsantre
edilmez (tam olarak genisler), bu da onun daha fazla kizil6tesi radyasyonu emmesini
saglar (Zelig, 2009).
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6. SONUC VE ONERILER

Cladosporium oxysporum'dan ekstrakte edilen mantar taksolii, insan kolorektal kanser
hiicresi HCT15’te oldukg¢a gii¢lii sitotoksik aktiviteye sahiptir. 24 saatlik tedavi
stiresince 3.5 pM ICso degeri ile HCT15 hiicre hattinda biiyiimeyi bastirmistir. Bu
nedenle, C. oxysporum taksol iiretimi i¢in alternatif bir kaynak olabilecegi ve ayrica
olas1 klinik uygulamalar ile antibakteriyel ve antikanser 6zellikler sahip olabilecegi

ortaya koyulmustur (Raj, 2015).

Pleurotus ostreatus'un 16semi hiicre hatlar1 olan KG-1 ve Jurkat hiicrelerinde anti-
invazif, antiproliferatif ve sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. P. ostreatus dziitleri
16semi hiicre hatlarina ve kemik i1ligi mezenkimal kok hiicrelere uygulanmistir. 48 saat
sonra 16semi hiicrelerinde proliferasyonu azalttigi, ancak mezenkimal kok hiicreler
tizerinde herhangi bir antiproliferasyon etkisi goriilmemistir. Ayrica tedavi sonrasinda
KG-1 hiicre gocii ve MMP-9 gen ekspresyonunun azaldigi, apoptoz oraninin ve BAX
gen ekspresyonunun 6nemli Olciide arttig1 tespit edilmistir. Sonug olarak P. ostreatus
mantarinin 16semi hiicreleri iizerinde gostermis oldugu terapotik etkilerine bakilarak,
kemoterapinin olas1 yan etkilerinden ve maliyetinden muzdarip 16semili hastalari
saglhigina kavusturmak icin dogal bir ilag olarak tanitilabilecegi diisiiniilmiistiir

(Ebrahimi, 2017).

Cerrena unicolor tarafindan iretilen ikincil metabolitlerden izole edilen diisiik
molekiiler agirlikli alt fraksiyonlarin antikanser ve antioksidan aktivitelerini
arastirilmistir. Arastirmada insan kolon kanser hiicresi HT29 ve insan normal kolon
epitel hiicreleri CCD 841 CoTr kullanilmistir. Diisiik molekiiler agirlikli alt
fraksiyonlarin 25-200 pg/ml’lik bir konsantrasyon araliginda HT29 hiicrelerine kars1
inhibe edici aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile ilk kez elde edilmis ve
karakterize edilmis bu maddelerin, insan kolon kanserinde potansiyel terapotik ve
Onleyici ajanlar olarak ayrica degerlendirilmesi gerektigi gosterilmistir (Matuszewska,

2019).
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Thyagarajan vd., Ganoderma lucidum kaynakli triterpenlerin (GLT) HT-29 insan
kolorektal kanseri hiicrelerinin biiyimesini etkileyip etkilemedigini arastirmislardir.
Yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda GLT nin HT-29 kolorektal kanseri hiicrelerinin in
vitro proliferasyonunu baskiladigini ve ayrica GLT, HT-29 hiicrelerinde ve kolon

tiimorlerinde otofajiyi indiikledigini tespit etmislerdir (Thyagarajan, 2010).

Trametes versicolor ve Grifola frondosa meyve govdelerinden polisakkarit
bakimindan zengin ekstraktlar hazirlanmistir. Bu ekstraktlarin LoVo ve HT29 insan
kolon kanseri hiicrelerinde antikanser etkileri degerlendirilmistir. Her iki mantar
ekstraktt da hiicre proliferasyonunu, onkojenik potansiyeli ve hiicre gociinii
engelledigini gézlemlemislerdir. Boylece elde edilen sonuglar ile T. versicolor ve G.
frondosa’dan elde edilen polisakkarit bakimindan zengin ekstraktlar insan kolon
kanseri hiicre hatlarinda potansiyel bir antikanser etkisinin oldugunun alt1 ¢izilmistir

(Roca ve Lema, 2019).

Ganoderma tsugae, metanol ile ekstrakte edilmistir. Hazirlanan metanol ekstraktlar
Colo205 kolorektal kanser hiicrelerine uygulanmistir. Uygulama sonucunda metanol
ekstresi G2/M hiicre donglisiiniin bloke edilmesini engelleyerek, kolorektal
adenokarsinom hiicreleri tizerinde in vitro ve in vivo antikanser etkilere sahip oldugu
molekiiler olarak kanit saglamistir. Ayrica biyokimyasal, hematolojik ve patolojik
incelemelere dayali olarak, in vivo hayvan modelinde G. tsugae ekstreleri ile tedaiden
kaynaklanan herhangi bir fizyolojik toksisite gozlemlenmemistir. Bu nedenle bu
ekstrenin insan kolorektal adenokarsinomu i¢in bir antikanser tedavisi olarak klinik

olarak yararli olabilecegi diistiniilmiistiir (Hsu, 2008).

Cordyceps militaris etanol ekstresinin insan kolorektal kanser kaynakli hiicre dizisi
RKO iizerindeki inhibitor etkisi arastirnlmistir. C. militaris’in etanol ekstresi g¢esitli
konsantrasyonlarda RKO hiicrelerine uygulanmistir. Uygulama sonucunda C.
militaris etanol ekstresi, RKO hiicrelerine karsi olduk¢a sitotoksik oldugu ve

ksenograft modelinde tiimor biiylimesini inhibe ettigi gézlenmistir (Lee, 2015).

Literatiir verileri ve tez ¢alismasi ile elde edilen sonuglar birlikte degerlendirildiginde

¢esitli mantar tiirlerinin kolorektal kanser hiicre hatlari lizerinde antikanser aktivitesini

69



belirleyen calismalar yapilmigtir. Daha onceden kolorektal kanser lizerine etkisi
belirlenemeyen yenilebilir tiirlerde olan Hericium coralloides, Lactarius deliciosus,
Lepista nuda, Pleurotus ostreatus ve Suillus collitinus mantarlari segilmistir. Bu bes
farkli mantar tiirlerinin etil alkol ve etil asetat ¢oziiciileri ile ekstraktlar1 hazirlanmustir.
Hazirlanan ekstraktlar c¢esitli konsantrasyonlarda kolorektal kanser hiicre hatti
HCT116 {izerine uygulanmis olup sitotoksik etkilerine bakilmistir ve ICso degerleri
belirlenmistir. Bu ICso degerleri baz alinarak mantar ekstraktlarinin saglikli hiicrelerde
ayni etkiyi yapip yapmadigin belirlemek i¢in mezenkimal kok hiicrelere de bes farkli
mantar tlirline ait etil alkol ve etil asetat ekstraktlar1 uygulanmis ve bu ekstrelerin
mezenkimal kok hiicreler tizerinde herhangi bir antiproliferatif etki goriilmemistir.
Sonu¢ olarak bu mantarlarin saglikli hiicreler iizerine herhangi bir olumsuz etki
gostermedigi, sadece kanser hiicreleri iizerine etki ederek onlarin biiyiimesini

engelledigi ya da 6ldiirdiigii sdylenilebilir.

Mantar tiirleri arasinda HCT116 hiicre hatt1 lizerinde en etkili olan mantarin S.
collitinus oldugu belirlenmistir. Ayrica mantar tiirleri ile hazirlanan etil alkol ve etil
asetat ekstreleri karsilastirildiginda en etkili olan ¢dziiciiniin etil asetat oldugu tespit

edilmistir.

Fourier Doniistimii  Kizilotesi  (FTIR)  spektroskopisi, ¢alisilacak — drnek
makromolekiillerin fonksiyonel gruplarinin ¢ogaltilmasindan kaynaklanan yapisal,
bilesimsel ve fonksiyonel bilgilerin elde edilmesini saglayan bir tekniktir. Bu
spektroskopik teknik, boyama, isaretleme, zarar verme gibi katki maddelerinin
kullanimini igeren uzun numune hazirlama prosediirlerine gerek kalmadan, nispeten
daha ucuz bir sekilde hizli, kesin ve etkili sonuglar saglamasi agisindan diger
tekniklere kiyasla daha avantajhidir. FTIR spektroskopisi elde edilen parmak izi
benzeri bilgiler 15181nda fonksiyonel molekiil gruplarinin belirlenmesini ve bdylece
farkli doku yapilarinin ayirt edilmesini saglar. Bu teknigi kullanarak, dokularda ve
hiicrelerde lipitler, proteinler, DNA, RNA gibi biyomolekiillerdeki fiziksel, 6rnegin
yapisal degisiklikleri izlemek miimkiindiir. Bu bilgi, 6nce dogru bant tanimlamasi
yapilarak ve ardindan ilgili bantlarin bant konumu, sinyal yogunlugu / alan1 ve bant
genisligi degerleri hesaplanarak elde edilebilir.  FTIR Spectra'dan kimyasal

konsantrasyon, bilesim, konformasyon ve dahil edilen fonksiyonel gruplar gibi bircok
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kalitatif ve kalitatif bilgi elde etmek miimkiindiir. Ornegin, farkli makromolekiillere
ait fonksiyonel gruplarin konsantrasyonlari, Beer-Lambert yasasina gore sinyal
yogunlugunun veya daha kesin olarak ayni spektrumdan bant alaninin

hesaplanmasiyla elde edilebilir (URL-20, 2020).

Membran lipidlerindeki degisiklikler kanser dahil birkac¢ patolojide tanimlanmigtir
(Preetha, 2005). Aslinda kanser hiicreleri, normal hiicrelerden farkli olan gesitli
kimyasal, yapisal, metabolik ve biyofiziksel 6zellikler sunar. Kanser, hizla boliinen
hiicrelerin ihtiyag¢larini karsilamak i¢in yag asitleri ve membran lipidleri dahil olmak
tizere birka¢ biyomolekiil ihtiyaci olan diizensiz bir hiicre proliferasyonu ile
karakterizedir (Hsu, 2008). Sonu¢ olarak, timor hiicreleri yeni membranlar
olusturmak i¢in yeterli yap1 blogu saglamak amaciyla yag asidi biyosentezinin temel
bir aktivasyonunu sunar (Swinnen, 2000; Kuhajda, 2006; Santos, 2012). Fosfolipid ve
yag asidi profillerinin meme ve kolorektal gibi kanserlerde ve ayrica bazi
kemoterapiye direngli kanserlerde degistigi de ispat edilmistir. (Escriba, 1990;
Merchant, 1991; Merchant, 2002; Azordegan, 2013). Ornegin, hepatoselliiler
karsinom hiicrelerinde bulunan hiicre dig1 membranlar, normal muadillerine gore dort
kat daha fazla sfingomiyelin (SM) ve artan doymamis yag asitleri icermektedir
(Selkirk, 1971). Insan kolorektal kanser hiicrelerinde Fosfatidilinositol (PI),
fosfatidilserin (PS), fosfatidiletanolamin (PE) ve fosfatidilkolin (PC) dahil olmak
tizere tiim fosfolipidlerde artig gozlenmistir (Baro, 1998). Kronik lenfositik 16semili
(CLL) hastalardan alinan lenfosit membranlarinin, fosfolipidler, kolesterol (Chol),
SM, glukosilseramid ve laktosilseramid konsantrasyonlarinda genel bir artis sagladigi
da gosterilmistir (Hildebrand, 1975). Diger taraftan, tehlikeli 16semi hiicrelerinden
tehlikeli hiicreler, kolesterolde daha yiiksek i¢erige ve CLL lenfositlerinde daha diisiik
akigkanliktaki membranlara sahiptir (Liebes, 1981). Ayrica, hiicre dongiisii ilerlemesi
ve tiimor biiylimesi ile iliskili olabilecek esterlesmis kolesterol birikimi gozlenmistir
(Mulas, 2011). Ek olarak, bulgular SM’nin bir dizi kanser hiicre membranlarinda
azaldigin1 ve tlimorijenez ve seviyeleri arasinda bir iligki oldugu ispat edilmistir

(Barcelo ve Coblijn, 2011).

Hiicre membranlar1 dinamik, fosfolipdlerin lipid cift tabakasi boyunca asimetrik

olarak dagildig1 karmasik yapilardir (Yamaji ve Hasegawa, 2006). Cesitli kanser
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tiirleri i¢in bu asimetrik dagilimda bir kayip gozlenmistir (Ran, 2002; Ran, 2002).
Fosfolipid yapisindaki ve ylizey yiikiindeki degisikler disinda, kanser hiicrelerinde
membran akiskanhigi da degismis gibi goriinmektedir (Deliconstantinos, 1987,
Baritaki, 2007). Aslinda kanser hiicrelerinde membran akigkanligindaki degisiklikler,
malign potansiyelleri ve metastaz yapma yetenekleri ile iligkili olabilir (Shinitzky,

1984, Deliconstantinos, 1987; Nakazawa, 1989).

Kanser ve normal hiicre membranlar1 arasindaki yapisal, biyofiziksel ve fonksiyonel
farkliliklar ilag aktivitesini ve/veya toksisiteyi ylikseltebilir veya inhibe edebilir
(Seydel, 2002). Aslinda, bulgular lipidlerin antikanser ilag direncinin {istesinden
gelmek igin hedef olarak kullanilabilecegini gdstermektedir (Hendrich, 2003). Ek
olarak, membran oOzellikleri ayrica ilag etkisini, membran i¢indeki konformasyonu
ve/veya lokasyonu ve bu nedenle bunlarin terap6tik hedef tizerindeki etkilerini de
modiile eder (Seydel, 2002). laclar ayrica membran iizerinde lipid konformasyonu,
ylizey yiiki, lipid alanlar1 ve paketleme, membran akiskanligi ve egriligi ve dolayisiyla
hiicre fonksiyonundaki degisiklikleri igeren farkli etkilere sahip olacaktir (Lucio,
2010). Bu yiizden kemoterapotik bilesiklerin biyolojik membranlarla etkilesimlerini
anlamak, ilaglarin terapdtik aktivitesi ve toksisitesi ile dogrudan iligkili oldugundan

onemlidir.

Kemoterapotik ilaglar, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir, hizla
biiyiiyen hiicreleri hedef almakta ve hiicresel 6liimii tesvik etmektedir. Ancak yapisal
ozelliklerine bagh olarak farkli mekanizmalarla hareket ederler. Ornegin, sisplatin
DNA'ya baglanir ve DNA sentezi ve hiicre boliinmesinin inhibisyonuna neden olur
(Fuertes, 2003). Sisplatin, farkli kanser tiirleri i¢in kemoterapide kullanilir. Bununla
birlikte, sisplatinin biyolojik membranlarla etkilesimi ile iligkili oldugu diisiiniilen
norotoksisite ve hiicresel direng gibi ciddi yan etkilere neden olur. Yillar i¢inde, model
membranlarla sisplatin etkilesimi ile ilgili onemli ¢alismalar yapilmistir (Speelmans,
1996; Speelmans, 1997; Burger, 1999; Liu, 2006; Jensen, 2008; Jensen, 2010;
Nierzwicki, 2015;).
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Calismada kullanilan mantar tiirlerinin kolorektal kanser hiicrelerine karsi sitotoksik
oldugu yapilan spektral analizlerle de desteklenmis oldu. Hem hiicre membran
lipit/protein hem de niikleik asit degisimlerine sebep olarak bu o6zelliklerini

gostermislerdir.

Gliniimiizde kanserin tedavisi hala daha tam olarak aydinlatilamamistir. Kemoterapide
kullanilan ilaglarin ¢ogunun bitkisel kokenli oldugu bilinmektedir ve bu nedenle
biyolojik kaynaklarin daha detayli caligmalarla arastirilmasi gerekmektedir. Yapilan

bu calisma ile elde edilen veriler yapilacak olan diger ¢aligmalara referans olacaktir.
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