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ÖZET 

MANTAR POLİSAKKARİTLERİNİN İZOLASYONU, ANTİKANSER, 

ANTİBİYOFİLM VE ANTİENFLAMATUVAR ETKİLERİNİN 

BELİRLENMESİ  

DOKTORA TEZİ 
DOĞUKAN MUTLU 

PAMUKKALE ÜNİVERSİTESİ FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

BİYOLOJİ ANABİLİM DALI 
(TEZ DANIŞMANI: PROF. DR. ŞEVKİ ARSLAN) 

 
DENİZLİ, EKİM 2022 

  

Mantarlar yüzyıllardır gıda ve ilaç kaynağı olarak kullanılmıştır. Mantarlar 

içerdikleri çok sayıda biyoaktif bileşik nedeniyle fonksiyonel gıdalar olarak kabul 

edilir. Günümüzde kimyasal yapılarını ve biyolojik aktivitelerini ortaya çıkarmak için 

çok sayıda çalışma yapılmaktadır. Sağlıklı dokulara zarar vermeyen hedefe yönelik 

kanser tedavisi ise son yıllarda önemli bir hedef haline gelmiştir. Ayrıca, doğal 

ürünlerin antibiyofilm etkileri de son yıllarda popüler bir araştırma konusu olmuştur. 

Bu çalışmada, Gyromitra esculenta, Lyophyllum decastes, Albatrellopsis flettii ve 

Lactarius chrysorrheus'tan su ekstraksiyonu ve alkol çöktürmesi yoluyla izole edilen 

polisakkarit ekstraktının biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Bu 

kapsamda, MTT testi, Annexin V boyaması ve qRT-PCR yöntemi ile sitotoksik 

potansiyeli ve apoptotik etkileri araştırılmıştır. Bunun yanında koloni formasyon, yara 

iyileşmesi, invazyon kapasitesi ve antioksidan testleri kullanılmıştır. Ayrıca, Bacillus 

cereus ve Streptococcus mutans tarafından üretilen biyofilme karşı antibiyofilm 

aktivitesi araştırılmıştır. Aynı zamanda çalışmada polisakkaritlerin antienflamatuvar 

etkilerini belirlemek için LPS ile uyarılan RAW264.7 hücre hattı üzerinde Griess 

yöntemi ve qRT-PCR çalışmaları yapılmıştır. Sonuçlar, G. esculenta, A. flettii ve L. 

chrysorrheus polisakkaritlerinin önemli antikanserojenik aktiviteye sahip 

olabileceğini göstermiştir. Ayrıca, S.mutans ve B.cereus'a karşı biyofilm eradikasyon 

aktivitesi elde edilmiştir. Genel olarak, çalışmamız yeni antikanser ve antibakteriyel 

ajanların geliştirilmesinde G. esculenta, A. flettii ve L. chrysorrheus polisakkaritlerinin 

kullanımı için yeni bir bakış açısı sağlamıştır. 

 

 

ANAHTAR KELİMELER: Mantarlar, antikanser, antibiyofilm, antienflamatuvar, 

polisakkarit  
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ABSTRACT 

ISOLATION OF POLYSACCHARIDES FROM MUSHROOMS AND 

DETERMINING THEIR ANTICANCER, ANTIBIOFILM, AND 

ANTIINFLAMMATORY EFFECTS  

PhD THESIS 

DOGUKAN MUTLU 

PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE 

BIOLOGY 

(SUPERVISOR: PROF. DR. SEVKI ARSLAN) 

 

DENIZLI, OCTOBER 2022 
 

  

Mushrooms have been used for centuries as a source of food and medicine. 

Mushrooms are considered functional foods because of the numerous bioactive 

compounds they contain. Nowadays, they have been intensively studied to reveal their 

chemical structures and biological activities. Targeted cancer therapy, which is not 

harmful to healthy tissues, has become a desirable target in recent years. Moreover, 

the antibiofilm effects of natural products have also been a popular research topic in 

the last few decades. In this study, it was aimed to determine the biological activities 

of the polysaccharide extract isolated from Gyromitra esculenta, Lyophyllum decastes, 

Albatrellopsis flettii, and Lactarius chrysorrheus by water extraction and alcohol 

precipitation. In this context, cytotoxic potential and apoptotic effects were 

investigated by MTT assay, Annexin V staining, and qRT-PCR method. In addition, 

colony formation, wound healing ability, invasion capacity and antioxidant activities 

were also tested in this study. Also, the antibiofilm activity has been investigated 

against the biofilm produced by Bacillus cereus and Streptococcus mutans. At the 

same time, the Griess method and qRT-PCR studies were carried out on the LPS 

stimulated RAW264.7 cell line to determine the antiinflammatory effects of the 

polysaccharides in the study. The results showed that G. esculenta, A. flettii, and L. 

chrysorrheus polysaccharides may have high anticarcinogenic activity. Furthermore, 

biofilm eradication activity was obtained against S. mutans and B. cereus. Overall, our 

study provided new insight into the usage of polysaccharides of G. esculenta, A. flettii 

and L. chrysorrheus in the development of novel anticancer and antibacterial agents. 

 

 

 

KEYWORDS: Mushrooms, anticancer, antibiofilm, antiinflammatory, 

polysaccharide 
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ÖNSÖZ 

 

 Bu çalışma, mantarlardan izole edilen polisakkarit ekstraktlarının biyolojik 

aktivitelerinin belirlenmesi amacıyla yapılmıştır. Bu amaçla, içerdiği yararlı biyoaktif 

bileşiklerin bolluğu nedeniyle günümüzün farmasötik endüstrisinin önemli bir 

bölümünü temsil eden mantarların korunması, yeni antikanser, antibakteriyel ve 

bağışıklık uyarıcı özelliklerinin araştırılması büyük önem taşımaktadır. 

Zamanını, bilgisini ve desteğini esirgemeyen, lisans ve yüksek lisans 

eğitimimde de olduğu gibi doktora tez çalışmamın şekillenmesi ve yürütülmesinde 

katkı sunan değerli danışmanım Prof. Dr. Şevki ARSLAN’a; 

Çalışmalarım süresince beni destekleyen, önerilerde bulunan, sadece bölüm 

içerisinde değil okul dışında da hayata dair her alanda yanımda olan ve yönlendiren 

sevgili hocam Prof. Dr. Nazime MERCAN DOĞAN’a;  

Değerli jüri üyelerim Prof. Dr. Zahide ÇAVDAR’a, Dr. Öğr. Üyesi Can 

YILMAZ’a ve Dr. Öğr. Üyesi Gürçay Kıvanç AKYILDIZ’a;  

Laboratuvar çalışmalarımda desteğini esirgemeyen ve yardımcı olan başta Öğr. 

Gör. Dr. Naime Nur BOZBEYOĞLU KART’a, Amine Hafis ABDELSALAM’a, Hale 

Ayşe KARAMAN’a, Volkan KUZUCU’ya ve tüm laboratuvar arkadaşlarıma; 

Bu çalışmanın gerçekleşmesinde, projenin maddi desteğini sağlayan 

Pamukkale Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi’ne;  

Ve son olarak, desteklerini hiçbir zaman esirgemeyen, beni bu günlere getiren 

aileme; sevgili annem Şükriye MUTLU ve babam Hüseyin MUTLU’ya sonsuz sevgi 

ve teşekkürlerimi sunuyorum.
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1. GİRİŞ 

Mantarlar, içerdikleri çok sayıda bileşenden dolayı iyi bilinen fonksiyonel 

gıdalardır. Diyetsel açıdan, yüksek protein ve düşük kalori içerikleri gibi besinsel 

önemleri ile tanınırlar. Eski zamanlardan beri toplumların diyetinde bulunan 

mantarlar, Romalılar tarafından Tanrı'nın yemeği olarak kabul edilirken, geleneksel 

Çin tıbbında yaşam iksiri olarak adlandırılmış ve binlerce yıl öncesinde kullanıldığı 

bilinmektedir (Valverde ve diğ. 2015). Günümüzde 3000 civarında yenilebilir mantar 

türü vardır, ancak sadece 100 tür insanlar tarafından yetiştirilmektedir (Chang 1999). 

Özellikle yenilebilir özellikleri sebebiyle üç tür yaygın olarak yetiştirilmektedir. 

Bunlar, Beyaz şapkalı mantar ya da kültür mantarı olarak bilinen Agaricus bisporus 

L., istiridye mantarı Pleurotus ostreatus L. ve saman mantarı Volvariella volvacea 

L.’dır (Aida ve diğ. 2009, Patel ve Goyal 2012). Mantarlar, fosfor gibi minerallerin 

yanı sıra riboflavin, tiamin, ergosterol, niasin ve askorbik asit gibi vitaminler açısından 

da zengindir. Ayrıca sekonder metabolitler (terpenoidler, asitler, alkaloidler, 

seskiterpenler, polifenolik bileşikler, laktonlar, steroller, nükleotid analogları ve metal 

şelatlayıcı maddeler) gibi biyoaktif bileşenleri ve başta β-glukanlar ve glikoproteinler 

olmak üzere çok sayıda polisakkarit içerirler (Valverde ve diğ. 2015). Düşük yağ ve 

yüksek lif içerikleri nedeniyle kardiyovasküler hastalıkları önlemede büyük 

potansiyele sahiptirler ve ayrıca oksidatif hasarları azaltmada yararlı olan doğal 

antioksidanların önde gelen kaynaklarıdırlar. Mantarlar, içerdikleri fonksiyonel 

bileşenler nedeniyle antikanser, antioksidan ve antimikrobiyal özelliklere sahip 

ilaçların hazırlanması için bir kaynak olarak kullanılmaktadır (Chang ve Wassar 2012, 

Finimundy ve diğ. 2013). 

Mantarlardan elde edilen polisakkaritler, özellikle β-glukanlar, antioksidan, 

antidiyabetik, antikanserojenik ve bağışıklık düzenleyici etkilerinin yanı sıra diğer 

terapötik etkileri nedeniyle bilim insanlarının ve diğer gıda endüstrilerinin dikkatini 

çekmektedir (Daba ve Ezeronye 2003, Yu ve diğ. 2009, Hung ve Nhi 2012). 

Mantarlardan biyoaktif maddelerin geri kazanılması için günümüzde kullanılan çok 

sayıda geleneksel ve gelişmiş ekstraksiyon tekniği bulunmaktadır. Günümüzde, 

yenilebilir mantarlar, alternatif tedavi ve ilaç hammaddesi keşifleri için daha popüler 
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hale gelmekte ve farklı mantar türlerine odaklanan araştırma faaliyetlerinin de 

ilerlemesine yol açmaktadır.  

Literatürde mantarların biyoaktif bileşenleri ve terapötik etkileri hakkında pek 

çok bilgi mevcut olmasına rağmen, biyoaktif maddelerin ekstraksiyonu ve 

işlenmelerine yönelik tekniklere ilişkin her geçen gün yeni çalışmalar 

yayınlanmaktadır. Bunun sebebi, mantarların besin değerlerinin yanında bağışıklık 

güçlendirici, antikanser, antimikrobiyal, antioksidan ve antidiyabetik ajanlar olarak 

büyük potansiyele sahip olmalarıdır. 

Bu çalışmanın amacı, Gyromitra esculenta Pers. Ex Fr., Lyophyllum decastes 

(Fr.) Singer, Albatrellopsis flettii (Morse ex Pouzar)Audet ve Lactarius chrysorrheus 

Fr. mantarlarından ekstrakte edilen polisakkaritlerin antikanser, antioksidan, 

antienflamatuvar ve antibiyofilm potansiyellerini araştırmaktır.  

1.1 Geleneksel Tıp ve Mantarlar 

Fosil kayıtları, Silüriyen dönemindeki (408 - 438 milyon yıl önce) kadar eski 

zamanlarda mantarların varlığını kanıtlamıştır (Alexopoulos ve diğ. 1996). Yaklaşık 

300 milyon yıldır insanoğlunun diyetinin bir parçası olan mantarların, tarih öncesi 

insanlar tarafından yiyecek olarak ve tıbbi amaçlarla toplanmış olabileceği 

düşünülmektedir (Chang ve Miles 2004). Öyle ki, antik Çin dönemine ait, 

makrofungusların tanımları, yetiştiricilik kayıtları, pişirme yöntemleri ve eski 

metinlerde övüldüğüne dair kanıtlar bulunmuştur (Di 2013). Yine Han Hanedanlığı 

dönemi ve sonrasına ait, bitki ve mantarların kullanıldığı, salgın hastalıklarda çeşitli 

enfeksiyonların tedavisine yönelik formülasyonlar, kullanım endikasyonları ve 

hazırlanış biçimlerinin yer aldığı dikkate değer belgeler vardır (Wang ve diğ. 1993). 

İnsanlığın uygarlığı ilerledikçe, mantarlar bazı Asya ülkelerinde (Çin ve 

Japonya gibi) yenilebilir ve tıbbi kaynaklar olarak değerlenmiştir. Avrupa'da tatsız 

olarak kabul edilmesine ve yaygın olarak tüketilmemesine rağmen, Asyalılar, iki bin 

yılı aşkın bir süredir mantar toplamış, yetiştirmiş ve tüketmiştir (çoğunlukla 

çorbalarda) (McKnight ve McKnight 1998). Geçmiş kaynaklarda 'mantar', şemsiye 

şeklindeki şapkası, belirgin ve görünür etli gövdesiyle tanımlanmıştır (Zhang ve diğ. 
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2007). Mantarlar, zengin besin içeriği ve tıbbi değerleri nedeniyle fonksiyonel bir gıda 

ve diyet takviyeleri olarak kabul edilmektedir (Chang ve Miles 2004). 

 Tıbbi Mantarlar 

Mantarlar binlerce yıldır insan diyetinin bir parçası olmuştur, ancak 

tüketicilerin sağlığını korumadaki yararlı etkilerinin çoğu, yalnızca son on yılda 

araştırılmış ve kanıtlanmıştır. Ganoderma, Pleurotus, Boletus, Inonotus, Grifola ve 

Armillaria gibi cinslere ait birçok mantar, antimikrobiyal, antiviral, antidiyabetik, 

antienflamatuvar, hipokolesterolemik ve antitümör gibi aktivitelerinden dolayı uzun 

süredir tıbbi gıda olarak kullanılmaktadır (Zhang ve diğ. 2019). Fonksiyonel bir gıda 

olarak yenilebilir mantarlar, mikrobiyota modelini ve metabolomik fonksiyonu 

modüle eden değerli bileşiklerin doğal bir kaynağıdır. Mantar türlerinin mikrobiyota 

modülasyonunda kullanılması, antimikrobiyal ve antienflamatuvar aktiviteleri olan 

yeni moleküller bulma ihtiyacından kaynaklanmıştır. Mevcut biyofarmasötik 

endüstrisinin bu ihtiyacı, uygulanan antibiyotik miktarındaki artıştan 

kaynaklanmaktadır ve bu da antibiyotik direncinin tekrar tekrar ortaya çıkmasına 

neden olmuştur (Matamoros-Recio ve diğ. 2021). 

Mantarlar yüzden fazla tıbbi işlevden sorumludur. Başlıca terapötik etkileri 

şunları içermektedir: antioksidan, antikolesterolemik, antikanser, antidiyabetik, 

antialerjik, bağışıklık düzenleyici, kardiyovasküler koruma, antiviral, antibakteriyel, 

antiparazit, antienflamatuvar, antifungal, detoks ve hepatoprotektif etkiler (Li ve diğ. 

2010, Zhao ve diğ. 2010, Zhou ve diğ. 2011, Zhang ve diğ. 2012, Basnet ve diğ. 2017). 

Çeşitli mantar ekstreleri, enflamasyon ile ilişkili (nitrik oksit (NO), sitokinler ve 

prostaglandinler) ajanların azalmasına yardımcı olurken hücre enflamasyonlarını 

azaltabilmektedir. Çok sayıda mantar ekstraktı immünomodülatör (Boh ve diğ. 2013), 

antitümör ve antikanser (Vaz ve diğ. 2013, Finimundy ve diğ. 2013), antibakteriyel ve 

antioksidan (Ren ve diğ. 2014), antiviral (Santoyo ve diğ. 2012) ve antihipoglisemik 

ve antiaterosklerotik ajanlar olarak (Fortes ve diğ. 2008) kullanılabileceği 

gösterilmiştir.  

Mantarlar, fenolik bileşikler, terpenoidler, polisakkaritler, glukanlar ve 

lektinler gibi farklı türde biyoaktif bileşenler üretir ve bunların antimikrobiyal, 
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bağışıklık düzenleyici, antioksidan, antiviral ve hipokolesterolemik dahil olmak üzere 

126'dan fazla etkisi ortaya koyulmuştur (Kozarski ve diğ. 2011, Chen ve diğ. 2012, Li 

ve diğ. 2012, Ferreira ve diğ. 2015). İmmünomodülatör ve antimikrobiyal özelliklere 

sahip terpenoidler ve glukanlar gibi biyomoleküller, Fomes, Ganoderma, Phellinus, 

Trametes Fomitopsis, Inonotus ve Schyzophillum cinslerine ait farklı ağaç türlerinde 

yaşayan mantarlardan elde edilebilmektedir (Rodrigues ve diğ. 2011). Farklı mantar 

türlerinde bulunan proteinler, lektinler, lignoselüloz, enzimler, proteazlar, ribozomu 

inaktive eden proteinler, proteaz inhibitörleri ve hidrofobinler, yeni ilaçların 

hazırlanması için farklı biyoteknolojik uygulamalarda kullanılmak üzere büyük 

potansiyel göstermektedir (Scuderi 1989). 

Mantarların biyoaktiviteleri kapsamlı çalışmalarla doğrulanmıştır. Mantarların 

antikanser özelliklerine ilişkin ilk çalışmalardan biri, 1957 yılında, Çörek mantarı’nın 

(Boletus edulis Bull.) Fare yumuşak doku kanseri (S180) hücre hattı üzerindeki etkisi 

Lucas ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilmiştir (Lucas 1957). O tarihten bu yana, 

çeşitli mantarlardan birçok mantar polisakkariti elde edilmiş ve antitümör özellikleri 

gösterilmiştir. 

Farklı polipeptitler ve sitotoksik steroidler içeren Polyporus umbellatus (Pers.) 

Fr. ve Polyporus alveolaris Fr. gibi tıbbi mantarlardan elde edilen ekstraktların, 

antienflamatuvar, antikanser, hepatoprotektif, antifungal ve antibakteriyel etkilere 

sahip olduğu bulunmuştur (Wang ve diğ. 2004, Jiang ve Sliva 2010). Yine yoğun 

şekilde tüketilen İstiridye mantarları’nın da (Pleurotus türleri) hipokolesterolemik, 

antioksidan, antibakteriyel, antidiyabetik, hepatoprotektif, antikanserojenik, antiviral 

ve bağışıklık düzenleyici özellikleri bilinmektedir (Reis ve diğ. 2012, Younis ve diğ. 

2015).  

Son zamanlarda, mantarlardan izole edilen çok sayıda bileşik, güçlü farmasötik 

özellikleri ile vurgulanmıştır. Lektinler, polisakkaritler, polisakkarit-peptidler ve 

polisakkarit-protein kompleksleri dahil olmak üzere bu bileşiklerin, 

immünomodülatör (Singh ve diğ. 2014), antikanser (Figueiredo ve Régis 2017), 

antienflamatuvar (Hassan ve diğ. 2015), antioksidan (Singh ve diğ. 2014, Anusiya ve 

diğ. 2021) ve kan kolesterol seviyelerini düşürme (Mustafa ve diğ. 2022) gibi terapötik 

özelliklere sahip olduğu kanıtlanmıştır. Özellikle, çeşitli polisakkaritlerin ve 

polisakkarit konjugatlarının ticarileştirilmesi, hastaların bu tür antikanser tedavisinden 
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faydalanmalarını sağlamıştır. Bunlar şizofilan, lentinan, grifolan, PSP (polisakkarit-

peptid kompleksi) ve krestin (polisakkarit-protein kompleksi)'dir (Zhang ve diğ. 

2007).  

     Tıbbi Mantarlardan İzole Edilen Polisakkaritler 

İstatistiklere göre, tıbbi değeri olan yaklaşık 700 çeşit mantar dahil olmak üzere 

dünyada 3000’e yakın yenilebilir mantar türü vardır (Kalac 2012). Yenilebilir 

mantarlar, insanların günlük yaşamındaki önemli besin kaynaklarından biridir ve 21. 

yüzyılda yetiştiriciliği önemli derecede artmış ve bir endüstri haline gelmiştir. Bu 

arada, çeşitli aktif bileşenlerin zenginliği nedeniyle, mantarlar besleyici içeriğinden 

daha çok tıbbi değerleriyle ön plana çıkmaktadır (Roupas ve diğ. 2012).  

Mantarlardan izole edilen aktif bileşenlerden özellikle polisakkaritler, 

biyolojik özellikleri sebebiyle büyük ilgi görmektedir (Vetvicka ve Vetvickova 2012, 

Zhang ve diğ. 2014, Zeng ve diğ. 2019). Son yıllarda yapılan araştırmalar sonucunda 

mantar polisakkaritlerinin güçlü antikanser ajanlar olduğu tespit edilmiştir. Bunun 

yanı sıra, polisakkaritler ve glikokonjugatları, diyet takviyeleri ve oksidatif stres 

kaynaklı bozuklukların tedavisi için yeni ilaç adayları haline gelmiştir. Polisakkaritler 

ayrıca lipid peroksidasyonunu, gastrointestinal kanserleri ve oksidatif stresten 

kaynaklanan enflamatuvar bağırsak hastalığı gibi çeşitli gastrointestinal hastalıkların 

patogenezini önlemeye yardımcı olmaktadır (Chang ve diğ. 2017, Jayachandran ve 

diğ. 2018, Murphy ve diğ. 2020).  

Mantardan izole edilen, bazıları daha güçlü antitümör aktiviteleri gösteren 

polisakkarit-protein veya polisakkarit-peptit kompleksi gibi protein veya peptit 

kalıntılarına sahip kompleks yapılar vardır. Mantar türevli polisakkaritler genellikle α- 

veya β-omurgalarında ve dallarında glukoz, galaktoz, mannoz, ksiloz, riboz, arabinoz 

ve glukuronik asit içerir. Farklı kombinasyonları nedeniyle, polisakkaritlerin yapısı 

birçok yönden birbirinden farklı olabilir. β-1,6 bağlantılı glikoz dalları ile β-1,3 

glukopiranozid ana zincirinden oluşan Basidiomycetes türlerinden elde edilen 

polisakkaritler, antitümör aktivitelere sahiptir. Ayrıca polisakkaritlerin biyolojik 

aktivitelerini sudaki çözünürlükleri, moleküler ağırlıkları ve yapılarındaki dallanma 
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oranı özelliklerine göre değişiklik gösterdiği de iyi bilinmektedir (Zaidman ve diğ. 

2005). 

Biyolojik olarak aktif polisakkaritlerdeki ana bileşen, β-D-glukan olarak 

tanımlanmıştır. Bu β-D-glukanın iyi bilinen kimyasal yapısının (1 → 6)-β-D-glukosil 

dallı (1→3)-β-D-glukopiran olduğu ve [α] spesifik rotasyonuna sahip olduğu 

gösterilmiştir. β-D-glukanların antitümör aktiviteleri ve yapısal özellikleri arasında 

tipik bir yapı-fonksiyon ilişkisi bulunmaktadır. Bunun sebebi, farklı β-D-glukan 

formlarının biyolojik aktivitelerinin yapılarından (moleküler ağırlık, suda çözünürlük, 

dallanma derecesi ve konformasyon) kaynaklı oldukça farklı antitümör etkiler 

gösterebilmesidir (Mizuno ve diğ. 1995). Ekstraksiyonlar sırasında 1 × 104 ila 1 × 106 

kDa arasında değişen farklı moleküler kütlelere sahip çok çeşitli polisakkaritler izole 

edilebilmektedir. Moleküler ağırlıktaki bu fark, çeşitli immünomodülatör etkilere 

neden olmaktadır ve genellikle daha yüksek moleküler ağırlığa (1 × 105 kDa veya 

üzeri) sahip olan polisakkaritlerin daha güçlü antitümör etkileri ve daha yüksek 

immünomodülatör aktiviteler sergilediği bulunmuştur (Tada ve diğ. 2007, Kim ve diğ. 

2013). Mantar polisakkaritlerinin yüksek moleküler ağırlığı nedeniyle, tümör 

hücrelerine karşı doğrudan sitotoksik bir etki göstermemektedir. Bunun yerine, bir 

immünomodülatör yanıt vasıtasıyla bağışıklık sistemini harekete geçirerek antitümör 

aktivite göstermektedir (Wasser ve Weis 1999). 

 Antikanser Ajanlar Olarak Mantar Polisakkaritleri 

Kanser, dünya genelinde önde gelen ölüm nedenlerinden biridir. Avrupa 

Birliği'nde en sık görülen kanser tipleri meme, prostat, akciğer ve kolorektal olanlardır. 

Akciğer kanseri erkeklerde kansere bağlı ölümlerin en sık nedeni iken kadınlarda bu 

meme kanseridir. Az gelişmiş ülkelerde hem erkeklerde hem de kadınlarda kolorektal 

kanser, ikinci en yaygın iken erkeklerde akciğer kanseri, kadınlarda meme kanseri 

kansere bağlı ölümlerin önde gelen nedeni olmaya devam etmektedir. Gelişmiş 

ülkelerde kansere bağlı ölümlerin diğer önde gelen nedenleri arasında genel olarak 

kolorektal kanseri, erkekler özelinde ise prostat kanseri yer almaktadır. Gelişmekte 

olan ülkelerde, erkeklerde karaciğer ve mide kanseri sık görülürken, kadınlarda rahim 

ağzı kanseri başlıca kanser türlerindendir. Hem erkek hem de kadınlarda tüm 
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kanserlerin yaygınlığı gelişmiş ülkelerde az gelişmiş ülkelere kıyasla yaklaşık iki kat 

daha yüksek olmasına rağmen, gelişmiş ülkelerde ölüm oranları sadece %8 ila %15 

daha yüksektir (Torre ve diğ. 2015). Bu durum, risk faktörleri ve tespit 

uygulamalarından uygulanabilir tedavi seçeneklerine kadar farklı etmenler sebebiyle 

farklılaşmaktadır. Kanser sebebiyle ölümlerin önde gelen nedenleri arasında tütün 

kullanımı (akciğer, mide ve karaciğer kanseri), obezite ve fiziksel hareketsizlik (meme 

ve kolorektal kanser) ve enfeksiyon kaynaklı kanserler (karaciğer, mide ve rahim ağzı 

kanseri) yer almaktadır. Geleneksel olarak; cerrahi uygulamalar, kemoterapi ve 

radyoterapi, kanser için başlıca tedavilerdir. Ancak bu tedavilerin yan etkiler, pahalı 

tanı ve tedavi gibi dezavantajları vardır (Cho 2010). Bu nedenle, tıbbi bitkiler, bu 

dezavantajların bazılarını hafiflettiklerinden, anti-kanser araştırmalarında önemli 

derecede ilgi kaynağı olmuştur. 

Kanserin en yaygın tedavisi, genellikle yan etkileri olan kemoterapidir. Bu 

nedenle, daha etkili ve toksik olmayan alternatif bir yöntem bulmak gerekmektedir. 

Son yıllarda mantarlar, tıbbi değerlerinden dolayı fonksiyonel gıda ve ilaç kaynağı 

olarak büyük ilgi görmüştür. Mantarlardan elde edilen polisakkaritler ve polisakkarit-

protein kompleksleri gibi biyoaktif bileşikler terapötik özelliklere sahiptir. Yapılan 

çalışmalarda bu bileşiklerin vücuda herhangi bir zarar vermediği, ek stres 

oluşturmadığı, bunun yanı sıra çevresel ve biyolojik strese vücudun uyum sağlamasına 

yardımcı olduğu gösterilmiştir. Kanser araştırmalarının temel hedefi de daha az yan 

etkisi olan etkili tedavilerdir.  

Mantar polisakkaritleri, antitümör etkilerini esas olarak organizmanın 

bağışıklık tepkisinin aktivasyonu yoluyla gerçekleştirir. Bu maddeler biyolojik tepki 

değiştiriciler olarak kabul edilir (Wasser ve Weis 1999, Liao ve diğ. 2013). Temel 

olarak, bu şunu gösterir: (1) vücuda zarar vermezler ve vücut üzerinde ek bir stres 

oluşturmazlar; (2) vücudun çeşitli çevresel ve biyolojik strese uyum sağlamasına 

yardımcı olurlar ve (3) sinir, hormon veya bağışıklık sistemini uyararak düzenleyici 

işlevleri desteklemektedir. (Brekhman 1980). Bağışıklık sistemi ile etkileşime 

girebilen maddeler, enflamatuvar yanıtın inhibisyonuna sebep olabilmektedir. Bir 

maddenin, bağışıklık tepkisini artırıp artırmadığı veya baskıladığı, söz konusu 

maddenin dozu, uygulama yolu ve uygulama zamanlaması gibi birçok faktöre bağlıdır 

(Tzianabos 2000). 
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Çeşitli çalışmalar, farklı mantar türlerinden elde edilen ekstraktların ve 

bileşiklerin antitümör potansiyelini doğrulamıştır (Lindequist ve diğ. 2005, Ferreira ve 

diğ. 2010, Lemieszek ve Rzeski 2012). Bu nedenle, tümör hücrelerinde apoptozu 

indükleyen mantar ekstraktlarının tanımlanması, kimyasal karakterizasyonu ve 

yapılarının aydınlatılması kanser tedavisinde ilaç olarak kullanılabilecek yeni 

bileşiklerin keşfedilmesini sağlayabilecektir.  

Çeşitli glikozidik bağlara sahip, farklı yapıda monosakkaritler içeren, heterojen 

polisakkaritlerin ekstraksiyonu bir karışım olarak elde edilebilmektedir. Bunlar; 

genellikle β-glukan’lar yani β-1,6 ve β-1,3 karışımıdır ve antikarsinojenik aktiviteden 

en çok sorumlu olan β-glukanlar bunlardır. Genel olarak, daha fazla 1,6-bağlantısı olan 

β-glukanlar daha az aktiviteye sahiptir (Franz 1989). Aynı zamanda, ana zincir ve yan 

dalların bağlantılarından ayrı olarak, dallanma derecesi de polisakkaritlerin 

immünoterapötik etkilerine büyük ölçüde katkı sağlamaktadır (Yadomae ve Ohno 

1996).  

Lentinan, makrofajlardan tümör nekroz faktörü (TNF)-α üretimini 

tetikleyebilen ve en iyi bilinen immünomodülatörlerden biridir (Abel ve diğ. 1989). 

Lentinan’ın, tümör büyümesinin baskılanması yanında sitotoksik T lenfositlerinin ve 

makrofajların üretimini ve diğer spesifik olmayan bağışıklık tepkilerinin 

indüklenmesini sağladığı gösterilmiştir (Chihara ve diğ. 1986, Wasser ve Weis 1999). 

Örneğin, Japonya gibi bazı ülkelerde bazı mantar fraksiyonları ve bileşiklerinin 

kanser tedavisinde kullanılması onaylanmıştır. PSP ve PSK (polisakkarit-K) (Zaidman 

ve diğ. 2005), lentinan (Ina ve diğ. 2013) ve şizofilan (Sullivan ve diğ. 2006) bunlardan 

bazılarıdır. Bu nedenle, biyoaktiviteden sorumlu bileşiklerin tanımlanması, farmasötik 

formülasyonların geliştirilmesi için çok önemlidir. 
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 Polisakkaritlerin Antioksidan ve Antienflamatuvar Etkileri 

İnsan vücudunda hücresel metabolizma sırasında (diğer aerobik 

organizmalarda da olduğu gibi) serbest radikaller ve reaktif türleri üretilmektedir. Bu, 

elektron taşıma zincirinden elektronların sızması, hücre sinyalizasyonu, 

homeostazinin düzenlenmesi veya patojenlere karşı savunma gibi metabolik 

süreçlerde farklı şekillerde meydana gelebilmektedir (Halliwell 2011). Reaktifler çok 

kararsızdır ve vücudun bunlara maruz kalması, onları yok etmek için endojen savunma 

mekanizmalarının (enzimatik veya enzimatik olmayan) gelişmesine yol açmaktadır 

(Ferreira ve diğ. 2009). Bu nedenle normal fizyolojik koşullarda reaktif türlerin 

üretimi, antioksidan savunma mekanizmaları tarafından dengede tutulur. Bununla 

birlikte, bu denge antioksidan üretimindeki değişiklikler, yüksek oksijen seviyelerine 

maruz kalma, UV ve kimyasallara maruz kalma gibi çeşitli faktörlerden 

etkilenebilmektedir. Bu durum serbest radikal üretimini artırma eğiliminde olduğunda 

(antioksidanların kapasitesinin üzerinde) vücut oksidatif stres altına girmektedir 

(Valko ve diğ. 2007, Halliwell ve Gutteridge 2015).  

Serbest radikaller, dış yörüngesinde eşleşmemiş elektronları olan atom veya 

moleküller olarak adlandırılmaktadır (Halliwell ve Gutteridge 2015). Bu radikaller çok 

kararsızdır ve kararlı hale gelebilmek için diğer moleküllerden elektron yakalama 

eğilimindedir. Serbest radikaller (oksijen kaynaklı) ROS ve nitrojen kaynaklı (RNS) 

olabilmektedirler. Bunlar, “birincil ROS” olarak kabul edilen süperoksit (O2˙-), 

hidroksil (OH˙), lipit peroksil (ROO-) ve “ikincil ROS” olarak tanımlanan hidrojen 

peroksiti (H2O2) içermektedir (Pham-Huy ve diğ. 2008). 

Daha önce de belirtildiği gibi, insanlarda savunma sistemi karmaşıktır ve bir 

anlamda da birbirini tamamlayan rollere sahip birçok hücre tipini içermektedir. 

Enflamatuvar yanıtla ilgili hücreler, doğal bağışıklık elemanlarından nötrofiller, 

monositler ve makrofajlar gibi fagositlerdir (Janeway ve Medzhitov 2002). 

Makrofajlar, savunmanın ilk basamağıdır. Ek olarak, makrofajlar, adaptif bağışıklığı 

da modüle etmek için T lenfositleri ile etkileşime girebilmektedir (Dalmo ve Bogwald 

2008, Brown ve Gordon 2008). 

Makrofajlar, nötrofiller, doğal öldürücü hücreler (natural killer; NK) ve 

dendritik hücreler (DC) içeren doğal bağışıklık sistemi, sitokinler tarafından aktive 



10 
 

olarak düzenlenmektedir (Chijioke ve Münz 2013). Mononükleer fagosit sistemi 

(örneğin, makrofajlar ve monositler), DC'ler ve belirli lenfositler (örneğin, NK 

hücreleri), anormal hücrelerin tanınmasını ve yok edilmesini içeren çok sayıda önemli 

işlevi yerine getirmektedir. Anormal hücrelere veya dokulara karşı spesifik bağışıklık, 

hümoral (örneğin, antikorlar) ve hücre aracılı bağışıklık (aynı zamanda enflamatuvar 

tepkileri artırmakta) süreçlerini içermektedir. Bu nedenle, yeterince işlevsel bir 

bağışıklık tepkisi, tümör hücrelerinin tanınması ve yok edilmesi için kritik öneme 

sahiptir (Moradali ve diğ. 2007). Örneğin, aktive edilmiş fagositler, fagositoz yoluyla 

patojenleri ortadan kaldırabilmektedir. Makrofajlar, ölü hücreleri ve hücre içi 

patojenleri hedeflemekte ve uzaklaştırmaktadır (Munz ve diğ. 2005).  

Çok sayıda çalışma, bitkilerden elde edilen polisakkaritlerin yüksek 

antioksidan ve immünomodülatör özelliklere sahip olduğunu göstermiştir (Kardosova 

ve Machova 2006, Zhang ve diğ. 2012, Boudjeko ve diğ. 2015). Bu bileşiklerin, 

bağışıklık hücreleri ile etkileşime girerek bir dizi tepki ürettiği gösterilmiştir. Bu tür 

tepkiler şunları içermektedir: (1) tümör hücrelerine ve mikroorganizmalara karşı 

makrofaj aktivitesinin indüklenmesi, (2) fagositik aktivitenin artması ve tümör nekroz 

faktörü (TNF-a), interlökin (IL) gibi sitokinler ve kemokinlerin (IL-6, IL-8, IL-12, 

IFN-γ ve IFN-β) üretiminin artması (Schepetkin ve Quinn 2006). 

Son çalışmalar, mantar ekstraktlarının tümör büyümesini engelleyerek 

bağışıklık fonksiyonu üzerindeki etkisini göstermiştir. Tıbbi ve yenilebilir mantarlar 

tarafından immün sistemin uyarılması, doğal bağışıklık yoluyla meydana gelmekte ve 

tipik olarak fagositik hücreler tarafından gerçekleştirilmektedir. Bu hücreler patojenler 

ile karşılaştıklarında sitokin ve kemokinlerin üretilmesiyle bağışıklığın daha fazla 

uyarılması için biyoaktif elementlerle etkileşime girmektedir (Hetland ve diğ. 2008). 

Mantarlar, NK hücrelerini, makrofajları ve T hücrelerini ve bunların sitokin 

üretimini etkileyerek bağışıklık sisteminin uyarılması için 1,6- ve 1,3-β-glukanlar gibi 

etkili bileşikler içermektedir (Roupas ve diğ. 2012). İstiridye mantarı (Kayın mantarı) 

(Pleurotus türleri), immün yanıtı başlatan biyoaktif bileşikler içermektedir. İçerdiği 

polisakkarit-peptid kompleksleri, ubikuitin benzeri proteinler, β-glukanlar ve 

glikoprotein gibi biyoaktif elementler ile bağışıklık sistemini uyararak, mekanizmanın 

güçlenmesinde görev almaktadır (Adebayo ve diğ. 2012a,b). Yenilebilir ve tıbbi bir 

mantar olarak tanımlanan Agaricus blazei Murill'in de immün sistemi uyarıcı bir etkiye 
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sahip olduğu bildirilmiştir (Hetland 2008, Lima ve diğ. 2011). Öyle ki, birkaç gün 

%0,5-5 oranında oral yoldan tüketilmesinin, kanda sitokin üretimini artırdığı 

raporlanmıştır. Pleurotus spp., Pleurotus florida (Mont.) Singer, Trametes pubescens 

(Schumach.) Pilat, Agaricus bisporus (J.E.Lange) Imbach, Flammulina velutipes 

(Curtis) Singer ve Lentinus edodes (Berkeley) Pegler türlerinin de içerdikleri 

interferon-gama (IFN-γ) ve lipopolisakkaritler (LPS) ile antienflamatuvar aktiviteye 

sahip oldukları gösterilmiştir (Pandimeena ve diğ. 2015, Drori ve diğ. 2016). 

LPS, makrofajları aktive ederek antienflamatuvar etki göstermektedir. Öte 

yandan, mantarlar antienflamatuvar özellik göstermektedir ve tüketilmeleri vücutta 

Nitrik oksit (NO) üretimini engellemektedir (Gunawardena ve diğ. 2014). P. 

ostreatus'tan saflaştırılan sekonder bir metabolit olan lektin, hücresel ve hümoral 

bağışıklık yoluyla enflamatuvar yanıtı indüklemektedir (Gao ve diğ. 2013). Agaricus 

blazei’nin, transgenik farelerde hepatit B virüsü (HBV)-DNA aşısı için bir koruyucu 

olarak çalıştığı (Chen ve diğ. 2004) ve sulu ekstraktının oral uygulanmasının, bir 

antifungal ilaç olan nistatin’in neden olduğu ödemi inhibe ettiği raporlanmıştır 

(Padilha ve diğ. 2009). 

“Ölümsüzlük mantarı” olarak kabul edilen Ganoderma lucidum (Curtis) P. 

Karst, Çin ve Japonya'da insanlar tarafından çeşitli hastalıkların tedavisinde yaygın 

olarak kullanılmaktadır (Shiao 2003). Ana bileşen olarak β-D-glukan ile G. 

lucidum'dan elde edilen ekstraktının, T hücrelerinin IL-1β, IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-6 

gibi sitokinleri üretmesi için uyarılmasında etkili olduğu gösterilmiştir (Tang ve diğ. 

2004, Watanabe ve diğ. 2011). 

β-D-glukan dışında, Trametes versicolor'dan elde edilen polisakkarit-protein 

komplekslerinin, makrofajlar gibi T hücrelerine ve antijen sunan hücrelere özgü 

immüno-uyarıcılar olarak işlev gördüğü saptanmıştır (Tzianabos 2000). Yine 

polisakkarit-protein komplekslerinin, yardımcı T hücrelerinin uyarılmasında ve 

dolayısıyla CD4+/CD8+ oranını arttırmada etkili olduğu gösterilmiştir (Liang ve 

Wang 1996). 

Bileşiklerin, özellikle β-D-glukan türevlerinin, bağışıklık sisteminin hücresel 

ve hümoral bileşenlerini tetiklediği ve böylece makrofajların, mononükleer hücrelerin 

ve nötrofillerin fonksiyonel aktivitesini arttırdığı çok sayıda çalışma rapor edilmiştir 
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(Zimmerman ve diğ. 1998, Wakshull ve diğ. 1999, Iwabuchi ve diğ. 2022). β-D-

glukanlar, insanlar tarafından sentezlenmedikleri için insan bağışıklık sistemleri 

tarafından yabancı moleküller olarak tanınmaktadır. Bu bileşikler hem doğuştan gelen 

hem de adaptif (edinilmiş) bağışıklık tepkilere neden olabilmektedir (Brown ve 

Gordon 2005). Vücudun patojene veya patojen kaynaklı moleküllere ve kendiliğinden 

oluşan kötü huylu tümör hücrelerine karşı savunması, doğuştan gelen ve edinilmiş 

bağışıklık tepkilerinin etkileşiminden oluşmaktadır (Dunn ve diğ. 2002, Janeway ve 

Medzhitov 2002, Trinchieri 2003). 

Pleurotus spp. çeşitli polisakkaritlere, özellikle de heteropolisakkaritlere ve 

glukanlara sahiptir (Kanagasabapathy ve diğ. 2012, Ruthes ve diğ. 2016, Baeva ve diğ. 

2019). Bunların anti-tümör, antioksidan, antienflamatuvar ve immünomodülatör 

aktiviteye sahip oldukları gösterilmiştir (Barbosa ve diğ. 2020). Yine Phallus 

atrovovatus'un, ağırlıklı olarak β-glukan ve α-glukan fraksiyonları olmak üzere bol 

miktarda polisakkaritlere sahip olduğu bilinmektedir. Bu polisakkaritler, bağışıklık 

sistemi modüle edici aktivite ve yüksek antienflamatuvar aktivite sergilemiştir 

(Varaporn ve diğ. 2020, Barbosa ve Carvalho 2021). 

 Polisakkaritlerin Antimikrobiyal Aktiviteleri 

Yerel topluluklarda mantarların öksürük, kızamık tedavisi veya ağrı kesici 

olarak etnobotanik kullanımı raporlanmıştır (Garibay-Orijel ve diğ. 2007, Linnakoski 

ve diğ. 2018, Yasin ve diğ. 2019, Carvalho ve Barata 2019). Mantarların, genellikle 

hücre duvarı ile ilişkili olan, biyolojik olarak aktif bileşikler ürettiği gösterilmiştir ve 

bunların, bağışıklık sisteminin indüklenmesi ve tümör gelişiminin inhibisyonuna 

katkıda bulunduğu öne sürülmüştür (Guerra ve diğ. 2007, Kim ve diğ. 2007, Zhang ve 

diğ. 2007, Ribeiro ve diğ. 2009, Synytsya ve diğ. 2009, Hetland ve diğ. 2011). Ek 

olarak mantarlar, antibakteriyel ilaçların potansiyel kaynaklarıdır, çünkü antibiyotik 

araştırmaları ilk olarak mantarlarda başlamış ve başarılı sonuçlar alınmıştır (Opige ve 

diğ. 2006).  

 

Son yıllarda, bulaşıcı hastalıkların tedavisinde yaygın olarak kullanılan 

antimikrobiyal ilaçların gelişigüzel kullanımı nedeniyle insan patojenik 
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mikroorganizmalarında direnç yaygınlaşmıştır (Gallo ve Puglia 2013, Wang ve diğ. 

2021, WHO 2022). Bu durum bilim insanlarını yeni antimikrobiyal ajanlar olarak 

kullanılmak üzere çeşitli kaynaklar aramaya zorlamıştır. Bilim insanları, yeni terapötik 

alternatifler ararken, birçok mantar türü üzerinde çalışmış ve içerdikleri biyoaktif 

bileşiklerin hem gram pozitif hem de gram negatif bakteriler üzerindeki antimikrobiyal 

etkileri in vitro çalışmalarla doğrulanmıştır (Turkoglu ve diğ. 2007, Kalyoncu ve diğ. 

2010, Kosanic ve diğ. 2012, Castillo ve diğ. 2018, Berteli ve diğ. 2021). 

 

Antimikrobiyal terimi, antibakteriyal, antifungal, antiviral ve anti-parazit 

ilaçları içeren çok çeşitli farmasötik ajanı içermektedir (Leekha ve diğ. 2011). 

Bakteriyel enfeksiyonların tedavisi son derece önemlidir. Mevcut antibiyotikler çok 

çeşitli olmasına rağmen (örneğin, aminoglikozitler, β-laktamlar, oksazolidinonlar, 

linkozamidler, kinolonlar), bakteriyel enfeksiyonların tedavisi, bakteriyel direncin 

gelişmesi nedeniyle giderek daha karmaşık hale gelmiştir (Gualerzi ve diğ. 2013). 

Antibiyotikler, bakteri hücre duvarının sentezini engelleyerek, protein veya nükleik 

asit sentezini inhibe ederek, metabolizmayı inhibe ederek veya plazma zarını degrade 

ederek etki göstermektedir (Gallo ve Puglia 2013). 

 

Bakteriyel direnç, bakteri türlerinin belirli antibiyotik sınıflarına dirençli 

olduğu anlamına gelmektedir. Ayrıca direnç kazanılabilmekte, bu da başlangıçta 

duyarlı olan popülasyonların bir maddeye karşı dirençli hale geldiği ve onun varlığında 

çoğalabildiği anlamına gelmektedir (Russell 1999). 

 

Bu direnç durumu, antibakteriyel ajanların henüz etkisini gösteremeden onları 

yok eden enzimleri kodlayan genlerin edinilmesiyle geliştirilebilmektedir. Ayrıca 

bakteriler, antimikrobiyal ajanların hücre içi hedeflere erişimini kısıtlayan 

mutasyonlara da uğrayabilmektedir (Tenover 2006). Tüm bu nedenlerle 

antibiyotiklerin geliştirilmesi son yılların en önemli bilimsel zorluklarından biri 

olmuştur. Direnç olgusu nedeniyle daha önce tedavi edilen bakteriyel hastalıklar 

günümüzde ciddi problemler oluşturabilmektedir. Örneğin, Klebsiella spp. ve 

Escherichia coli türleri antibiyotiklere karşı direnç geliştiren mikroorganizmalardan 

bazılarıdır. Bu bakteri türleri hem hastanelerde hem de toplumda sık karşılaşılan 

türlerdir (Alcon ve diğ. 2003, Peralta ve diğ. 2012). Bu mikroorganizmalar, 
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penisilinler, monobaktamlar ve çoğu sefalosporin gibi beta-laktam antibiyotiklerin 

çoğuna direnç oluşturan genişletilmiş spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) 

üretmektedir. Çoklu ilaca dirençli bakterilerin neden olduğu bilinen enfeksiyonların 

tedavisi için, karbapenemler gibi geniş spektrumlu antibiyotiklerin kullanılması 

önerilmektedir (Peralta ve diğ. 2012). Çoklu antibiyotik direnci geliştirdiği iyi bilinen 

bir diğer Gram negatif bakteri grubu Pseudomonas cinsidir. Bu cins, içme suyu da 

dahil olmak üzere sulu ortamlarda yaygın olmasına rağmen, hayvanları ve insanları 

enfekte eden fırsatçı patojenler olarak kabul edilen türleri içermektedir. 

 

Pseudomonas aeruginosa bu cinsin en çok çalışılan patojenidir ve hem sağlıklı 

hem de bağışıklığı baskılanmış kişilerde ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadır (Mena 

ve Gerba 2009). Pseudomonas cinsi aminoglikozitlere, karbapenemiklere ve 

sefalosporinlere karşı dirençlidir (Jacome ve diğ. 2012). Gram-pozitif bakterilerle ilgili 

olarak, MRSA (Metisilin dirençli Staphylococcus aureus), vankomisine dirençli 

Enterokoklar ile hastane vakalarında ve diğer enfeksiyonların yaygın bir nedeni olarak 

bilinmektedir (Barrett ve diğ. 1968, Aires de Sousa ve de Lancastre 2003, Alcoceba 

ve diğ. 2007, Jacome ve diğ. 2012). 

 

Bazı araştırmalar, mantarların mikotoksin üretiminin inhibitörleri olduğunu 

öne sürmektedir. L. edodes ve Trametes versicolor (L.) Lloyd'dan elde edilen kültür 

ekstraktları, umut verici aflatoksin inhibe edici etkiler ortaya çıkarmıştır (Reverberi ve 

diğ. 2005). Özellikle L. edodes ve Phellinus linteus (Berkeley & M. A. Curtis) 

Teng‘ten elde edilen bazı mantar ekstraktlarının MRSA gibi yüksek dirençli 

bakterilere karşı dahi etkili olduğu bildirilmiştir (Hearst ve diğ. 2009).  

 

Mantarlardan izole edilen β-D-glukan’ların in-vivo olarak Streptococcus spp., 

Escherichia spp. ve Candida spp. gibi bazı patojenlerin sebep olduğu enfeksiyonlarda 

immün yanıtı uyararak koruyucu etki gösterdiği kanıtlanmıştır (Kokoshis 1978, 

Rasmussen ve Seljelid 1991). Yine P. ostreatus’tan izole edilen β-glukan’ın sporcuları 

solunum yolu enfeksiyonlarından koruduğu bildirilmiştir (Bergendiova ve diğ. 2011).  

 

Manna ve ark. çalışmasında, bir Lentinus squarrosulus (Mont.) mantarından 

ekstrakte edilen hetero-polisakkaritlerden izole edilen nanopartikül yapılarının E. coli 

ve diğer bakterilere karşı etkili olduğu gösterilmiştir (Manna ve diğ. 2015). Bu 
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nanopartiküllerin, bakteri ve virüsleri inhibe etmede normal partiküllerden daha etkili 

olduğu raporlanmıştır. Mantar polisakkaritleri, fareleri LPS kaynaklı septik şoka karşı 

koruduğu ile ilgili in-vivo çalışmalar da bulunmaktadır (Kim ve diğ. 2003, Yang ve 

diğ. 2019). L. edodes ekstraktlarının da oral patojenlere karşı etkili olduğu 

gösterilmiştir (Papetti ve diğ. 2018). 

 

Hericium erinaceus (Bull.) Pers.’ten elde edilen polisakkaritler, antioksidan 

aktivitelerinden dolayı büyük ilgi görmektedir (Han ve diğ. 2013, Cheng ve diğ. 2016, 

Wang ve diğ. 2017). H. erinaceus türünden elde edilen polisakkaritlerin, önemli 

ölçüde antioksidan ve kanser hücreleri üzerinde sitotoksik aktiviteye sahip olmasının 

yanında, insanlarda ülsere ve kansere neden olan Helicobacter pylori'yi de inhibe 

edebildiği raporlanmıştır (Chen ve diğ. 2019, Zhu ve diğ. 2014). 

1.2 Tez Çalışmasında Kullanılan Mantarlar 

Çalışmada ülkemizde doğal olarak bulunan dört farklı mantar türü 

kullanılmıştır. Bu mantar türlerinden; G. esculante, L. decastes ve A. flettii Doç. Dr. 

Ilgaz Akata, L. chrysorrheus ise Doç. Dr. Hakan Allı tarafından teşhis edilmiştir. 

Polisakkarit ekstreleri Prof. Dr. Mehmet Öztürk tarafından Muğla Sıtkı Koçman 

Üniversitesi, Fen Fakültesi, Kimya Bölümü Doğal Ürünler Araştırma 

laboratuvarlarında elde edilmiştir. 

 Gyromitra esculante Pers. ex Fr. 

Türkiye'de doğal olarak yetişen, çiğ tüketildiğinde zehirli olan ancak 

pişirildiğinde tüketilebilen ve lezzetli bir gıda olan G. esculeante (Pers.) Fr. (Kuzu 

göbeği ebesi ve Yalancı kuzu göbeği olarak da bilinmektedir) Avrupa ve Kuzey 

Amerika'da yaygın olarak bulunmaktadır (Michelot ve Toth 1991, Dart 2004). Yüksek 

rakımlı ve iğne yapraklı ağaçların altında ilkbahar mevsiminde meyve veren G. 

esculenta’nın pişirilmeden tüketimi önerilmemekle birlikte halk tarafından toplanıp 

tüketilmekte ve özellikle bahar aylarında Türkiye'nin batısındaki halk pazarlarında 

ticari olarak satılmaktadır (Sahin ve diğ. 2021). Bu çalışma için, mantarlar Muğla, 
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Fethiye’nin Yeşil Üzümlü beldesindeki ormanlık alandan toplanmıştır ve Doç. Dr. 

Ilgaz Akata (Ankara Üniversitesi Biyoloji Bölümü, Türkiye) tarafından morfolojik 

olarak tanımlanmış. Akata 6998 koduyla Ankara Üniversitesi Herbaryumu'nda (ANK) 

saklanmaktadır.  

 Lyophyllum decastes (Fr.) Singer 

Çürümekte olan döküntüler üzerinde yoğun hatta devasa kümeler halinde 

yetişen L. decastes (Fr.) Singer (Tavuk mantarı olarak da bilinir), genellikle yol 

yatakları, ormanlık alanlar ve peyzaj alanlarında bulunmaktadır. Yaz aylarında ve 

ilkbaharın sonuna kadar yetişen L. decastes yenilebilir bir mantar türüdür (Breitenbach 

ve Kränzlin 1991). Bu çalışma için, mantarlar Ankara Üniversitesi Beşevler 10. Yıl 

Yerleşkesi’nden toplanmıştır ve Doç. Dr. Ilgaz Akata (Ankara Üniversitesi Biyoloji 

Bölümü, Türkiye) tarafından morfolojik olarak tanımlanmıştır. Akata 586 koduyla 

Ankara Üniversitesi Herbaryumu'nda (ANK) saklanmaktadır (Akata ve diğ. 2019). 

 Albatrellopsis flettii (Morse ex Pouzar) Audet 

A. flettii, Albatrellaceae familyasına ait bir mantar türüdür ve iğne yapraklı 

ormanlarda yetişmektedir. Cins kaydı Türkiye için yakın zaman önce yapılmıştır 

(Altuntas 2021). Bu çalışma için, mantarlar Balıkesir, Kazdağı Milli Parkı’ndaki 

Karaçam altı mevkiinden toplanmıştır ve Doç. Dr. Ilgaz Akata (Ankara Üniversitesi 

Biyoloji Bölümü, Türkiye) tarafından morfolojik olarak tanımlanmıştır. Akata 7268 

koduyla Ankara Üniversitesi Herbaryumu'nda (ANK) saklanmaktadır (Akata ve diğ. 

2021). 

 Lactarius chrysorrheus Fr. 

L. chrysorrheus Fr., Russulaceae familyasındadır. Yaygın olarak sarı sütlü 

mantar olarak bilinen ve birçok üyesi olan Lactarius cinsinin üyesidir. Meşe gibi geniş 

yapraklı ağaçların altında yaygın olarak bulunur (Verbeken 2001, Lamaison ve Polese 

2008). Ülkemizde Ege bölgesinde yoğun olarak bulunur (Alli ve diğ. 2007). Bu 
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çalışma için, mantarlar Muğla, Menteşe'deki Pinus brutia ormanından toplanmıştır. 

toplanmıştır ve Doç. Dr. Hakan Allı (Muğla Sıtkı Koçman Üniversitesi Biyoloji 

Bölümü, Türkiye) tarafından morfolojik olarak tanımlanmıştır. A. 6881 koduyla 

Muğla Sıtkı Koçman Üniversitesi Herbaryumu'nda saklanmaktadır. 
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2. YÖNTEM 

2.1 Malzemeler 

 Kullanılan Kimyasallar 

Sodyum Klorür (NaCl, Sigma 7647-14-5), Maya Ekstresi (NEOGEN MC001), 

Tripton (CDH 91079-40-2), Agar (Liofilchem 611001), Agaroz (Biomax 9012-36-6), 

Bakteriyolojik Pepton (Oxoid LP0037), Gliserol (Merck 56-81-5), Tris Base (Sigma 

77-86-1), Kristal Viyole (Merck 548-62-9), Etanol (%99,8 Sigma 51976), Metanol 

(%99,8 Sigma 322415), Proteaz İnhibitör Kokteyli (BioVision K271-500), Dimetil 

sülfoksit (DMSO, Carlo Erba 445106), Fosfat Tamponlu Tuz Çözeltisi (PBS, Biowest 

L0616), Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma D1145), RPMI-1640 

(Sigma R8758), Penisilin (Capricorn PS-B), Tripsin-EDTA (Sigma T3924), L-

glutamin (Gibco 25030081), Fetal Sığır Serumu (FBS, Biowest S1810), Tripan Blue 

(Biological Industries 2041813). 

 Kullanılan Cihazlar 

Etüv (Nüve EN055), CO2 İnkübatörü (Nüve EC160), Biyogüvenlik Kabini 

(Nüve MN 120), Santrifüj (Zentrifugen Mikro 200R), Mini Santrifüj (Zentrifugen 

EBA20), Otoklav (Nüve OT40L), -80oC Derin Dondurucu (Nüve DF290), Dikey Jel 

Sistemi (OmniPAGE, Cleaver Scientific), Yatay Jel Elektroforez Sistemi (Major 

Science ME20), Jel Görüntüleme Cihazı (gelLite, Cleaver Scientific), Güç Kaynağı 

(Major Science MP-30V), pH Metre (WTW InoLab PH720), Floresan Hücre Sayıcı 

(Arthur, NanoEntek), Vorteks (Dragon Lab MX-F), Spektofotometre (Epoch, 

BioTek), Take 3 NanoDrop Aparatı (Epoch, BioTek), Hassas Terazi (Denver 

Instrument SI-234), Çalkalamalı İnkübatör (Comecta WY-100), Sonikatör 

(BANDELIN SonoPlus HD 2070), Manyetik Karıştırıcı (DAIHAN WiseStir MSH 

20A), Işık Mikroskobu (Olympus CX21), Floresan Mikroskobu (Olympus BX53F), 

StepOnePlus Gerçek Zamanlı-PZR Sistemi (Applied Biosystems, Thermo), PCR 

(Optimus 96G), Saf Su Cihazı (New Human Power I S-UV). 
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2.2 Mantar Türlerinin Toplanması ve Teşhisi 

Çalışmada kullanılan makrofungus örnekleri Balıkesir, Muğla ve Ankara 

yörelerinden 2018-2019 tarihlerinde toplanmıştır. Gerçekleştirilen arazi 

çalışmalarında toplanan örneklerin fotoğrafı çekilmiş, morfolojik özelliklerinin yanı 

sıra ekolojisi, lokalite özellikleri, koordinatları ve substrat tipi kayıt altına alınmıştır. 

Toplanan örnekler için gelişmenin tüm evrelerine ait bireylerin bulunmasına özen 

gösterilmiştir. Mantar örneklerinin teşhisinde stereo ve binoküler mikroskop 

kullanılmıştır. Sporlar incelenirken mantarın himenyum tabakasından ince kesitler 

alınarak, lamın üzerinde potasyum hidroksit (%2, %3, %5), %10’luk amonyum 

hidroksit ve %5’lik melzer ayıracı veya kongo kırmızısı çözeltisinden oluşan 

preparatlar hazırlanmıştır. Sporların enleri ve boyları mikrometrik oküler ile ölçülerek, 

10-20 ölçümün en küçük ve en yüksek değeri arasındaki aralık belirlenmiş, sporların 

boyutları tespit edilmiş ve elde edilen sporların şekli, rengi, çeper kalınlığı, yüzey 

görünümü, por varlığı, çeşitli kimyasal ayıraçlara verdiği reaksiyonlar, askus içinde 

veya bazidyum üzerinde kaç tane spor bulunduğu teşhiste veri olarak kullanılmak 

üzere not alınmıştır. Bunun yanında himenyumda bulunan askus, bazidyum, sistid ve 

seta gibi yapıların şekil ve boyutları belirlenmiştir (Ergonul ve diğ. 2012). 

2.3 Ekstraksiyon İşlemleri 

Çiğ haldeki mantar örnekleri iki parçaya bölünerek parçalardan bir kısmı 

kurutma aparatı yardımıyla kurutulurken, diğer kısmı etüvde 200 ̊C’de 20 dakika 

inkübe edilerek kurutulmuştur. Kurutma işlemlerinin ardından örnekleri öğütülerek 

toz haline getirilmiştir. Su ekstrelerinin elde edilmesi amacıyla, organik çözücü 

ekstraksiyonundan geri kalan mantar örnekleri 80 ̊C’de sıcak su ile ekstre edilmiştir. 

Su ekstreleri süzülmüş ve üzerine hacminin 3 katı kadar etanol ilave edilerek molekül 

ağırlığı yüksek olan polisakkaritlerin çökmesi sağlanmıştır. Çöken polisakkarit peleti 

santrifüjlenerek alınmış ve alkolde çöken polisakkarit örneklerine “HWEP” kodu 

verilmiştir. Süpernatant kısmı ise [etanol:su, (3:1) karışımı] döner buharlaştırıcı 

kullanılarak uzaklaştırılmıştır ve alkolde çözünen polisakkaritlere ise “HWES” kodu 

verilmiştir. Bu yöntemle elde edilen su ekstreleri etanolde çözünen ve çözünmeyenler 

olarak büyük ölçüde ayrılmıştır (Tel ve diğ. 2015). 
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2.4 Memeli Hücre Kültürü ve Sitotoksisitenin Belirlenmesi 

 Tez çalışması için kullanılmak üzere mantarlardan izole edilen polisakkarit 

ekstraktların antienflamatuvar etkileri; mürin makrofaj (RAW264.7) hücre hattı, 

sitotoksik aktiviteleri; insan meme (MDA-MB-231), karaciğer (HepG2), kolon (HT-

29), pankreas (PANC-1 ve MIA PaCa-2), serviks (HeLa), endometrial (Ishıkawa), 

medüller tiroid (TT) kanser hücre hatları ve sağlıklı embriyonik böbrek (HEK293) 

hücre hattı üzerinde test edilmiştir. Kullanılacak hücre hatları 37°C’de %95 nem ve 

%5 CO2 içeren inkübatörde ve %10 fetal sığır serumu (FBS), %1 

penisilin/streptomisin karışımı içeren RPMI veya DMEM besiyerinde çoğaltılarak, 

yaklaşık %80-90 yoğunluğa ulaştığında pasajlanmıştır. Özetle, %0,25’lik Tripsin-

EDTA yardımıyla kaldırılan hücreler, taze besiyeri yardımıyla falkona toplanmış ve 

ardından 2000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiştir. Ardından süpernatant kısmı 

uzaklaştırılmış ve elde edilen pelet taze besiyeri ile çözülmüştür. Süspansiyondaki 

hücre yoğunluğu Tripan mavisi boyası ve Thoma lamı kullanılarak ışık mikroskobu 

altında sayılarak belirlenmiştir. Pasajlama işleminin ardından, polisakkaritlerin 

hücreler üzerindeki sitotoksik aktivitesi MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil 

tetrazolyum bromid] kimyasalı kullanılarak tespit edilmiştir. Özetle, serum fizyolojik 

(%0,9 sodyum klorür) solüsyonu ile çözülen polisakkaritler değişik 

konsantrasyonlarda hazırlanarak, 96 kuyucuklu plakalara ekilmiş hücrelere (her 

kuyucukta ortalama 2x103 hücre olacak şekilde) uygulanmıştır. 24, 48 ve 72 saat 

inkübasyona bırakılan plakalardan süre sonunda besiyeri dikkatlice uzaklaştırılarak 

100 µL taze besiyeri ortamı ile 10 µL MTT solüsyonu (5 mg/ml) eklenmiştir. 37°C’de 

3 saat inkübasyonun ardından ortaya çıkan formazon kristalleri 50 µL DMSO 

yardımıyla çözülmüştür. Absorbans, bir mikroplaka spektrofotometre okuyucu 

kullanılarak 590nm’de ölçülmüştür. Hücre canlılığı yüzdesi, örneklerin absorbansının 

kontrol grubu absorbansına bölünmesi ve 100 ile çarpılması ile hesaplanmıştır. Yüzde 

hesap kullanılarak elde edilen EC50 (hücrelerin yarısını öldüren konsantrasyon) değeri 

her örnek için sonraki çalışmalarda kullanılmıştır (Sahin ve diğ. 2021). 
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2.5 Koloni Oluşturma Kapasitesinin Belirlenmesi 

Koloni oluşturma kapasitesinin belirlenmesi amacıyla 6 kuyucuklu plakalara 

kontrol ve doz grupları için her kuyuda 1 x 103 hücre olacak şekilde ekim yapılmıştır. 

Hücreler 24 saat 37oC’de, %5 CO2’li ortamda inkübe edildikten sonra sitotoksik 

aktivite göstermiş ve EC50 dozları bilinen polisakkaritler uygulanmıştır. Hücrelerin 

her 2-3 günde bir besiyeri ortamları yenilenmiş ve inkübasyona devam edilmiştir. 

Koloni gelişimi inverted mikroskop ile gözlenmiş ve yaklaşık 10 gün sonunda gelişen 

koloniler önce soğuk metanolle fikse edilmiş, daha sonra 0,4 mg/ml 

konsantrasyondaki kristal violet ile boyanmıştır. Ardından ortamdaki fazla boyayı 

uzaklaştırmak için PBS ile yıkama yapılmış ve boyanmış olan koloniler gece boyu 

kuruması için oda sıcaklığında inkübe edilmiştir (Guzmán ve diğ. 2014). Doz grupları 

ve kontrol grubu fotoğraflanarak ImageJ programı yardımıyla koloniler sayılmıştır 

(Schneider ve diğ. 2012). 

2.6 İnvazyon Kapasitesinin Belirlenmesi 

Sitotoksik etki gösteren polisakkaritlerin hücreler üzerinde invazyon 

kapasitesini nasıl etkilediği, İnvazyon kapları (Trans-well matrigel invasion chamber) 

kullanılarak 24 kuyucuklu mikroplakalarda gerçekleştirilmiştir. Özetle, invazyon 

kuyucuğuna serum (%20 FBS) içeren kültür ortamı, matrigel membranın (8 μm por 

genişliğine sahip) üst kısmına ise, gece boyunca ilgili polisakkaritin EC50 dozunu 

içeren serumsuz kültür ortamına hücreler ekilmiştir. Gece boyunca inkübasyona 

bırakılan plakada, membranın üst kısmında kalan invaze olmamış hücreler pamuk 

yardımıyla silinerek temizlenmiştir. Membranın alt yüzeyine göç etmiş hücre miktarı 

ise kristal violet ile boyanarak ışık mikroskobu altında sayılarak değerlendirilmiştir 

(Zeng ve diğ. 2018). 

2.7 Migrasyon Etkisinin Belirlenmesi 

Sitotoksik etki gösteren polisakkaritlerin migrasyon üzerine etkisini belirlemek 

amacıyla ilgili hücreler 6 kuyucuklu mikroplakalara (2x105 hücre/kuyu) ekilmiş ve 

%80-90 yoğunluğa ulaştığında hücrelerin bulunduğu besiyeri uzaklaştıtılarak fosfat 
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tamponlu tuz çözeltisi (PBS) ile ortam nazikçe yıkanmıştır. 200 µL steril pipet ucu 

kullanılarak kuyunun zemini düz bir şekilde çizilmiş ve bu işlemden sonra hücreler 2 

kez PBS ile yıkanarak kazınan hücre artıkları uzaklaştırılmıştır. Kontrol grubu sadece 

serumlu besiyerinde kültüre edilmiş, doz uygulanan grup ise ilgili polisakkaritin EC50 

konsantrasyonunu içeren besiyerinde kültüre edilmiştir. İlk olarak 0. saatte hücreler 

fotoğraflanmış, kontrol grubu kapanana kadar tüm kuyular 12 saatte bir 

fotoğraflanmıştır (Jonkman ve diğ. 2014). Son olarak, kontrol ve polisakkarit 

uygulanan gruptaki yara kapatma kapasiteleri, fotoğrafların ImageJ programı ile analiz 

edilmesiyle belirlenmiştir. 

2.8 Antienflamatuvar Etkilerin Belirlenmesi 

Mürin makrofaj (RAW 264.7) hücre hattında inflamasyon oluşturmak 

amacıyla Lipopolisakkarit (LPS) kullanılmıştır. Bu kapsamda, RAW264.7 hücreleri 

%10 FBS içeren DMEM besiyerinde, 12 kuyucuklu kültür plakasına 1x105 hücre 

(kuyu başına) ekilmiş ve 24 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyonun ardından fenol 

kırmızısı içermeyen besiyeri içerisinde polisakkarit örnekleri ve 1 μg/mL 

konsantrasyonunda LPS uygulanmıştır (1 saat sonra). 24 saat inkübasyonun ardından 

besiyerleri Nitrik oksit (NO) ölçümleri için RIPA tamponu içinde toplanarak 

parçalanmıştır. Tez çalışması kapsamında nikrik oksit miktarı düzeyleri Griess 

metoduna (Griess 1879) göre belirlenmiştir. NO miktarı RAW264.7 hücrelerinde LPS 

uygulaması ile inflamasyon oluşturulması sonunda toplanan besiyerinde saptanmıştır. 

Bu kapsamda, 100 µL Griess reaktifi (%5 fosforik asit içinde hazırlanmış %1 

sülfanilamid ve %0,1 naftiletilendiamin) ve toplanan besiyerinden 100 μL 

karıştırılarak 96 kuyucuklu plakada 10 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiş ve bu 

süre sonunda oluşan renk 540 nm'de (OD540) ölçülmüştür. NO değerini belirlemek için 

farklı konsantrasyonlarda sodyum nitrit (NaNO2) kullanılarak hazırlanan kalibrasyon 

eğrisi hesaplamada kullanılmıştır (Hwang ve diğ. 2016). 

Ek olarak, aynı uygulama tekrar edilerek Tablo 2.1’de verilen inflamasyonla 

ilişkili genlerin ekspresyon seviyelerini saptamak için mRNA düzeyleri Gerçek 

zamanlı PZR yöntemi ile kantite edilmiştir. Bu amaçla, Total RNA izolasyonu, cDNA 

sentezi ve Gerçek zamanlı PZR işlemleri “Apoptozda görev alan genlerin mRNA 
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düzeyinde ekspresyonlarının analizi” başlığı altındaki materyal ve yöntem kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Çalışmada GAPDH geni kontrol (house keeping) gen olarak 

kullanılmıştır ve veriler GAPDH geniyle normalize edilmiştir. Tüm genler için primer 

dizileri NCBI veri tabanında kontrol edilmiş ve Sentebiolab (Sentegen, Türkiye) 

tarafından sentezlenmiştir. Veriler, GeneGlobe Veri Analiz Merkezi (Qiagen) 

üzerindeki araçlar kullanılarak analiz edilmiştir. 

Tablo 2.1: İnflamasyon ilişkili genlerin primer dizileri. 

2.9 Total Antioksidan Seviye (TAS) ve Total Oksidan Seviye (TOS)’nin 

Belirlenmesi 

Bu çalışmada, en iyi aktiviteyi gösteren polisakkaritlerin ilgili hücre hatları 

üzerindeki Total oksidan ve total antioksidan düzeyine etkisini araştırmak amacıyla 

TAS ve TOS kiti (Rel Assay, TÜRKİYE) üretici firmanın talimatları doğrultusunda 

kullanılmıştır. Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapılmamış, doz grubu için 

MTT yöntemiyle sitotoksisitenin belirlenmesi sonucu belirlenen EC50 

konsantrasyonu uygulanmıştır. 72 saat uygulamanın ardından hücreler RIPA tamponu 

yardımıyla toplanarak sonike edilmiş ve 30 dakika buzda inkübe edilmiştir. TOS testi 

için, 96 kuyucuklu plakaya 200 µL TOS Reaktifi 1 eklenmiş ardından toplanan hücre 

lizatı ve TOS standartından 30 µL ilave edilmiştir. 530 nm’de birinci okuma 

yapıldıktan sonra kuyucukların üzerine TOS Reaktifi 2 eklenmiş ve 37oC’de 5 dakika 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyonun ardından orbital shaker yardımıyla 

çalkalanan plakalar 530 nm’de ikinci kez okunmuştur. TAS testi için ise, 96 kuyucuklu 

plakaya 200 µL TAS Reaktifi 1 eklenmiş ardından toplanan hücre lizatı ve TAS 

standartından 15 µL ilave edilmiştir. 660 nm’de birinci okuma yapıldıktan sonra 

kuyucukların üzerine 30 µL TAS Reaktifi 2 eklenmiş ve 37oC’de 5 dakika 

Gen Primer Dizisi 

GAPDH F:  CATCACTGCCACCCAGAAGACTG 

R:  ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG 

iNOS(NOS2) F: GAGACAGGGAAGTCTGAAGCAC 

R: CCAGCAGTAGTTGCTCCTCTTC 

COX-2 F: GCGACATACTCAAGCAGGAGCA 

R: AGTGGTAACCGCTCAGGTGTTG 
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inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyonun ardından orbital shaker yardımıyla 

çalkalanan plakalar 660 nm’de ikinci kez okunmuştur. Oksidatif stres indeksi (OSI), 

TAS’ın TOS’a bölünüp 100 ile çarpılmasıyla hesaplanmıştır (Sevindik ve Bal 2021). 

2.10 Apoptozun Belirlenmesi 

Apoptozun belirlenmesi için Annexin V-FITC/PI Apoptoz kiti (BioVision) 

üretici firmanın talimatları doğrultusunda kullanılmıştır. En iyi aktiviteye sahip 

polisakkaritlerin EC50 değerleri kullanılarak 6 kuyucuklu plakalarda 72 saat uygulama 

yapılmıştır. Daha sonra hücreler PBS ile yıkanarak Tripsin-EDTA yardımıyla 

kaldırılmıştır. 2000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilen hücreler, PBS ile yıkanarak tekrar 

santrifüj edilmiştir. Daha sonra süpernatant uzaklaştırılmış ve temiz pelet kitte yer alan 

bağlanma tamponu ile çözülmüştür. Hücre süspansiyonu üzerine 5 µL Annexin V ve 

2 µL PI boyaları eklenerek tekrar karıştırılmıştır. Örnekler 20 dakika süreyle karanlık 

ortamda inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyonun ardından 20 µL hacimde slayta 

yüklenen örnekler floresans imaj sitometri cihazında (Arthur, NanoEntek) 

görüntülenerek canlı, apoptotik ve nekrotik hücre yüzdeleri elde edilmiştir (Sahin ve 

diğ. 2021). 

2.11 Toplam RNA’nın Agaroz Jel Elektroforezi ile Görüntülenmesi  

Total RNA izolasyonu Analytik Jena markasının innuPREP RNA Mini Kit’i 

kullanılarak üretici firmanın önerdiği prosedür uygulanarak gerçekleştirilmiştir. Bu 

amaçla, 6 kuyucuklu plakaya ekilen 3x105 hücreler 72 saat etkili polisakkarit 

ekstraktlarının EC50 dozuyla muamele edilmiştir. Daha sonra, kitte yer alan parçalama 

tamponu ile toplanan hücre lizatı 2 dakika süreyle oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

İnkübasyonun ardından bir alıcı tüpün içerisine yerleştirilen D çevirme filtresi üzerine 

aktarılan lizat 11.000g’de 2 dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatantın üzerine +4oC’de 

bekletilen %70’lik ethanol’den 400 µL eklenerek karıştırılmış ve başka bir alıcı tüpün 

içerisine yerleştirilen R çevirme filtresine aktarılmıştır. 11.000g’de 2 dakika santrifüj 

işlemi tekrar edilmiş ve süpernatant uzaklaştırılmıştır. Daha sonra, filtre yeni bir alıcı 

tüp üzerine aktarılarak üzerine 500 µL HS yıkama solüsyonu eklenmiştir. 11.000g’de 
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2 dakika santrifüj işleminin ardından  süpernatant tekrar uzaklaştırılmış ve filtre yeni 

bir alıcı tüpe aktarılmıştır. Üzerine 700 µL LS yıkama solüsyonu eklenmiş ve 

11.000g’de 2 dakika santrifüj işlemi tekrar edilmiştir. Bu işlemin ardından, süpernatant 

uzaklaştırılmış ve filtre 11.000g’de 3 dakika tekrar santrifüj edilmiştir. Son olarak, 

filtre steril ependorf üzerine aktarılarak üzerine 45 µL RNaz içermeyen steril su 

eklenmiştir. 1 dakika oda sıcaklığında inkübe edilen filtre 11.000g’de 1 dakika 

santrifüj edilmiş ve elde edilen toplam RNA’lar -80oC dondurucuda muhafaza 

edilmiştir. İzole edilen RNA’ların kalitesi %1’lik agoroz jel elektroforezinde 18S ve 

28S bantlarının durumuna göre belirlenmiş ve Epoch Mikroplaka Okuyuculu 

Spektrofotometre (BioTek)’de Take 3 aparatı yardımıyla 260/280nm dalga boylarında 

ölçülerek miktarı ve kalitesi belirlenmiştir. cDNA sentezi sırasında 2,5 μg RNA 

kullanılmıştır.  

İzole edilen RNA’ların görüntülenmesi için yatay jel elektroforezi 

kullanılmıştır. %1’lik agaroz jel ile Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tamponu 

hazırlanmıştır. Hazırlanan jel mikrodalga fırında kontrollü olarak ısıtılmış ve agarozun 

çözünmesi sağlanmıştır. Çözünmüş olan agaroz çözeltisi soğutularak 0,75 µL EtBr 

eklenmiştir ve elektroforez tablasına dökülerek jelin polimerleşmesi beklenmiştir. Jel 

katılaştıktan sonra elektroforez tankına yerleştirilmiştir. Kuyucuklara yüklenen DNA 

marker ve RNA’lar elektroforezin (–) kutbuna doğru yerleştirilerek, güç kaynağına 

bağlanmıştır. Elektroforez tankı 1x TAE tamponu ile jelin üstü kapanana kadar 

doldurulmuştur. Sistem, 90 Volt, 500 mA’de 45 dakika yürütülmüştür. Son olarak, jel 

gelLite jel görüntüleme cihazı (Cleaver Scientific) yardımıyla görüntülenmiş ve 

fotoğraflanmıştır. Kuyucuklara yüklenen miktarlar Tablo 2.2’de belirtilmiştir. 

Tablo 2.2: Kuyucuklara yüklenen RNA ve marker konsantrasyonları 

RNA için;                                         Marker için; 

 

 

5 μL RNA örneği   

Yüklenen 

hacim:  

8 μL 

6 μL kb DNA ladder marker   

Yüklenen 

hacim: 

5 μL 

2 μL boya (6x loading dye)  2 μL boya (6xloading dye)  

1μL DNase/RNase free water  2 μL DNase/RNase free water 
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2.12 Apoptozda Görev Alan Genlerin mRNA Düzeyinde 

Ekspresyonlarının Analizi 

Tablo 2.3’te verilen apoptozla ilişkili genlerin ekspresyon seviyelerini 

saptamak için mRNA düzeyleri Gerçek zamanlı PZR yöntemi ile kantite edilmiştir.  

Epoch Mikroplaka Okuyuculu Spektrofotometre (BioTek) ile miktarları 

belirlen RNA’lardan cDNA sentezi ABM markasının OneScript cDNA Sentez Kiti 

kullanılarak üretici firmanın önerdiği prosedür uygulanarak gerçekleştirilmiştir. Bu 

amaçla, her örnek için 1 µL Oligo(dT) ve 1 µL dNTP ve RNaz içermeyen steril su 

karıştırılarak blok ısıtıcıda 65oC’de 5 dakika bekletilmiştir. Daha sonra, her örnek için 

4 µL 5X RT Buffer, 0,5 µL RNaseOFF Ribonükleaz İnhibitörü ve 1 µL OneScript 

Plus RTase olacak şekilde hazırlanan karışım tüplere dağıtılmış ve 50oC’de 60 dakika, 

ardından 85oC’de 5 dakika bekletilmiştir. Sentezlenen cDNA’lar, Gerçek zamanlı RT-

PZR yapmak üzere -20oC muhafaza edilmiştir.  

Tablo 2.3’te belirtilen proteinlerin gen ifade düzeylerine etkisini saptamak için, 

GenBank/EMBL veri bankaları taranarak seçilen genler için uygun primer dizileri 

saptanmıştır. Gerçek zamanlı PZR işlemi KiloGreen MasterMix kiti (abm) 

kullanılarak üretici firmanın önerdiği talimatlara göre gerçekleştirilmiştir. Kısaca, 2,5 

µL cDNA (1:1 seyreltilmiş), 7 µL KiloGreen floresan boya ve primer karışımı ve 1,5 

µL steril su 96 kuyulu plakanın kuyularına yüklenerek PZR cihazına konulmuştur. Her 

gen için bu optimizasyon yapılarak uygun koşullar belirlenmiştir. Çalışmada GAPDH 

geni kontrol (house keeping) gen olarak kullanılmıştır ve veriler GAPDH geniyle 

normalize edilmiştir. Tüm genler için primer dizileri NCBI veri tabanında kontrol 

edilmiş ve Sentebiolab (Sentegen, Türkiye) tarafından sentezlenmiştir. Veriler, 

GeneGlobe Veri Analiz Merkezi (Qiagen) üzerindeki araçlar kullanılarak analiz 

edilmiştir (Sahin ve diğ. 2021). 
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Tablo 2.3. Apoptoz ilişkili genlerin primer dizileri. 

 

 

2.13 Protein Tayini 

Sitotoksik etkisi tespit edilen polisakkaritlerin EC50 dozları, 100 mm petri 

kaplarına ekilen hücreler üzerine 96 saat uygulanmış ve polisakkarit uygulanmayan 

kontrol hücreleri ile çalışma grubundaki tüm örneklerin besiyeri uzaklaştırılmış ve 

PBS ile yıkanmıştır. RIPA (%0,1 Proteaz inhibitör kokteyli içeren) tamponu 

yardımıyla toplanan hücreler sonike edilerek 30 dakika buzda inkübe edilmiştir. 

Ardından 4oC’de ve 10.000g’de 15 dakika santrifüj edilen örneklerin süpernatant 

kısmı alınmıştır.  

Örneklerin protein konsantrasyonu, BCA Protein Assay kiti (BioVision) üretici 

firmanın talimatları doğrultusunda kullanılarak tespit edilmiştir. Kısaca, BCA 

standartı (10 mg/mL) ile protein örnekleri 96 kuyulu plakaya dağıtılan BCA çalışma 

reaktifi (bikinkoninik asit, sodyum karbonat, sodyum bikarbonat, sodyum tartarat ve 

bakır(II)sülfat pentahidrat içeren) üzerine eklenmiş ve 37oC’de 30 dakika inkübe 

Gen Primer Dizileri 

GAPDH F:  GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG 

R:  ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA 

P53 F: CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG 

R: GGATGGTGGTACAGTCAGAGC 

BAX F: TCAGGATGCGTCCACCAAGAAG 

R: TGTGTCCACGGCGGCAATCATC 

BCL2 F: ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT 

R: GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC 

CASP3 F: GGAAGCGAATCAATGGACTCTGG 

R: GCATCGACATCTGTACCAGACC 

CASP8 F: AGAAGAGGGTCATCCTGGGAGA 

R: TCAGGACTTCCTTCAAGGCTGC 

CASP9 F: GTTTGAGGACCTTCGACCAGCT 

R: CAACGTACCAGGAGCCACTCTT 
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edilmiştir. Daha sonra, plaka oda sıcaklığında 5 dakika soğumaya bırakılmış ve bir 

mikroplaka spektrofotometre okuyucu kullanılarak 562 nm’de (OD562) absorbans 

değerleri ölçülmüştür. 

2.14 Protein Ekspresyon Düzeylerinin Tespit Edilmesi 

Protein ekspresyon düzeylerinin tespit edilmesi için OmniPAGE Dikey Jel 

Sistemi (Cleaver Scientific) kullanılmıştır. Elektroforez, iki fazlı akrilamid jel 

üzerinde gerçekleştirildi. Bu amaçla %8,5’luk ayrışma jeli ve %4’lük yükleme jeli, 

Tablo 2.4’te belirtildiği şekilde hazırlanmıştır (Laemmli 1970).  

Tablo 2.4. Ayrıştırma ve yükleme jellerinin hazırlanması 

Jel içeriği Ayrıştırma jeli (%8,5) Yükleme jeli (%4) 

Akrilamid/ Bisakrilamid 2,85 ml 0,75 ml 

Distile su 4,5 ml 2,5 ml 

Tris-HCl 

Tamponu 

pH 8,8 2,5 ml   

pH 6,8  1,25 ml 

%10 SDS 0,15 ml 0,1 ml 

APS 0,05 ml 0,025 ml 

TEMED 0,0065 ml 0,005 ml 

Cam plakalar, jelin döküleceği standlara yerleştirilip plakalar arasına önce 

ayrıştırma jeli dökülmüş, polimerleşmesinin ardından yükleme jeli dökülerek oda 

sıcaklığında beklenmiştir. Daha sonra, molekül ağırlıkları bilinen proteinleri içeren 

Opti-Protein Marker (ABM) ve BCA yöntemiyle konsantrasyonları eşit miktara 

getirilen örnekler (200 µg/30 µL) jele yüklenerek elektroforez başlatılmıştır. 1x 

elektroforez tamponu varlığında, numunelerin ayrışma jeline kadar beraber ilerlemesi 

için sitemin akımı önce 20 mA’e (200 Volt), daha sonra ayrışma için 25 mA’e 

ayarlanarak elektroforez işlemi gerçekleştirilmiştir. 

Elektroforez sonunda cam plakalardan ayrılan jel, 1x transfer tamponu 

içerisinde nitroselüloz membran ile sandviçlenmiştir. Bu amaçla kullanılacak olan 

nitroselüloz membran, süngerler ve filtre kağıtları soğuk 1x transfer tamponu ile iyice 

ıslatılmıştır. Sandviç için, katottan anota doğru sırasıyla sünger, filtre kâğıdı, jel, 

nitroselüloz membran, filtre kâğıdı ve sünger sandviç aparatı içerisinde üst üste 
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gelecek şekilde yerleştirilmiş ve aparat kapatılmıştır. Hazırlanan sandviç transfer 

tankına yerleştirilmiştir. Transfer işlemi, 1x tampon içerisinde +4oC’de 90 Volt ve 400 

mA’de 90 dakika gerçekleştirilmiştir. 

Transfer işlemi tamamlandıktan sonra sandviç aparatının içerisinden alınan 

membranlar, önce non-spesifik bağlanmaların engellenmesi için %5’lik bloklama 

solüsyonu ile oda sıcaklığında 1 saat inkübe edilmiştir. Daha sonra, membranlar 

primer antikora alınarak 4oC’de gece boyu inkübe edilmiştir. Ardından sekonder 

antikorlarla 1 saat inkübe edilen membranlar görüntüleme için, Ey ve Ashman (1986) 

tarafından tanımlanan Alkalen Fosfataz (ALP) substrat çözeltisi (1,5 M Tris-HCl (pH 

8.8), 1 M NaCl, 100 mM MgCl2, 100 mM ZnCl2, Dietanolamin, NBT (Nitroblue 

tetrazolium), PMS ve BCIP (5-bromo-4-kloro-indol-fosfat) ile yaklaşık 5 dakika 

inkübe edilmiştir. Görüntü elde edildikten sonra blot kurutularak karanlık ortamda 

folyo içerisinde saklanmıştır. 

Protein ekspresyon düzeyleri, membranların çekilen fotoğrafları kullanılarak 

ImageJ uygulaması yardımıyla densitometrik olarak analiz edilmiştir. 

2.15 Antibiyofilm Aktivitenin Belirlenmesi 

Polisakkaritlerin antibiyofilm etkisini belirlemek için kullanılan insan patojeni 

maya ve bakteri türleri Tablo 2.5’te verilmiştir. Maya türlerinden Candida glabrata 

Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Candida albicans, 

Candida kruseii ve Candida tropicalis türleri Ege Üniversitesi Fen Fakültesi Temel ve 

Endüstriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dalı (Doç. Dr. Özlem Abacı Günyar) ve patojen 

bakteriler ise Pamukkale Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü, Bakteriyoloji 

Araştırma Laboratuvarı kültür stoklarından temin edilmiştir. 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus pumilis, 

Enterecoccus faecalis ve Pseudomonas aeruginosa Luria-Bertani (LB) besiyerinde, 

Streptoccus mutans ise Todd-Hewitt Broth (THB) besi ortamında 37oC’de 

kültürlenmiştir. Maya türleri ise Sabouraud Dextrose Broth (BD Difco) besi ortamında 

37oC’de inkübatörde geliştirilmiştir. Antibiyofilm aktivite tayini, hücre yoğunluğu 

McFarland 0,5 olacak şekilde, polisakkaritlerin farklı konsantrasyonları (10-50 
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mg/mL) uygulanan 96 kuyulu plakalarda XTT kiti (SKU: 20-300-1000, Biological 

Industries) yardımıyla değerlendirilmiştir. 

 

Tablo 2.5. Çalışmada kullanılan bakteri ve maya türleri. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bu amaçla, 96 kuyulu plakalarda 3 tekrarlı olarak çalışılan ve polisakkaritlerin 

farklı dozları uygulanan kuyular 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca 37oC’de inkübe edilerek 

biyofilm oluşumu sağlanmıştır. Daha sonra kuyular PBS ile yıkanarak planktonik 

hücreler uzaklaştırılmıştır. Ardından, 45 dakika 37oC’de kurumaya bırakılan plakalara 

50 µL XTT reaktifi eklenerek 5 saat inkübasyona bırakılmıştır. Oluşan turuncu rengin 

absorbansı bir mikroplaka okuyuculu spektrofotometre yardımıyla okunmuştur. 

Spesifik absorbans, 450 nm absorbans değerinden 630 nm absorbans değerinin 

çıkarılması ile elde edilmiş ve hücre canlılığı yüzdesi, örneklerin absorbansının kontrol 

grubu absorbansına bölünmesi ve 100 ile çarpılması ile hesaplanmıştır. Tüm 

çalışmalarda kontrol grubu olarak polisakkarit içermeyen hücre kültürü kullanılmıştır 

(Daikh ve diğ. 2020).  

2.16 Antibiyofilm Aktivitenin Floresan Görüntüleme ile Analizi 

Maksimum antibiyofilm etkisi gösteren polisakkaritlerin etkili dozları ve hücre 

kültürü içeren kuyulara 14 mm`lik steril yuvarlak lameller ilave edilmiştir. Lamel 

yüzeyinde biyofilm oluşumu için örnekler 96 saat inkübe edilmiş ve süre sonunda 

lamerl yüzeyine tutunmayan hücreler dH2O ile yıkanarak uzaklaştırılmıştır. Daha 

Bakteri türleri 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 

Escherichia coli ATCC 10536 

Bacillus cereus RSKK 863 

Bacillus pumilus NRRL-BD-142 

Enterococcus faecalis ATCC 19433 

Pseudomonas aeruginosa PA01 

Streptococcus mutans ATCC 2517 

Maya türleri 

Candida albicans ATCC 64548 

Candida tropicalis RSKK 665 

Candida glabrata (klinik izolat) 

Candida kruseii ATCC 22019 
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sonra lameller KiloGreen ve Propidyum iyodür (PI) boya karışımı (1:3) içeren steril 

su ile muamele edilerek karanlık ortamda 15 dakika bekletilmiştir. Kontrol grubu ve 

polisakkarit uygulanan örnekler floresan mikroskopta 100x büyütmede incelenmiştir 

(Daikh ve diğ. 2020).  

2.17 İstatistiksel Analiz 

Tüm veriler üç tekrar halinde ölçülmüş ve sonuçlar ortalama ± standart sapma 

olarak sunulmuştur. Kontrol ve doz uygulanan gruplar tek yönlü varyans analizi 

(ANOVA) kullanılarak karşılaştırılmıştır. İstatistiksel hesaplamalar için GraphPad 

Prism v.9 uygulaması kullanılmıştır ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edilmiştir. 
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3. BULGULAR 

3.1 MTT Metoduyla Hücre Canlılığın Belirlenmesi 

Tez çalışmasında yer alan hücre hatları üzerinde farklı konsantrasyonlarda 

polisakkarit örneklerinin 24, 48 ve 72 saat uygulanması sonucunda hücre canlılığının 

belirlenmesi amacıyla MTT metodu kullanılmış ve tüm basamaklar yöntem kısmında 

verilmiştir. 

 Polisakkaritlerin HeLa Hücre Hattı Canlılığı Üzerine Etkisi 

HeLa hücre hattı üzerinde, farklı konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5; 125; 250; 

500 ve 1000 µg/mL) polisakkarit örneklerinin uygulanması sonucunda hücre canlılığı 

belirlenmiştir. Kontrol grubu %100 alınmış ve doz grubu sonuçları kontrole göre 

değerlendirilmiştir. Veriler birbirinden bağımsız üç tekrarın ortalama değerleridir. 

(Şekil 3.1-8).  

 

Şekil 3.1: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HeLa hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 
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Şekil 3.2: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HeLa hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

 

Şekil 3.3: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HeLa hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 
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Şekil 3.4: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HeLa hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

 

Şekil 3.5: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 saatlik 

uygulama sonucu HeLa hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 
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Şekil 3.6: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 saatlik 

uygulama sonucu HeLa hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

 

Şekil 3.7: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HeLa hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 
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Şekil 3.8: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HeLa hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

 Polisakkaritlerin HepG2 Hücre Hattı Canlılığı Üzerine Etkisi 

HepG2 hücre hattı üzerinde, farklı konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5; 125; 

250; 500 ve 1000 µg/mL) polisakkarit örneklerinin uygulanması sonucunda hücre 

canlılığı belirlenmiştir. Kontrol grubu %100 alınmış ve doz grubu sonuçları kontrole 

göre değerlendirilmiştir. Veriler birbirinden bağımsız üç tekrarın ortalama değerleridir 

(Şekil 3.9-16). 
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Şekil 3.9: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HepG2 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.10: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HepG2 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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Şekil 3.11: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HepG2 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.12: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HepG2 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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Şekil 3.13: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HepG2 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.14: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HepG2 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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Şekil 3.15: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 

72 saatlik uygulama sonucu HepG2 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.16: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 

72 saatlik uygulama sonucu HepG2 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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 Polisakkaritlerin HT-29 Hücre Hattı Canlılığı Üzerine Etkisi 

HT-29 hücre hattı üzerinde, farklı konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5; 125; 250; 

500 ve 1000 µg/mL) polisakkarit örneklerinin uygulanması sonucunda hücre canlılığı 

belirlenmiştir. Kontrol grubu %100 alınmış ve doz grubu sonuçları kontrole göre 

değerlendirilmiştir. Veriler birbirinden bağımsız üç tekrarın ortalama değerleridir 

(Şekil 3.17-24). 

 

Şekil 3.17: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HT-29 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

 

Şekil 3.18: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HT-29 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 
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Şekil 3.19: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HT-29 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

 

Şekil 3.20: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HT-29 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 
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Şekil 3.21: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HT-29 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

 

Şekil 3.22: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HT-29 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 
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Şekil 3.23: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 

72 saatlik uygulama sonucu HT-29 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.24: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 

72 saatlik uygulama sonucu HT-29 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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 Polisakkaritlerin Ishikawa Hücre Hattı Canlılığı Üzerine Etkisi 

Ishikawa hücre hattı üzerinde, farklı konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5; 125; 

250; 500 ve 1000 µg/mL) polisakkarit örneklerinin uygulanması sonucunda hücre 

canlılığı belirlenmiştir. Kontrol grubu %100 alınmış ve doz grubu sonuçları kontrole 

göre değerlendirilmiştir. Veriler birbirinden bağımsız üç tekrarın ortalama değerleridir 

(Şekil 3.25-32). 

 

Şekil 3.25: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu Ishikawa hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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Şekil 3.26: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu Ishikawa hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.27: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu Ishikawa hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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Şekil 3.28: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu Ishikawa hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.29: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu Ishikawa hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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Şekil 3.30: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu Ishikawa hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.31: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 

72 saatlik uygulama sonucu Ishikawa hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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Şekil 3.32: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 

72 saatlik uygulama sonucu Ishikawa hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 Polisakkaritlerin MDA-MB-231 Hücre Hattı Canlılığı Üzerine 

Etkisi 

MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde, farklı konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5; 

125; 250; 500 ve 1000 µg/mL) polisakkarit örneklerinin uygulanması sonucunda hücre 

canlılığı belirlenmiştir. Kontrol grubu %100 alınmış ve doz grubu sonuçları kontrole 

göre değerlendirilmiştir. Veriler birbirinden bağımsız üç tekrarın ortalama değerleridir 

(Şekil 3.33-40). 
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Şekil 3.33: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu MDA-MB-231 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p 

˂ 0,05). 

 

 

Şekil 3.34: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu MDA-MB-231 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p 

˂ 0,05). 
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Şekil 3.35: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu MDA-MB-231 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p 

˂ 0,05). 

 

Şekil 3.36: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu MDA-MB-231 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p 

˂ 0,05). 
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Şekil 3.37: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu MDA-MB-231 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p 

˂ 0,05). 

 

Şekil 3.38: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu MDA-MB-231 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p 

˂ 0,05). 
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Şekil 3.39: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 

72 saatlik uygulama sonucu MDA-MB-231 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre 

farklı (p ˂ 0,05). 

 

Şekil 3.40: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 

72 saatlik uygulama sonucu MDA-MB-231 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre 

farklı (p ˂ 0,05). 
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 Polisakkaritlerin MIA PaCa-2 Hücre Hattı Canlılığı Üzerine Etkisi 

MIA PaCa-2 hücre hattı üzerinde, farklı konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5; 

125; 250; 500 ve 1000 µg/mL) polisakkarit örneklerinin uygulanması sonucunda hücre 

canlılığı belirlenmiştir. Kontrol grubu %100 alınmış ve doz grubu sonuçları kontrole 

göre değerlendirilmiştir. Veriler birbirinden bağımsız üç tekrarın ortalama değerleridir 

(Şekil 3.41-48). 

 

Şekil 3.41: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu MIA PaCa-2 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.42: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu MIA PaCa-2 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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Şekil 3.43: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu MIA PaCa-2 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05).  

 

Şekil 3.44: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu MIA PaCa-2 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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Şekil 3.45: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu MIA PaCa-2 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.46: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu MIA PaCa-2 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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Şekil 3.47: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 

72 saatlik uygulama sonucu MIA PaCa-2 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı 

(p ˂ 0,05). 

 

Şekil 3.48: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 

72 saatlik uygulama sonucu MIA PaCa-2 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı 

(p ˂ 0,05). 
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 Polisakkaritlerin PANC-1 Hücre Hattı Canlılığı Üzerine Etkisi 

PANC-1 hücre hattı üzerinde, farklı konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5; 125; 

250; 500 ve 1000 µg/mL) polisakkarit örneklerinin uygulanması sonucunda hücre 

canlılığı belirlenmiştir. Kontrol grubu %100 alınmış ve doz grubu sonuçları kontrole 

göre değerlendirilmiştir. Veriler birbirinden bağımsız üç tekrarın ortalama değerleridir 

(Şekil 3.49-56). 

 

Şekil 3.49: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu PANC-1 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.50: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu PANC-1 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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Şekil 3.51: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu PANC-1 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.52: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu PANC-1 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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Şekil 3.53: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu PANC-1 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.54: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu PANC-1 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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Şekil 3.55: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 

72 saatlik uygulama sonucu PANC-1 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.56: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 

72 saatlik uygulama sonucu PANC-1 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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 Polisakkaritlerin TT Hücre Hattı Canlılığı Üzerine Etkisi 

TT hücre hattı üzerinde, farklı konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5; 125; 250; 

500 ve 1000 µg/mL) polisakkarit örneklerinin uygulanması sonucunda hücre canlılığı 

belirlenmiştir. Kontrol grubu %100 alınmış ve doz grubu sonuçları kontrole göre 

değerlendirilmiştir. Veriler birbirinden bağımsız üç tekrarın ortalama değerleridir 

(Şekil 3.57-64). 

 

Şekil 3.57: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu TT hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

 

Şekil 3.58: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu TT hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 
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Şekil 3.59: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu TT hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

 

Şekil 3.60: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu TT hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 
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Şekil 3.61: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu TT hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

 

Şekil 3.62: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu TT hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 
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Şekil 3.63: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 

72 saatlik uygulama sonucu TT hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

 

Şekil 3.64: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 

72 saatlik uygulama sonucu TT hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 
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 Polisakkaritlerin HEK293 Hücre Hattı Canlılığı Üzerine Etkisi 

HEK293 hücre hattı üzerinde, farklı konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5; 125; 

250; 500 ve 1000 µg/mL) polisakkarit örneklerinin uygulanması sonucunda hücre 

canlılığı belirlenmiştir. Kontrol grubu %100 alınmış ve doz grubu sonuçları kontrole 

göre değerlendirilmiştir. Veriler birbirinden bağımsız üç tekrarın ortalama değerleridir 

(Şekil 3.65-72). 

 

Şekil 3.65: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HEK293 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.66: Değişik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HEK293 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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Şekil 3.67: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HEK293 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.68: Değişik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HEK293 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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Şekil 3.69: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HEK293 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.70: Değişik konsantrasyonlardaki A. flettii HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 72 

saatlik uygulama sonucu HEK293 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 



69 
 

 

Şekil 3.71: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 

72 saatlik uygulama sonucu HEK293 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 

 

Şekil 3.72: Değişik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktının 24, 48 ve 

72 saatlik uygulama sonucu HEK293 hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 

0,05). 
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Çalışmalar sonucunda elde edilen EC50 değerleri Tablo 3.1’de verilmektedir. 

Bu sonuçlara göre tüm polisakkaritlerin sonuçları dikkate alınarak çalışmaların 

devamında diğer deneylerde hesaplanmış EC50 değerleri kullanılmıştır ve ileri 

deneyler için G. esculenta HWEP ve A. flettii HWEP ile L. chrysorrheus HWEP 

örneklerinin kullanılmasına karar verilmiştir. 

Tablo 3.1. Polisakkarit ekstraktlarının 72 saat EC50 (µg/mL) değerleri 

*: Toksik etki görülmemiştir. 

Çalışmalar neticesinde; farklı hücre hatlarında farklı etki gösteren polisakkarit 

örnekleri yalnızca insan endometriyal (Ishikawa) hücre hattına karşı sitotoksik etki 

göstermezken, insan sağlıklı hücre hattı (HEK293) üzerinde 72 saat uygulamanın 

ardıdan sadece A. flettii HWEP örneği toksik etki göstermiştir. Genel olarak 72 saat 

inkübasyonun ardından 200 µg/mL ve altındaki polisakkarit konsantrasyonlarında 

MDA-MB-231, HepG2, MIA-Paca-2, TT ve HeLa hücre hatlarına karşı seçici 

öldürücü özellik görülmüştür.  

 

 MDA-MB-231 PANC-1 MIA PaCa-2 TT HeLa HepG2 HT29 Ishikawa HEK293 

Gyromitra 

esculenta 

(HWES) 

* 698,23 * * * * * * * 

Gyromitra 

esculenta 

(HWEP) 

* * 59,64 17,21 19,31 * * * * 

Lyophyllum 

decastes 

(HWES) 

* * * 337,05 * * * * * 

Lyophyllum 

decastes 

(HWEP) 

* * 439,41 * * * * * * 

Albatrellopsis 

flettii 

(HWES) 

* * * * * * * * * 

Albatrellopsis 

flettii 

(HWEP) 

153,28 293,14 61,88 * 285,76 166,50 398,62 * 214,60 

Lactarius 

chrysorrheus 

(HWES) 

* * * * * * * * * 

Lactarius 

chrysorrheus 

(HWEP) 

* 444,43 * * * 296,42 * * * 
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Detaylı incelendiğinde, G. esculenta HWEP örneği çok daha düşük 

konsantrasyonlarda etkili olmuş ve daha fazla sitotoksik etki göstermiştir. A. flettii 

HWEP örneği tez çalışmasında kullanılan hücre hatlarından sadece TT ve Ishikawa 

üzerinde etki göstermezken diğer tüm hücre hatlarında farklı dozlarda sitotoksik 

aktivite göstermiştir. İki örneğinde 62,5 µg/mL'de MIA-PaCa-2 hücre hattına karşı 

sitotoksisite değerleri çok yakındır. Her iki polisakkarit örneği değerlendirildiğinde G. 

esculenta HWEP örneğinin sağlıklı kontrol hücresi (HEK293) üzerinde toksisitesinin 

olmadığı, kanser hücreleri üzerinde seçici öldürücü özellik gösterdiği ve düşük 

konsantrasyonlarda daha etkili olduğu tespit edilmiştir. 

Çok sayıda çalışma, mantarlardan izole edilen aktif bileşiklerin antikanser 

özelliklerinin çoğunlukla polisakkaritlerle ilişkili olduğu göstermiştir (Mizuno 1996, 

Mizuno 1999, Wasser 2002). Bununla birlikte, karsinojenezi ve tümör lezyonlarının 

gelişimini inhibe ettiği ve metastazı engelleme yetenekleri rapor edilmiştir (Ikekawa 

ve diğ. 1969, Chihara ve diğ. 1970) 

Çeşitli mantar türlerinden elde edilen farklı ekstraktlar, sitotoksik aktivitelerini 

incelemek için memeli kanser hücre hatları üzerinde test edilmiştir. Bunlardan birisi 

yenilebilir bir mantar türü olan Pleurotus tuber-regium (Fr.) Singer'den izole edilen 

polisakkarit ekstraktının, fare sarkoma (S-180) hücrelerinin proliferasyonunu ölçüde 

inhibe ettiği çalışmadır (Tao ve diğ. 2006). Bir başka mantar türü Cordyceps sinensis 

(Berk.) Sacc.’dan elde edilen polisakkarit fraksiyonunun da insan monositik (U937) 

hücrelerinin çoğalmasını engellediği bildirilmiştir (Chen ve diğ. 1997). L. edodes’ten 

elde edilen su ekstraktının, serviks kanseri (HeLa) (Lovy ve diğ. 2000) ve Flammulina 

velutipes (Curtis) Singer polisakkarit ekstraktının, insan mide kanseri (BGC-823) 

hücreleri üzerinde antiproliferatif aktivite gösterdiği bildirilmiştir (Yang ve diğ. 2012). 

Mantar polisakkaritleri kullanılarak kanser hücrelerinin proliferasyonunun 

inhibisyonu, farklı yollarla gerçekleşebilmekte ve değişik mekanizmaları 

içermektedir. Örneğin, Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm. mantarından elde edilen 

su ekstraktının, insan akciğer kanseri (A549) hücre hattında apoptozu indüklediği 

gösterilmiştir (Wu ve diğ. 2012). Benzer şekilde, B. edulis'ten elde edilen su 

ekstraktının, insan kolon kanseri (LS180) hücrelerinin hücre döngüsünün 

durdurulmasına neden olduğu raporlanmıştır (Lemieszek ve diğ. 2013).  
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Bu çalışmada kullanılan bazı mantar türlerinin daha önce kanser hücrelerinin 

çoğalmasını engellediği rapor edilmiştir. Yapılan bir çalışmada G. esculenta metanol 

ekstraktının (0,8 mg/mL'de) HeLa hücre hattı üzerinde hücre canlılığını %60'a kadar 

düşürdüğü raporlanmıştır (Barad 2017). 

A. flettii etanol ekstraktı ile yapılan bir çalışmada da İnsan kolon kanseri hücre 

hattı SW480 ve HT29 üzerinde sitotoksik etki gösterdiği gösterilmiştir. Ayrıca etanol 

ekstraktından izole edilen grifolin, neogrifolin ve confluentin bileşikleri uygulanarak 

gerçek zamanlı PZR çalışmasıyla Kirsten sıçan sarkoma viral onkogen homoloğu 

(KRAS) ekspresyonunu azalttığı tespit edilmiştir (Yaqoob ve diğ. 2020). 

L. chrysorrheus ile yapılan bir çalışmada ise, bu türün methanol ekstraktının 

L1210 ve 3LL hücre hatlarında sitotoksik etki (>100 µg/mL) gösterdiği bildirilmiştir 

(Thomasi ve diğ. 2004). Ancak literatürde L. chrysorrheus'tan ekstrakte edilen 

polisakkaritlerin memeli hücreleri üzerinde toksisitesine ilişkin hiçbir bilimsel veri 

bulunmamaktadır. 

Çalışmada kullanılan bir diğer tür olan L. decastes’in sıcak su ekstraktının fare 

sarkomu (S180) hücre hattı üzerinde çalışmaları olup (Yuuichi ve diğ. 2000), 

polisakkarit ekstraktının kolon kanseri (CT26.WT) ve fare sarkomu hücre hattı (S180) 

üzerinde antikanser etkileri olduğu gösterilmiştir (Ding ve diğ. 2022). 

Mantarlar, polisakkaritler de dahil olmak üzere çok çeşitli biyoaktif bileşikler 

içermekte ve son yıllarda, mantar polisakkaritlerinin izolasyonu, yapısal 

karakterizasyonu ve antitümör aktivitelerini açıklayan çok sayıda çalışma 

bulunmaktadır. Literatürde belirtilen bulgularla kendi çalışmamızda elde ettiğimiz 

sitotoksite sonuçları mantar polisakkaritlerinin antikanser potansiyelini ortaya 

koymakta ve literatürü desteklemektedir. 
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3.2 Koloni Formasyon Metoduyla Koloni Oluşturma Kapasitesinin 

Belirlenmesi 

Memeli hücre hatları üzerinde en iyi aktiviteyi gösteren polisakkaritlerin koloni 

oluşturma kapasitesinin belirlenmesi amacıyla Gyromitra esculenta HWEP, A. flettii 

HWEP ve L. chrysorrheus HWEP örneklerinin etkili dozları 72 saat boyunca 

uygulanmıştır. Kontrol grubuna sadece besiyeri eklenmiştir. Uygulama sonrası 

besiyeri uzaklaştırılmış ve ortam PBS ile yıkanmıştır. Ardından taze besiyeri ilave 

edilerek 10 gün boyunca 2-3 günde bir besiyeri değiştirilerek 37oC’de, nemli ve %5 

CO2 içeren ortamda inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda besiyeri uzaklaştırılmış ve 

metot kısmında verildiği şekilde hücreler fotoğraflanarak ImageJ uygulaması ile analiz 

edilmiştir. 

G. esculenta HWEP örneğinin HeLa hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda koloni oluşturma kapasitesi kontrol grubuna göre yüzde 80,98 

azaltmıştır (Şekil 3.73). 

 

Şekil 3.73: G. esculenta HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının HeLa hücre hattı a) koloni 

formasyon kapasitesine etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol 

grubuyla kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak azalma tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

 

G. esculenta HWEP örneğinin TT hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda koloni oluşturma kapasitesi kontrol grubuna göre yüzde 61,97 

azaltmıştır (Şekil 3.74). 
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Şekil 3.74: G. esculenta HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının TT hücre hattı a) koloni formasyon 

kapasitesine etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak azalma tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

G. esculenta HWEP örneğinin MIA PaCa-2 hücre hattında 72 saat 

uygulamasının ardından doz grubunda koloni oluşturma kapasitesi kontrol grubuna 

göre yüzde 89,62 azaltmıştır (Şekil 3.75). 

 

Şekil 3.75: G. esculenta HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının MIA PaCa-2 hücre hattı a) koloni 

formasyon kapasitesine etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol 

grubuyla kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak azalma tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

A. flettii HWEP örneğinin MIA PaCa-2 hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubu ile kontrol grubu arasında koloni oluşturma kapasitesi bakımından 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmemiştir (Şekil 3.76). 
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Şekil 3.76: A. flettii HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının MIA PaCa-2 hücre hattı a) koloni 

formasyon kapasitesine etkisi ve b) yüzde sütun grafiği.  

A. flettii HWEP örneğinin HepG2 hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubu ile kontrol grubu arasında koloni oluşturma kapasitesi bakımından 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmemiştir (Şekil 3.77). 

 

Şekil 3.77: A. flettii HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının HepG2 hücre hattı a) koloni formasyon 

kapasitesine etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. 

A. flettii HWEP örneğinin MDA-MB-231 hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda koloni oluşturma kapasitesi kontrol grubuna göre yüzde 15,96 

azaltmıştır (Şekil 3.78). 
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Şekil 3.78: A. flettii HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının MDA-MB-231 hücre hattı a) koloni 

formasyon kapasitesine etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol 

grubuyla kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak azalma tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

 

L. chrysorrheus HWEP örneğinin HepG2 hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda koloni oluşturma kapasitesi kontrol grubuna göre yüzde 11 

azaltmıştır (Şekil 3.79). 

 

Şekil 3.79: L. chrysorrheus HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının HepG2 hücre hattı a) koloni 

formasyon kapasitesine etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol 

grubuyla kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak azalma tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

 

L. chrysorrheus HWEP örneğinin PANC-1 hücre hattında 72 saat 

uygulamasının ardından doz grubunda koloni oluşturma kapasitesi kontrol grubuna 

göre yüzde 73 azaltmıştır (Şekil 3.80). 
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Şekil 3.80: L. chrysorrheus HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının PANC-1 hücre hattı a) koloni 

formasyon kapasitesine etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol 

grubuyla kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak azalma tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

 

Koloni formasyon deneyi, tek bir hücrenin bir koloniye dönüşme yeteneğine 

dayanmaktadır ve bu deney esas olarak popülasyondaki her bir hücreyi sınırsız 

bölünme kabiliyeti açısından test etmek için uygulanmaktadır. Sitotoksik ajanların 

hücre çoğalması üzerindeki etkinliğini belirlemek için tercih edilen koloni formasyon 

yönteminde ekilen hücrelerin sadece bir kısmı koloni üretme kapasitesini korur 

(Franken ve diğ. 2006). Koloni oluşumu, tümör oluşturma yetenekleri olan kanser 

hücrelerinin bir özelliği olduğundan, koloni oluşturma kapasitesi deneyleri kanser 

araştırmaları alanında yaygın olarak kullanılmaktadır (Takezawa ve diğ. 2012, Lau ve 

diğ. 2017). İlaç direnci, kısa süreli sitotoksisite deneyleri kullanılarak 

belirlenemeyeceğinden hedefe yönelik kemoterapötik ajanların terapötik direnci analiz 

edilirken koloni oluşturma kapasitesi deneyleri özellikle önemlidir (Franken ve diğ. 

2006, Quail ve diğ. 2016, Mansoori ve diğ. 2017). 

Çalışmalar sonunda, A. flettii HWEP polisakkariti uygulanan MIA-PaCa-2 ve 

HepG2 hücrelerinde kontrol grubuyla karşılaştırıldığında anlamlı bir fark 

görülmemiştir. Sadece MDA-MB-231 hücre hattında kontrol grubuna kıyasla koloni 

oluşumu %15,96 azalmıştır. Bir diğer polisakkarit örneği olan G. esculenta HWEP ise 

HeLa ve TT hücre hattında koloni oluşumunu sırasıyla %80,98 ve %61,97 azaltırken 

MIA-PaCa-2 hücrelerinde koloni oluşumunu %89,62 azaltarak önemli derecede etki 

göstermiştir. L. chrysorrheus’ta ise PANC-1 ve HepG2 hücrelerinde koloni oluşumu 

sırasıyla %11 ve %73 azalmıştır. 
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P. ostreatus miselinden ekstrakte edilen polisakkaritin mide kanserine karşı 

antitümör aktivitesinin in vitro ve in vivo araştırıldığı bir çalışmada, insan gastrik 

kanser (BGC‑823) hücre hattı üzerinde 72 saat polisakkarit uygulamasının kontrol 

grubuna göre koloni oluşumunu önemli derecede azalttığı gösterilmiştir (Cao ve diğ. 

2015). Polygonatum sibiricum Delar. ex Redoute’den ekstrakte edilen polisakkaritin 

HepG2 hücreleri üzerinde antikanser potansiyelinin araştırıldığı bir diğer çalışmada 

ise farklı konsantrasyonlarda (100, 200 ve 400 µg/mL) uygulanan polisakkarit 

ekstraktının doza bağımlı şekilde hücrelerin koloni oluşturma yeteneğini inhibe ettiği 

raporlanmıştır (Li ve diğ. 2022). Hypsizygus marmoreus (Peck) Bigelow türünden elde 

edilen polisakkaritin in vitro antimelanom etkilerinin araştırıldığı çalışmada, koloni 

oluşturma kapasitesinin değerlendirildiği tahlilde izole edilen fukomanna galaktonun 

fare mürin melanom (B16-F10) hücrelerinde 72 saat uygulamasının koloni sayısının 

her iki grupta da aynı kaldığı, ancak doz grubunda ortalama koloni boyutunu azalttığı 

tespit edilmiştir (Oliveira ve diğ. 2019).  

Literatürde belirtilen bulgularla kendi çalışmamızda yer alan mantar 

polisakkaritlerinin farklı kanser hücreleri üzerinde araştırılan koloni formasyon 

sonuçları benzer etkileri ortaya koymuştur ve mantar polisakkaritlerinin koloni 

oluşumunu inhibe etme potansiyelini desteklemektedir.  

3.3 Matrijel-İnvazyon Yöntemiyle İnvazyon Kapasitesinin 

Belirlenmesi 

İnvazyon, hücre dışı bir matrise (ECM) hücrelerin göçünü ifade eder ve tipik 

olarak kanser hücrelerinin metastazı ile ilişkili bir süreçtir (Friedl ve Bröcker 2000). 

Hücrelerin göçü başlatmak ve ilerletmek için kullanabileceği çeşitli mekanizmalar 

vardır ve her biri anti-metastatik tedavilerin geliştirilmesi için farmakolojik hedefler 

sunmaktadır (Friedl ve Wolf 2003). Tümör hücreleri, kendilerini çevreleyen doku 

yoluyla metastaz yapmak için, ECM ile ilişkili mekanizmaları kullanmaktatır. Bu 

nedenle, hücre göçü testleri, in-vitro kanser metastazı araştırmalarında sıklıkla tercih 

edilmektedir. Bu da ilaçların keşif sürecinde daha etkili tanımlanmasına ve istenmeyen 

etkilerin daha erken tanınmasına olanak tanımaktadır (Zengel ve diğ. 2010). Matrijel-

İnvazyon yöntemi bir bazal membran preperasyonu olan Matrijel ile hücrelerin matrise 
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bağlanma, istila etme ve bir kemoatraktana (%20 FBS) doğru göç etme yeteneğini 

ölçmektedir. 

Memeli hücre hatları üzerinde en iyi aktiviteyi gösteren polisakkaritlerin koloni 

oluşturma kapasitesinin belirlenmesi amacıyla G. esculenta HWEP ve A. flettii HWEP 

örneklerinin etkili dozlarını içeren FBS içermeyen besiyeri invazyon kaplarının 

yükleme kısmına hücre süspansiyonu ile ekilmiştir. İnvazyon kaplarının yerleştirildiği 

plakalarda ise %20 FBS içeren besiyeri ortamı eklenmiştir. Kontrol grubuna sadece 

besiyeri eklenmiştir. 24 saat inkübasyona bırakılan invazyon kapları metot kısmında 

verildiği şekilde lamlara yerleştirilerek mikroskop altında fotoğraflanmış ve ImageJ 

uygulaması ise analiz edilmiştir. 

G. esculenta HWEP örneğinin HeLa hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda invazyon kapasitesi kontrol grubuna göre %89 azaltmıştır 

(Şekil 3.81). 

 

Şekil 3.81: G. esculenta HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının HeLa hücre hattı a) invazyon 

kapasitesine etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak azalma tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

G. esculenta HWEP örneğinin TT hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda invazyon kapasitesi kontrol grubuna göre %78 azaltmıştır 

(Şekil 3.82). 
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Şekil 3.82: G. esculenta HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının TT hücre hattı a) invazyon 

kapasitesine etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak azalma tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

G. esculenta HWEP örneğinin MIA PaCa-2 hücre hattında 72 saat 

uygulamasının ardından doz grubunda invazyon kapasitesi kontrol grubuna göre 

%71,18 azaltmıştır (Şekil 3.83). 

 

Şekil 3.83: G. esculenta HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının MIA PaCa-2 hücre hattı a) invazyon 

kapasitesine etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak azalma tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

A. flettii HWEP örneğinin MIA PaCa-2 hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda invazyon kapasitesi kontrol grubuna göre %65,4 azaltmıştır 

(Şekil 3.84). 
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Şekil 3.84: A. flettii HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının MIA PaCa-2 hücre hattı a) invazyon 

kapasitesine etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak azalma tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

A. flettii HWEP örneğinin HepG2 hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda invazyon kapasitesi kontrol grubuna göre %83,2 azaltmıştır 

(Şekil 3.85). 

 

Şekil 3.85: A. flettii HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının HepG2 hücre hattı a) invazyon 

kapasitesine etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak azalma tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

A. flettii HWEP örneğinin MDA-MB-231 hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda invazyon kapasitesi kontrol grubuna göre %90,4 azaltmıştır 

(Şekil 3.86). 
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Şekil 3.86: A. flettii HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının MDA-MB-231 hücre hattı a) invazyon 

kapasitesine etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak azalma tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

Bazal membran boyunca hücre göçü, kanser metastazında önemli bir adımdır. 

Metastaz, kanser hücrelerinin köken aldıkları organın bazal membranından geçip 

vücudun farklı organlarına yayılarak ikincil tümörler oluşturduklarında meydana gelir 

(Martin ve diğ. 2013, Justus ve diğ. 2014).  Bu sebeple, sitotoksik etki gösteren 

bileşiklerin hücreler üzerinde invazyon kapasitesini belirlemek için invazyon 

deneyleri yapılmaktadır. 

Yapılan analizler sonucunda, A. flettii HWEP polisakkariti uygulanan MIA-

PaCa-2, HepG2 ve MDA-MB-231 hücrelerinin invazyon kapasitesini kontrol grubuyla 

kıyaslandığında sırasıyla yüzde 65,4; 83,2 ve 90,4 azaltmıştır. Bir diğer polisakkarit 

örneği G. esculenta HWEP ise HeLa, TT ve MIA-PaCa-2 hücre hattında invazyon 

kapasitesini sırasıyla yüzde 89, 78 ve 71,18 azaltmıştır. Sonuçlar değerlendirildiğinde, 

özellikle MDA-MB-231 ve HeLa hücre hatlarının kontrol grupları yüksek invaziv ve 

migrasyon kabiliyeti sergilerken, sırasıyla bu hücre hatlarına uygulanan A. flettii ve G. 

esculenta polisakkaritlerinin hücre göçünü önemli derecede azaltığı görülmüştür. 

Inonotus obliquus (Ach. ex Pers.) Pilat'tan izole edilen polisakkaritin, 

konsantrasyona bağlı olarak fare mürin melanom (B16-F10) hücrelerinin invazyonunu 

engellediği raporlanmıştır (Lee ve diğ. 2016). Başka bir çalışmada, P. ostreatus'tan 

elde edilen polisakkarit örneğinin insan karaciğer kanseri (HepG2 ve HCCLM3) hücre 

hatlarının migrasyon yeteneğini doz bağımlı şekilde inhibe ettiği ve invaziv özelliği 

azalttığı gösterilmiştir (Khinsar ve diğ. 2021). P. linteus türünden izole edilen protein 

bağlı bir polisakkaritin antikanser etkilerinin araştırıldığı bir çalışmada ise, İnsan kolon 
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kanseri (SW480) hücrelerinin invazyon yeteneğini inhibe ettiği gösterilmiş ve 

ekstrasellüler matriks (ECM) proteinlerini doğrudan bozan ve invazyona aracılık eden 

matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9)'un gen ekspresyonunu azalttığı raporlanmıştır 

(Song ve diğ. 2011). Tüm bu sonuçlar, çalışmamızda elde ettiğimiz verileri 

desteklemektedir. 

3.4 Yara İyileştirme Yöntemi ile Migrasyon Etkisinin Belirlenmesi 

Yara iyileştirme (Wound healing) yöntemi ile toksik aktivite gösteren 

polisakkaritlerin migrasyon etkilerinin belirlenmesi amacıyla hücreler yoğun olarak 

ekillmiş ve 24 saat sonra 200 µL’lik tip yardımıyla doğrusal olarak çizilmiştir. 

Ardından plakalar PBS ile yıkanmış, G. esculenta HWEP, A. flettii HWEP ve L. 

chrysorrheus HWEP örneklerinin 72 saat etkili dozları uygulanmış besiyeri ile 

muamele edilmiştir. Kontrol grubuna sadece besiyeri eklenmiştir. 72 saat sonra 

besiyeri uzaklaştırılmış ve kontrol grubunda yara alanı kapanana kadar plakalardaki 

besiyeri 2-3 günde bir yenilenmiştir. Hücrelerin göç etmesi ile kontrol grubu yara alanı 

kapandıktan sonra metot kısmında verildiği şekilde hücreler fotoğraflanarak ImageJ 

uygulaması ile analiz edilmiştir. 

G. esculenta HWEP örneğinin HeLa hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda yara alanı iyileşmesi kontrol grubuna kıyasla %81 gecikmiştir 

(Şekil 3.87). 
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Şekil 3.87: G. esculenta HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının HeLa hücre hattı üzerinde a) 

migrasyona etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında yara alanında anlamlı olarak fark tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

 

G. esculenta HWEP örneğinin TT hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda yara alanı iyileşmesi kontrol grubuna kıyasla %77,67 

gecikmiştir (Şekil 3.88). 
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Şekil 3.88: G. esculenta HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının TT hücre hattı üzerinde a) 

migrasyona etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında yara alanında anlamlı olarak fark tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

 

G. esculenta HWEP örneğinin MIA PaCa-2 hücre hattında 72 saat 

uygulamasının ardından doz grubunda yara alanı iyileşmesi kontrol grubuna kıyasla 

%124,6 gecikmiştir (Şekil 3.89). Hücrelerin formu bozulmuş ve yara alanı dağılmıştır. 
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Şekil 3.89: G. esculenta HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının MIA PaCa-2 hücre hattı üzerinde a) 

migrasyona etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında yara alanında anlamlı olarak fark tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

 

A. flettii HWEP örneğinin MIA PaCa-2 hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda yara alanı iyileşmesi kontrol grubuna kıyasla yüzde 66,2 

gecikmiştir (Şekil 3.90). 
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Şekil 3.90: A. flettii HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının MIA PaCa-2 hücre hattı üzerinde a) 

migrasyona etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında yara alanında anlamlı olarak fark tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

 

A. flettii HWEP örneğinin HepG2 hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda yara alanı iyileşmesi kontrol grubuna kıyasla yüzde 36,8 

gecikmiştir (Şekil 3.91). 
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Şekil 3.91: A. flettii HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının HepG2 hücre hattı üzerinde a) 

migrasyona etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında yara alanında anlamlı olarak fark tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

 

A. flettii HWEP örneğinin MDA-MB-231 hücre hattında 48 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda yara alanı iyileşmesi kontrol grubuna kıyasla yüzde 68 

gecikmiştir (Şekil 3.92). Kontrol grubu 48. saatte yara alanını doldurduğu için çalışma 

48. saatte sonlandırılmıştır. 
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Şekil 3.92: A. flettii HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde a) 

migrasyona etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında yara alanında anlamlı olarak fark tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

 

 

L. chrysorrheus HWEP örneğinin HepG2 hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda yara alanı iyileşmesi kontrol grubuna kıyasla yüzde 81 

gecikmiştir (Şekil 3.93). Kontrol grubu 48. saatte yara alanını doldurduğu için çalışma 

48. saatte sonlandırılmıştır. 
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Şekil 3.93: L.chrysorrheus HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının HepG2 hücre hattı üzerinde a) 

migrasyona etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında yara alanında anlamlı olarak fark tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

 

L. chrysorrheus HWEP örneğinin PANC-1 hücre hattında 72 saat 

uygulamasının ardından doz grubunda yara alanı iyileşmesi kontrol grubuna kıyasla 

yüzde 89 gecikmiştir (Şekil 3.94). Kontrol grubu 48. saatte yara alanını doldurduğu 

için çalışma 48. saatte sonlandırılmıştır. 
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Şekil 3.94: L.chrysorrheus HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının PANC-1 hücre hattı üzerinde a) 

migrasyona etkisi ve b) yüzde sütun grafiği. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında yara alanında anlamlı olarak fark tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

 

Yara iyileştirme (wound-healing) deneyi, hücrelerin hız, kalıcılık ve polarite 

gibi temel hücre göçü parametrelerini ölçmek için yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Hücreler yoğun bir tek tabaka oluşturacak şekilde ekilir ve bir pipet ucu yardımıyla 

kazınarak ince bir "yara" açılır. Yara kenarındaki hücrelerin polarize olması ve yara 

boşluğuna göç etmesi prensibine dayanan bu yöntemle sitotoksik etki gösteren 

ajanların kanser progresyonunda önemli olan toplu hücre migrasyonuna etkilerini 

belirlemek için kullanılır (Cory 2011, Jonkman ve diğ. 2014). 
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Polisakaritler, doğrusal veya dallı yapılara sahip uzun karbonhidrat 

zincirlerinden oluşur ve hücrede biyolojik fonksiyonlara katkıda bulunan çok sayıda 

bileşik içerirler. Yapılarında başta D-galakturonik ve D-glukuronik asitler olmak üzere 

glikuronik asitler bulunur (Ovodov 2010). Sağlıklı hücreler ve fibroblast hücreleri 

üzerinde hızlı yara iyileştirme etkileri kadar kanser hücrelerinde yara iyileşmesini 

geciktirmeleri ve bu süreçte görev alan büyüme faktörlerini inhibe etmeleri de 

önemlidir. 

Çalışmalar sonunda elde edilen yara alanı fotoğrafları ImageJ yazılımı ile 

analiz edilmiş ve A. flettii HWEP polisakkariti uygulanan MIA-PaCa-2, MDA-MB-

231 ve HepG2 hücrelerinin yara alanının kontrol grubuyla kıyaslandığında sırasıyla 

2,96, 4,32 ve 3,12 kat açık olduğu görülmüştür. G. esculenta HWEP polisakkarit 

ekstraktı uygulanan HeLa, TT ve MIA-PaCa-2 hücre hattında ise yara alanının 

kapanması sırasıyla 5,27, 4,48 ve 18,41 kat gecikmiştir. Sonuçlar değerlendirildiğinde, 

özellikle MIA-PaCa-2 hücre hattında kontrol grubu 72 saat sonunda yara alanını 

tamamen kapatırken G. esculenta polisakkaritlerinin hücre göçünü önemli derecede 

inhibe ettiği görülmüştür. 

Balanophora polyandra Griff.’den elde edilen polisakkarit ekstraktının 

antikanser özelliklerinin araştırıldığı bir çalışmada insan ovaryum kanseri hücre hatları 

(A2780 ve OVSAHO) üzerinde yara iyileşmesini doz bağımlı şekilde geciktirdiği 

raporlanmıştır (Qu ve diğ. 2020). P. ostreatus ekstraktının in vivo ve in vitro antitümör 

etkilerinin araştırıldığı bir diğer çalışmada ise insan karaciğer kanseri hücre hatları 

(HepG2 and HCCLM3) üzerinde yara kapanması farklı konsantrasyonlarda (300, 400 

ve 500 µg/mL) denenmiş ve hücre mobilitesinin doz artışına bağlı olarak azaldığı 

raporlanmıştır (Khinsar ve diğ. 2021). 

Çalışmamızda araştırdığımız mantar polisakkaritlerinin farklı kanser 

hücrelerinin yara iyileştirme deneylerinde migrasyonu inhibe ettiği sonuçlar, çok fazla 

çalışma bulunmamasına karşın literatürde kanser hücreleriyle yapılan çalışmalardaki 

bulgularla benzerlik göstermektedir. 
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3.5 Polisakkaritlerin Antienflamatuvar Etkileri 

Sitotoksisite çalışmalarında en iyi aktivite gösteren G. esculenta HWEP ve A. 

flettii HWEP örneklerinin antienflamatuvar etkilerinin belirlenmesi için mürin 

makrofaj (RAW 264.7) hücre hattı kullanılmıştır.  

Öncelikle her iki polisakkarit ekstraktı RAW264.7 hücre hattı üzerinde farklı 

konsantrasyonlarda uygulanmış ve MTT testi ile dozlar belirlenmiştir (Şekil 3.95). 

 

Şekil 3.95: a) G. esculenta HWEP ve b) A. flettii HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının RAW 264.7 

hücre hattı canlılığına etkisi. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

Sonuçlara göre her iki örnek için de (G. esculenta HWEP için 3,9 µg/mL ve A. 

flettii HWEP için 15,6 µg/mL) konsantrasyonlar seçilmiş ve çalışmalara başlanmıştır. 

İlk olarak, RAW264.7 hücreleri 12 kuyucuklu kültür plakalarına metot 

kısmında verildiği şekilde ekilmiş ve 24 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyonun ardından 

fenol kırmızısı içermeyen besiyeri içerisinde farklı konsantrasyonlarda polisakkarit 

örnekleri ve 1 μg/mL konsantrasyonunda LPS uygulanmıştır (1 saat sonra). Çalışma 

24, 48 ve 72 saat üç tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir. İnkübasyon sürelerinin 

tamamlanmasının ardından besiyerleri toplanarak nikrik oksit (NO) düzeyleri Griess 

metoduna göre belirlenmiştir. Standart NO grafiği farklı konsantrasyonlardaki (12,5; 

25; 5; 100 ve 125 µM) Sodyum Nitrit (NaNO2) uygulanarak bir mikroplaka 

spektrofotometre okuyucu kullanılarak 540 nm’de (OD540) ölçülmüştür (Şekil 3.96).  
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Şekil 3.96: Nitrik oksit (NO) standart eğri grafiği. 

Polisakkaritlerin 24 saat uygulaması sonucunda, LPS ile indüklenen LPS 

Kontrol grubunda negatif kontrol grubuna göre NO miktarında yüzde 95 artış olurken, 

LPS ile G. esculenta’nın 3,9 µg/mL konsantrasyonu uygulanan kuyucukta LPS 

Kontrol’e göre NO miktarında yüzde 27 azalış gerçekleşmiştir. Benzer şekilde, LPS 

ile A. flettii’nin 15,6 µg/mL konsantrasyonu uygulanan kuyucukta LPS Kontrol’e göre 

NO miktarında yüzde 41 azalış görülmüştür. 48 saatlik uygulamada ise, G. esculenta 

uygulanan kuyucukta LPS kontrol grubuna göre yüzde 30 ve A. flettii uygulanan 

kuyucukta yüzde 42 azalış görülmüştür. Son olarak, 72 saatlik uygulama sonucunda 

G. esculenta örneği uygulanan kuyucukta LPS Kontrol’e göre NO miktarında yüzde 

33 azalış görülürken, A. flettii uygulanan kuyucukta da yüzde 47 azalış gerçekleşmiştir 

(Şekil 3.97). Hücrelerin toplam protein konsantrasyonu, normalizasyon için BCA testi 

ile belirlendi. 
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Şekil 3.97: G. esculenta HWEP ve A. flettii HWEP örneklerinin 24, 48 ve 72 saat uygulamalarının 

ardından 1µg/mL LPS ile oluşturulan inflamasyona karşı etkileri (Kontrol grubu dışında tüm 

örneklere LPS uygulanmıştır). * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

Ayrıca, aynı uygulama RAW 264.7 hücrelerinde tekrar edilerek metot 

kısmında verildiği gibi inflamasyonla ilişkili genlerin ekspresyon seviyeleri Gerçek 

zamanlı PZR yöntemi ile kantite edilmiştir.  

RAW264.7 Hücrelerinde Toplam RNA’nın Görüntülenmesi 

Materyal ve Metot kısmında verildiği gibi hazırlanan bileşenlerin yüklendiği 

jel güç kaynağına bağlanmış ve 90 Volt, 500 mA’de 45 dakika boyunca yürütülmüştür. 

Yürütme işlemi sonunda jel UV transilluminatörde gelLite Jel Görüntüleme 

Cihazı’nda görüntülenmiştir (Şekil 3.98). 
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Şekil 3.98: G. esculenta HWEP ve A. flettii HWEP örneklerinin 72 saat uygulamalarının ardından 

LPS ile indüklenen RAW 264.7 hücre hattından elde edilen RNA’larn %1’lik agaroz jel elektroforezi. 

Soldan sağa (1) Kontrol, (2) LPS Kontrol, (3) G. esculenta HWEP ve (4) A. flettii HWEP. 

Polisakkaritlerin 72 saat uygulaması sonucunda, LPS ile indüklenen LPS 

Kontrol grubunda negatif kontrol grubuna göre iNOS gen ekspresyonunda 13,64 kat, 

COX-2 ekspresyonunda ise 12,04 artış olurken, LPS ile G. esculenta’nın 3,9 µg/mL 

konsantrasyonu uygulanan hücrelerde LPS Kontrol’e göre iNOS seviyesinde %80 ve 

COX-2 seviyesinde %83 azalış gerçekleşmiştir. A. flettii’nin 15,6 µg/mL 

konsantrasyonu uygulanan hücrelerde ise LPS Kontrol’e göre iNOS seviyesinde %92 

ve COX-2 seviyesinde %88 azalış gerçekleşmiştir (Şekil 3.99).  

 

Şekil 3.99: G. esculenta HWEP ve A. flettii HWEP örneklerinin 72 saat uygulamalarının ardından 

1µg/mL LPS ile oluşturulan inflamasyona karşı iNOS ve COX-2 gen ekspresyonlarındaki değişim 

(Kontrol grubu dışında tüm örneklere LPS uygulanmıştır). * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

28S 

18S 
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Literatürde polisakkaritlerin çeşitli sitokinlerin salınımını artırarak bağışıklık 

sistemini indüklediğine dair çok sayıda yayın bulunmaktadır (Zhang ve diğ. 2014 ve 

Li ve diğ. 2016, Zhao ve diğ. 2020, Motta ve diğ. 2021). İmmün sistemi uyaran 

polisakkaritler kanser tedavisi için potansiyel ajanlardır (Borchers ve diğ. 1999, 

Schepetkin ve Quinn 2006, Zhang ve diğ. 2014). Örneğin Lentinan, mide kanseri 

hastalarının hayatta kalma oranlarını iyileştirmek için kemo-immünoterapide 

floropirimidin ile kombinasyon halinde başarıyla kullanılan, bağışıklığı destekleyen 

mantar polisakaritlerinden biridir (Ina ve diğ. 2013). Bu nedenle, çalışmamızda 

kullandığımız G. esculenta ve A. flettii’den ekstrakte edilen polisakkaritlerin, 

immünoterapötik ajanların formülasyonu için umut verici adaylar olması 

beklenmektedir. 

Çalışmamızda G. esculenta ve A. flettii polisakkarit örnekleri, LPS (1 µg/mL) 

ile indüklenen RAW264.7 hücre hattı üzerinde NO miktarını 14, 48 ve 72 saat 

uygulamalarının ardından düşürmüştür. Ayrıca, 72 saat uygulamaların ardından 

inflamasyon ilişkili nitrik oksit sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) gen 

ekspresyonunun seviyesini önemli derecede düşürmüştür.  

Kim ve arkadaşlarının çalışmasında, Cordyceps sinensis (Berk.) Sacc. 

ekstraktlarının farelerde lipopolisakkarit kaynaklı akciğer hasarı üzerindeki TNF-α, 

IL-6, IL-1β ekspresyonunun yanı sıra COX-2 ve iNOS mRNA ekspresyonunu inhibe 

ederek koruyucu etkisi gösterilmiştir (Kim ve diğ. 2016). Bu sonuçlar farklı 

çalışmalarla da desteklenmektedir (Mueller ve diğ. 1991, Jiang ve diğ. 2011). 

Cordyceps militaris L.’ten izole edilen kordisepinin iNOS, COX-2 ekspresyonunu ve 

TNF-α gen ekspresyonunu aşağı yönde regüle ettiği gösterilmiştir (Lee ve diğ. 2014). 

Ek olarak, Ohta ve arkadaşlarının çalışmasında, Ova (ovalbümin) ile indüklenen astım 

farelerinde kordisepinin IL-4, IL-5 ve IL-13 sitokinlerini azalttığını raporlamıştır 

(Ohta ve diğ. 2007). 

Mantar polisakkaritleri kimyasal yapıları açısından çok çeşitli anti-

enflamatuvar bileşikleri (terpenoidler, fenolik bileşikler ve diğer düşük moleküler 

ağırlıklı bileşikler) içerir. Yapılan çalışmalarla farklı biyoaktif metabolit türleri izole 

edilen mantarların immünomodülatör ya da güçlü anti-inflamatuar ajanlar olarak farklı 

etki mekanizmaları ortaya konmaktadır.  
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Çalışmamızda verilen G. esculenta ve A. flettii polisakkarit ekstraktlarının 

antienflamatuvar etkileri, literatürdeki çalışmalarda yer alan bulgularla benzerlik 

göstermektedir ve mantar polisakkaritlerinin immünomodülatör ve antienflamatuvar 

potansiyelini ortaya koymaktadır. 

3.6 Polisakkaritlerin TAS ve TOS Seviyelerine Etkileri 

Polisakkaritlerin hücreler üzerinde Total Antioksidan Seviye (TAS) ve Total 

Oksidan Seviye (TOS)’lerini belirlemek amacıyla sitotoksisite çalışmalarında en iyi 

aktiviteyi gösteren G. esculenta HWEP ve A. flettii HWEP örneklerinin 72 saat etkili 

dozları hücre hatlarına uygulanmıştır. Oksidatif stres indeksi (OSİ), TAS değerinin 

TOS değerine bölünüp 100 ile çarpılmasıyla hesaplanmıştır. Hücrelerin toplam protein 

konsantrasyonu, normalizasyon için BCA testi ile belirlenmiştir. 

G. esculenta HWEP örneğinin HeLa hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda kontrol grubuna kıyasla TAS seviyesinde anlamlı bir fark 

bulunanamıştır. G. esculenta uygulanan grupta kontrol grubuna kıyasla TOS 

seviyesinde ise yüzde 102,7 artış görülmüştür (p <0,05). Son olarak, OSI indeksinde 

yüzde 227 artış gerçekleştiği hesaplanmıştır (Şekil 3.100). 



99 
 

 

Şekil 3.100: G. esculenta HWEP polisakkaritinin HeLa hücre hattı üzerinde 72 saat uygulaması 

sonrasında TAS, TOS ve OSI değerleri. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

 

G. esculenta HWEP örneğinin TT hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda kontrol grubuna kıyasla TAS seviyesinde anlamlı bir fark 

bulunamamıştır. G. esculenta uygulanan grupta kontrol grubuna kıyasla TOS 

seviyesinde ise yüzde 62,8 azalış gerçekleşmiştir (p <0,05). Son olarak, OSI 

indeksinde yüzde 68 azalış gerçekleştiği hesaplanmıştır (Şekil 3.101). 
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Şekil 3.101: G. esculenta HWEP polisakkaritinin TT hücre hattı üzerinde 72 saat uygulaması 

sonrasında TAS, TOS ve OSI değerleri. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

 

A. flettii HWEP örneğinin MDA-MB-231 hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda kontrol grubuna kıyasla TAS seviyesinde yüzde 29,3 azalış 

gerçekleşmiştir. A. flettii uygulanan grupta kontrol grubuna kıyasla TOS seviyesinde 

ise yüzde 25,92 artış gerçekleşmiştir (p <0,05). Son olarak, OSI indeksinde yüzde 75 

artış gerçekleştiği hesaplanmıştır (Şekil 3.102). 
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Şekil 3.102: A.flettii HWEP polisakkaritinin MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde 72 saat uygulaması 

sonrasında TAS, TOS ve OSI değerleri. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

 

G. esculenta HWEP örneğinin MIA PaCa-2 hücre hattında 72 saat 

uygulamasının ardından doz grubunda kontrol grubuna kıyasla TAS seviyesinde yüzde 

40,4 azalış gerçekleşmiştir. G. esculenta uygulanan grupta kontrol grubuna kıyasla 

TOS seviyesinde ise yüzde 31,5 azalış görülmüştür (p <0,05). Son olarak, OSI 

indeksinde yüzde 28 artış gerçekleştiği hesaplanmıştır (Şekil 3.103). 
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Şekil 3.103: G. esculenta HWEP polisakkaritinin MIA PaCa-2 hücre hattı üzerinde 72 saat 

uygulaması sonrasında TAS, TOS ve OSI değerleri. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

 

A. flettii HWEP örneğinin MIA PaCa-2 hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda kontrol grubuna kıyasla TAS seviyesinde yüzde 37,5 azalış 

gerçekleşmiştir. A. flettii uygulanan grupta kontrol grubuna kıyasla TOS seviyesinde 

ise yüzde 91,5 artış görülmüştür (p <0,05). Son olarak, OSI indeksinde yüzde 218 artış 

gerçekleştiği hesaplanmıştır (Şekil 3.104). 
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Şekil 3.104: A. flettii HWEP polisakkaritinin MIA PaCa-2 hücre hattı üzerinde 72 saat uygulaması 

sonrasında TAS, TOS ve OSI değerleri. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

 

A.flettii HWEP örneğinin HepG2 hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından doz grubunda kontrol grubuna kıyasla TAS seviyesinde yüzde 7,4 artış 

gerçekleşmiştir. A. flettii uygulanan grupta kontrol grubuna kıyasla TOS seviyesinde 

ise yüzde 31 azalış görülmüştür (p <0,05). Son olarak, OSI indeksinde yüzde 36,3 

azalış gerçekleştiği hesaplanmıştır (Şekil 3.105). 
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Şekil 3.105: A. flettii HWEP polisakkaritinin HepG2 hücre hattı üzerinde 72 saat uygulaması 

sonrasında TAS, TOS ve OSI değerleri. * Kontrol grubuna göre farklı (p ˂ 0,05). 

Hücresel oksidatif hasar, esas olarak serbest radikaller ve reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) neden olduğu bir mekanizmadır. Birçok biyokimyasal süreçte düşük 

ROS seviyeleri görülürken; bununla birlikte, ROS'un aşırı üretimi ve/veya 

uzaklaştırılamaması, aktif oksijen metabolitlerinin oluşumu ile bunların oluşma hızı 

arasında bir dengesizlik olarak karakterize edilen oksidatif strese neden olabilir. 

Oksidatif stres, kanser dahil birçok hastalığın patogenezinde ve komplikasyonlarında 

rol oynayabilir. ROS'un neden olduğu DNA hasarı sadece tümör oluşumunu 

başlatmakla kalmaz, aynı zamanda kanserin ilerlemesine de yardımcı olur (Abuelo ve 

diğ. 2013, Singh ve diğ 2016, Gupta ve diğ. 2016). 

TOS, Oksidatif stres indeksi (OSI) ile birlikte incelendiğinde sonuçlarımızda 

oksidanlar ve antioksidanlar arasında istatistiksel farklılıklar bulundu. Bu hücrelerin 

oksidatif strese maruz kaldığını ve ROS üretimiyle birlikte antioksidan 

savunmasındaki azalmanın bir sonucu olabileceğinden hem oksidanları hem de 
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antioksidanları ayrı ayrı değerlendirmek yerine birlikte değerlendirmenin daha iyi bir 

uygulama olabileceğini düşündürmektedir ve dolayısıyla bu parametreler birbirine 

bağımlıdır. 

Çalışmalar neticesinde, deney grupları arasında en yüksek TAS seviyesi (1,08 

µmol Trolox eq/mg protein) A. flettii HWEP örneği uygulanan HepG2 hücre hattında 

ölçüldü. Yine A. flettii uygulanan deney gruplarından MIA-PaCa-2 ve MDA-MB-231 

hücre hatlarında TAS seviyelerinde düşüş olduğu ve bu düşüşün istatistiksel olarak 

farklı olduğu tespit edilmiştir. TOS seviyeleri incelendiğinde ise G. esculenta için 

yalnızca HeLa hücre hattında, A. flettii için MDA-MB-231 ve MIA-PaCa-2 hücre 

hatlarında yükseldiği kaydedilmiştir. Oksidatif stres indeksi (OSI) 

değerlendirildiğinde ise bu oran TT hücre hattında en düşük seviyede görülmüştür. 

OSI oranı en yüksek çıkan iki grup ise G. esculenta uygulanan HeLa ve A. flettii 

uygulanan MIA-PaCa-2 hücreleri olarak belirlenmiştir. 

Sonuçlarımız arasında; G. esculenta'nın HeLa ve MIA-PaCa-2 hücre hattında, 

A. flettii'nin ise MIA-PaCa-2 ve MDA-MB-231 hücre hatları üzerinde daha yüksek 

OSİ değerlerine sahip olduğu görülmektedir. OSİ değerinin artması, sadece oksidatif 

stresin artması değil G. esculenta HWEP polisakkaritinin MIA-PaCa-2 hücre 

hattındaki sonuçlarında olduğu gibi TAS'taki düşüşle beraber TOS'daki daha büyük 

düşüşten de kaynaklanabilmektedir. 

Sitotoksisite testleri sonucunda belirlenen EC50 dozu uygulanan 

polisakkaritlerin TT, MIA-PaCa-2 ve HepG2 hücrelerinde TAS seviyelerini kontrol 

grubuyla kıyaslandığında azaltarak oksidatif stresi artırdığı ve büyük olasılıkla bu 

nedenle apoptozu uyardığı söylenebilir. Bu deney gruplarında imaj sitometri ve gerçek 

zamanlı PZR sonuçlarına bakıldığında oksidatif stresle beraber apoptotik genlerin 

(Bax, caspase 3, 8, 9, p53) mRNA ekspresyon seviyelerinin arttığı gösterilmiştir. 

Bununla birlikte, polisakkarit örneklerinin farklı dozlarda (daha düşük ya da toksik 

olmayan) araştırılması yararlı olacaktır. Çalışmamızda EC50 dozu uygulanan 

gruplarda TAS seviyesinin düşmesine bağlı olarak oksidatif stresin ve buna bağlı 

olarak p53 geninin indüklenmesi, sitozolik ve mitokondriyal kaynaklı reaktif oksijen 

türlerinin apoptozun uyarılmasında etkili olabileceğini göstermektedir. Literatürde 

yapılan çalışmalarda bu bulgumuzu destekler niteliktedir. (Lu ve diğ. 2015, Nasimian 

ve diğ. 2020). 
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Ek olarak, çok sayıda çalışmada, polisakkarit ekstraktları ve içerdikleri 

galaktoz, glikoz ve mannozun oksidatif hasara karşı koruyucu etkisi olduğu 

gösterilmiştir (Babior ve Woodman 1990, Wasser 2011, Erjavec ve diğ. 2012, Wang 

ve diğ. 2014, Suabjakyong ve diğ. 2015, Klaus ve diğ. 2015). Bu nedenle, 

çalışmamızda kullanılan mantarların bazıları antioksidan özellikler sergilemesine 

rağmen, bu aktiviteden sorumlu olan bileşikleri karakterize etmek için araştırılan 

ekstraktlardan aktif olanları fraksiyonlamak gerekmektedir. 

3.7 Apoptoz Analizleri 

 Annexin-V/PI Boyama Yöntemi ile Apoptozun Belirlenmesi 

Apoptozun belirlenmesi amacıyla G. esculenta HWEP, A. flettii HWEP ve L. 

chrysorrheus HWEP örneklerinin 72 saat dozları HeLa, TT, MDA-MB-231, HepG2 

ve PANC-1 hücre hatlarına uygulanmıştır. Kontrol grubuna sadece besiyeri 

eklenmiştir. 72 saat sonra besiyerleri uzaklaştırılmış ve hücreler Tripsin-EDTA 

yardımıyla kaldırılarak 2000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiştir. Ardından 

süpernatant kısmı uzaklaştırılmış ve hücre peleti PBS ile yıkanarak tekrar santrifüj 

edilmiştir. Hücrelerin canlı, ölü ve apoptotik oranları metot kısmında verildiği şekilde 

floresans imaj sitometri cihazında analiz edilmiştir. 

G. esculenta HWEP örneğinin HeLa hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından kontrol grubunda canlı, ölü ve apoptotik hücre yüzdeleri sırasıyla 94, 2 ve 4 

iken pozitif kontrol grubunda sırasıyla 23, 12 ve 65 bulunmuştur. Doz grubunda ise 

hücre dağılımı %78 canlı, %4 ölü ve %18 apoptotik olarak tespit edilmiştir (Şekil 

3.106). 
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Şekil 3.106: G. esculenta HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının HeLa hücre hattı üzerinde apoptoza 

etkisi. a) Arthur – Floresan Hücre Analiz Cihazı görüntüleri ve b) canlı, ölü ve apoptotik yüzde sütun 

grafiği. Pozitif kontrol: 0,2 mM H2O2. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak fark tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

G. esculenta HWEP örneğinin TT hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından kontrol grubunda canlı, ölü ve apoptotik hücre yüzdeleri sırasıyla 98, 1 ve 1 

iken pozitif kontrol grubunda sırasıyla 68, 7 ve 25 bulunmuştur. Doz grubunda ise 

hücre dağılımı %86 canlı, %3 ölü ve %11 apoptotik olarak tespit edilmiştir (Şekil 

3.107). 
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Şekil 3.107: G. esculenta HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının TT hücre hattı üzerinde apoptoza 

etkisi. a) Arthur – Floresan Hücre Analiz Cihazı görüntüleri ve b) canlı, ölü ve apoptotik yüzde sütun 

grafiği. Pozitif kontrol: 0,2 mM H2O2. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak fark tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

 

A. flettii HWEP örneğinin MDA-MB-231 hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından kontrol grubunda canlı, ölü ve apoptotik hücre yüzdeleri sırasıyla 93, 2 ve 5 

iken pozitif kontrol grubunda sırasıyla 42, 3 ve 55 bulunmuştur. Doz grubunda ise 

hücre dağılımı %78 canlı, %3 ölü ve %19 apoptotik olarak tespit edilmiştir (Şekil 

3.108). 



109 
 

 

 

Şekil 3.108: A. flettii HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde 

apoptoza etkisi. a) Arthur – Floresan Hücre Analiz Cihazı görüntüleri ve b) canlı, ölü ve apoptotik 

yüzde sütun grafiği. Pozitif kontrol: 0,2 mM H2O2. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak fark tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

 

A. flettii HWEP örneğinin HepG2 hücre hattında 72 saat uygulamasının 

ardından kontrol grubunda canlı, ölü ve apoptotik hücre yüzdeleri sırasıyla 97, 1 ve 2 

iken pozitif kontrol grubunda sırasıyla 60, 2 ve 37 bulunmuştur. Doz grubunda ise 

hücre dağılımı %78 canlı, %9 ölü ve %13 apoptotik olarak tespit edilmiştir (Şekil 

3.109). 
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Şekil 3.109: A. flettii HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının HepG2 hücre hattı üzerinde apoptoza 

etkisi. a) Arthur – Floresan Hücre Analiz Cihazı görüntüleri ve b) canlı, ölü ve apoptotik yüzde sütun 

grafiği. Pozitif kontrol: 0,2 mM H2O2. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak fark tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

 

 

L. chrysorrheus HWEP örneğinin HepG2 ve PANC-1 hücre hattında 72 saat 

uygulamasının ardından pozitif kontrol grubunda apoptotik hücre yüzdeleri sırasıyla 

%37 ve %27 iken doz grubunda ise apoptotik hücre dağılımı sırasıyla %14 ve %7 

olarak tespit edilmiştir (Şekil 3.110-111). Bu sonuç, L. chrysorrheus polisakkaritinin, 

PANC-1 hücrelerine kıyasla HepG2 hücre hattında apoptozu daha çok indüklediğini 

göstermektedir. 
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Şekil 3.110: L. chrysorrheus HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının HepG2 hücre hattı üzerinde 

apoptoza etkisi. a) Arthur – Floresan Hücre Analiz Cihazı görüntüleri ve b) canlı, ölü ve apoptotik 

yüzde sütun grafiği. Pozitif kontrol: 0,2 mM H2O2. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak fark tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 
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Şekil 3.111: L. chrysorrheus HWEP örneğinin 72 saat uygulamasının PANC-1 hücre hattı üzerinde 

apoptoza etkisi. a) Arthur – Floresan Hücre Analiz Cihazı görüntüleri ve b) canlı, ölü ve apoptotik 

yüzde sütun grafiği. Pozitif kontrol: 0,2 mM H2O2. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla 

kıyaslandığında istatistiksel açıdan anlamlı olarak fark tespit edilmiştir (p ˂ 0,05). 

 Apoptozda Görev Alan Genlerin Gerçek Zamanlı PZR ile Analizi 

HeLa, TT, MDA-MB-231, HepG2 ve PANC-1 hücre hatlarında sitotoksisite 

çalışmalarında belirlenen etkili dozlarda G. esculenta, A. flettii ve L. chrysorrheus 

polisakkaritlerinin uygulanması sonucunda apoptoz yolaklarında görev alan BCL-2, 

BAX, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53 genlerinin mRNA seviyelerindeki 

değişimler Gerçek Zamanlı PZR yöntemiyle incelenmiştir. 
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Toplam RNA’nın Agaroz Jel Elektroforezi ile Görüntülenmesi  

 

Şekil 3.112: Polisakkaritlerin 72 saat uygulamalarının ardından HeLa, TT, HepG2 ve MDA-MB-231 

hücre hattından elde edilen RNA’larn %1’lik agaroz jel elektroforezi. Soldan sağa (1) HeLa Kontrol, 

(2) HeLa G. esculenta HWEP, (3) TT Kontrol, (4) TT G. esculenta HWEP, (5) HepG2 Kontrol, (6) 

HepG2 A. flettii HWEP, (7) MDA-MB-231 Kontrol, (8) MDA-MB-231 A. flettii HWEP, (9) PANC-1 

Kontrol, (10) PANC-1 L.chrysorrheus HWEP ve (11)HepG2 L.chrysorrheus HWEP. 

 

G. esculenta polisakkarit ekstraktının EC50 dozunun 72 saat uygulaması 

sonrasında HeLa ve TT hücre hattında Caspase 8 geninin ekspresyon seviyesinde 

sırasıyla %691 ve %50 artış gerçekleşmiştir (p<0,05). Benzer şekilde polisakkarit 

uygulaması sonrasında Caspase 9 ekspresyonunda, sırasıyla Hela ve TT hücre hattında 

%724 ve %10 artış tespit edilmiştir (p<0,05). Ayrıca, Caspase 3 mRNA ekspresyonu, 

Hela ve TT hücrelerinde kontrol grubuna göre sırasıyla %298 ve %65, P53 mRNA 

seviyesinde %76 ve %44 artış, BAX geninde ise %137 ve %35 artış görülmüştür 

(p<0,05). Kontrol ile karşılaştırıldığında, BCL-2 mRNA seviyesi ise HeLa ve TT 

hücrelerinde sırasıyla %54 ve %20 azalmıştır (p<0,05) (Şekil 3.113 ve 3.114). 

28S 

18S 
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Şekil 3.113: G. esculenta polisakkaritinin EC50 dozu uygulaması sonrasında HeLa hücre hattında 

apoptoz yolaklarında görev alan BCL-2, BAX, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53 mRNA 

seviyelerine etkisi. Sonuçlar GAPDH ile normalize edilmiştir. Gen ekspresyon seviyeleri QIAGEN 

GeneGlobe ile analiz edilmiştir. Kontrol değeri %100 alınmıştır. *: Kontrol grubundan farklı (p 

<0,05). 

 

Şekil 3.114: G. esculenta polisakkaritinin EC50 dozu uygulaması sonrasında TT hücre hattında 

apoptoz yolaklarında görev alan BCL-2, BAX, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53 mRNA 

seviyelerine etkisi. Sonuçlar GAPDH ile normalize edilmiştir. Gen ekspresyon seviyeleri QIAGEN 

GeneGlobe ile analiz edilmiştir. Kontrol değeri %100 alınmıştır. *: Kontrol grubundan farklı (p 

<0,05). 



115 
 

A. flettii polisakkarit ekstraktının EC50 dozunun 72 saat uygulaması sonrasında 

MDA-MB-231 ve HepG2 hücre hattında BAX geninin ekspresyon seviyesinde 

sırasıyla %31 ve %120 artış gerçekleşmiştir (p<0,05). Benzer şekilde polisakkarit 

uygulaması sonrasında Caspase 3 ekspresyonunda, sırasıyla MDA-MB-231 ve HepG2 

hücre hattında %51 ve %101 artış tespit edilmiştir (p<0,05). Ayrıca, Caspase 8 mRNA 

ekspresyonu, MDA-MB-231 ve HepG2 hücrelerinde kontrol grubuna göre sırasıyla 

%83 ve %156, P53 mRNA seviyesinde %85 ve %173 artış, Caspase 9 geninde ise %67 

ve %52 artış görülmüştür (p<0,05). Kontrol ile karşılaştırıldığında, BCL-2 mRNA 

seviyesi ise MDA-MB-231 ve HepG2 hücrelerinde sırasıyla %52 ve %63 azalmıştır 

(p<0,05) (Şekil 3.115 ve 3.116). 

 

 

Şekil 3.115: A.flettii polisakkaritinin EC50 dozu uygulaması sonrasında MDA-MB-231 hücre hattında 

apoptoz yolaklarında görev alan BCL-2, BAX, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53 mRNA 

seviyelerine etkisi. Sonuçlar GAPDH ile normalize edilmiştir. Gen ekspresyon seviyeleri QIAGEN 

GeneGlobe ile analiz edilmiştir. Kontrol değeri %100 alınmıştır. *: Kontrol grubundan farklı (p 

<0,05). 



116 
 

 

Şekil 3.116: A.flettii polisakkaritinin EC50 dozu uygulaması sonrasında HepG2 hücre hattında 

apoptoz yolaklarında görev alan BCL-2, BAX, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53 mRNA 

seviyelerine etkisi. Sonuçlar GAPDH ile normalize edilmiştir. Gen ekspresyon seviyeleri QIAGEN 

GeneGlobe ile analiz edilmiştir. Kontrol değeri %100 alınmıştır. *: Kontrol grubundan farklı (p 

<0,05). 

 

L. chrysorrheus polisakkarit ekstraktının EC50 dozunun 72 saat uygulaması 

sonrasında HepG2 ve PANC-1 hücre hattında BAX geninin ekspresyon seviyesinde 

sırasıyla %317 ve %31 artış gerçekleşmiştir (p<0,05). Caspase 3 ekspresyonunda, 

sırasıyla HepG2 ve PANC-1 hücre hattında %7 ve %18 artış tespit edilmiştir (p<0,05). 

Ek olarak, Caspase 8 mRNA ekspresyonu, HepG2 ve PANC-1 hücrelerinde kontrol 

grubuna göre sırasıyla %101 artış ve %11 azalış görülmüştür. P53 mRNA seviyesinde 

%241 ve %28 artış, Caspase 9 geninde ise %174 ve %219 artış görülmüştür (p<0,05). 

Kontrol ile karşılaştırıldığında, BCL-2 mRNA seviyesi ise HepG2 ve PANC-1 

hücrelerinde sırasıyla %58 ve %65 azalmıştır (p<0,05) (Şekil 3.117 ve 3.118). 
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Şekil 3.117: L. chrysorrheus polisakkaritinin EC50 dozu uygulaması sonrasında HepG2 hücre 

hattında apoptoz yolaklarında görev alan BCL-2, BAX, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53 

mRNA seviyelerine etkisi. Sonuçlar GAPDH ile normalize edilmiştir. Gen ekspresyon seviyeleri 

QIAGEN GeneGlobe ile analiz edilmiştir. Kontrol değeri %100 alınmıştır. *: Kontrol grubundan 

farklı (p <0,05). 

 

 

Şekil 3.118: L. chrysorrheus polisakkaritinin EC50 dozu uygulaması sonrasında PANC-1 hücre 

hattında apoptoz yolaklarında görev alan BCL-2, BAX, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53 

mRNA seviyelerine etkisi. Sonuçlar GAPDH ile normalize edilmiştir. Gen ekspresyon seviyeleri 

QIAGEN GeneGlobe ile analiz edilmiştir. Kontrol değeri %100 alınmıştır. *: Kontrol grubundan 

farklı (p <0,05). 
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 Protein İzolasyonu ve Miktar Tayini 

Polisakkaritlerin etkili olduğu hücre hatlarından protein izolasyonu yapmak 

amacıyla hücreler yoğun şekilde 100mm’lik kültür plakalarına ekildikten 24 saat sonra 

kontrol grubu ve doz uygulanan plakalar 72 saat boyunca inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyonun ardından besiyeri ortamdan uzaklaştırılmış ve proteaz inhibitör kokteyli 

içeren RIPA tamponu plakalara eklenerek hücre kaldırıcı (cell scraper) yardımıyla 

hücre lizatları toplanmıştır.  

Hücre lizatındaki peletler sonikatör yardımıyla parçalanarak 30 dakika buzda 

bekletilmiştir. Daha sonra soğutmalı santrifüj yardımıyla 10.000g’de 15 dakika 

santrifüj edilerek süpernatant kısmı yeni ependorflara aktarılmış ve daha sonra 

kullanılmak üzere -80oC’de saklanmıştır. 

Elde edilen örneklerin protein miktarını tayin etmek için Materyal ve Metot 

kısmında verildiği şekilde BCA test kiti kullanılmıştır. Standartlar ve tüp içi seri 

dilüsyonlar ile 96 kuyucuklu plakalara yüklenen örnekler 30 dakika 37oC’de inkübe 

edildikten sonra mikroplaka okuyuculu bir spektrofotometrede 562nm’de (OD562) 

ölçülmüştür (Şekil 3.119). 

 

Şekil 3.119: Bilinen farklı konsantrasyonlardaki protein numunelerinin standart eğri grafiği. 
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 Apoptoz İlişkili Proteinlerin Ekspresyon Seviyelerinin Western-

blot Yöntemi ile Belirlenmesi 

Çalışmada aktivitesi en yüksek olan örnek G. esculenta polisakkariti için TT 

ve HeLa hücre hatları üzerinde kontrol gruplarıyla beraber 72 saatlik etkin doz (EC50) 

uygulamasının ardından apoptoz yolakları ile ilişkili BCL-2, Caspase 3, Caspase 8, 

Caspase 9 ve P53 protein seviyelerindeki değişimler Western-blot yöntemiyle 

incelenmiştir (Şekil 3.120). 

 

Şekil 3.120: G. esculenta polisakkaritinin EC50 dozu uygulaması sonrasında TT ve HeLa hücre 

hattında apoptotik proteinlerden BCL-2, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53 protein seviyelerine 

etkisi. Sonuçlar GAPDH ile normalize edilmiştir. 

 

G. esculenta polisakkarit ekstraktı uygulanan TT ve HeLa hücre hattında BCL-

2 protein bantlarının densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde sırasıyla 

%67 ve %44 azalış gözlemlenmiştir. Caspase 3 protein bantlarının densitometrik 

analizi sonucunda ise protein seviyesinde G. esculenta uygulaması yapılan TT ve 

HeLa hücrelerinde sırasıyla %78 ve %35 artış tespit edilmiştir. Caspase 8 protein 

bantlarının densitometrik analizi sonucunda ise TT ve HeLa hücrelerinde sırasıyla 

%49 ve %95 artış tespit edilmiştir. Ayrıca, Caspase 9 protein seviyesinde TT ve HeLa 

hücrelerinde sırasıyla %24 ve %27 artış tespit edilmiştir. Son olarak, P53 protein 
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bantlarının densitometrik analizi sonucunda TT ve HeLa hücrelerinde sırasıyla %81 

ve %46 artış tespit edilmiştir (Şekil 3.121). 

 

 

 

Şekil 3.121: G. esculenta polisakkaritinin TT ve HeLa hücre hattında western-blot yöntemi sonrası 

protein bantlarının densitometrik analizi. Kontrol değerleri 100 olarak alınmıştır. *: Kontrol 

grubundan farklı (p <0,05). 

 

Son zamanlarda, terapötik etkilerinden (antikanser, antimikrobiyal, 

antidiyabetik, antioksidan gibi) dolayı mantarlara büyük ilgi duyulmakta ve çok sayıda 

yeni biyoaktif bileşik izole edilmektedir (Kim ve diğ. 2015, Zhang ve diğ. 2020). 

Pleurotus, Ganoderma, Schizophyllum, Lactarius ve Albatrellus ise antikanser 

özellikleri yoğun şekilde çalışılan cinslerden sadece bazılarıdır (Patel ve Goyal 2012).  

Apoptoz ise, doğal bir ölüm mekanizması olması sebebiyle antikanser 

tedavileri için umut verici bir hedeftir (Pistritto ve diğ. 2016, Preffer ve Singh 2018). 

Hem içsel hem de dışsal yolaklar, yüzlerce proteinin bölünmesi yoluyla apoptozu 

gerçekleştirmek için kaspazları kullanır. Kanserde, apoptotik yol tipik olarak, 

antiapoptotik proteinlerin (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, A1) aşırı ekspresyonu ve 

proapoptotik proteinlerin (Bax, Bak, BID, Kaspaz 3, 8 ve 9) yetersiz ekspresyonu dahil 

olmak üzere çok çeşitli yollarla inhibe edilir (Şekil 3.122). Bu değişikliklerin çoğu, en 

yaygın antikanser tedavisi olan kemoterapiye karşı içsel dirence neden olmaktadır. 
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Umut verici yeni antikanser tedavileri, apoptotik yolu aktive ederek antikanser aktivite 

sergileyen bitki veya mantar kaynaklı bileşiklerdir (Scott ve Athena 2000, Fulda ve 

Debatin 2006, Pistritto ve diğ. 2016). 

 

Şekil 3.122: Apoptoz sinyal yolağı. Bansal ve diğ. (2021)’den uyarlanmıştır. 

Wong ve arkadaşlarının yenilebilir bir mantar olan P. tuber-regium gövde ve 

miselyumundan ekstrakte ettikleri suda çözünür polisakkaritlerin in vitro anti-

proliferatif aktivitelerini incelediği çalışmada, ekstraktların sitotoksik ektileri ortaya 

konulmuştur. Her iki polisakkarit ekstraktının da Bax/Bcl-2 oranında bir artışla HL-60 

hücrelerinde apoptozu indüklediği gösterilmiştir (Wong ve diğ. 2007). T. versicolor 

mantarının polisakkaritinin, insan hepatoma kanseri (QGY) hücre hatları üzerinde ve 

in vivo çalışmalarla düşük konsantrasyonlarda (20 µg/mL) proliferasyonu engellediği 

gösterilmiştir. Yapılan analizlerde gösterilen apoptoz ve bu hücrelerde tedavi 

sonrasında hücre döngüsü ile ilgili genlerin (p53, Bcl-2 ve Fas) ekspresyonundaki 

azalma, T. versicolor polisakkaritinin kanser tedavisinde potansiyel bir aday 

olabileceğini göstermektedir (Cai ve diğ. 2010). Başka bir çalışmada ise P. 

ostreatus'tan elde edilen polisakarit özütünün, HT-29 kolon kanseri hücreleri üzerinde 

anti-proliferatif ve pro-apoptotik etkileri indüklediğini gösterilmiştir (Lavi ve diğ. 

2006). 
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Çalışmamızda kullandığımız G. esculenta HWEP polisakkaritinin HeLa ve TT 

hücre hattı üzerindeki etkileri imaj sitometrisi sonuçlarına göre %10’un üzerinde 

apoptotik hücre yoğunluğu tespit edilmiştir. Bununla beraber apoptoz ilişkili genlerin 

mRNA seviyelerinde Bax/Bcl-2 oranları yükselirken kaspazların da gen 

ekspresyonlarının arttığı bulunmuştur. Benzer şekilde A. flettii HWEP polisakkaritinin 

MDA-MB-231 ve HepG2 hücre hatları üzerinde imaj sitometrisi analizleri sonunda 

sırasıyla %19 ve %13 oranında apoptotik hücre oranı tespit edilmiştir. Gerçek Zamanlı 

PZR çalışmalarında da Bax/Bcl-2 oranının arttığı hesaplanmıştır. EC50’sini 

hesapladığımız ve sitotoksisite çalışmalarında en etkili polisakkarit ekstraktı olan G. 

esculenta HWEP’in western-blot analizleri sonucunda Bcl-2 protein ekspresyonunun 

HeLa ve TT hücrelerinde sırasıyla 1,68 ve 3,44 kat azaldığı, bunun yanı sıra 

kaspazların protein ekspresyonun da arttığı bulunmuştur. Sonuç olarak, 

çalışmamızdaki mantar ekstraktlarının apoptozu hem iç hem de dış yolak üzerinden 

indüklediği farklı yaklaşımlarla gösterilmiştir.  

Literatürde belirtilen bulgularla kendi çalışmamızda araştırdığımız mantar 

polisakkaritlerinin farklı kanser hücreleri üzerinde araştırılan apoptoz sonuçları benzer 

etkileri ortaya koymakta ve mantar polisakkaritlerinin apoptotik potansiyelini 

desteklemektedir.  

3.8 Antibiyofilm Aktivite Analizleri 

 Polisakkaritlerin Biyofilm İnhibisyon Etkisi 

Tez çalışmasında yer alan G. esculenta HWEP ve A. flettii HWEP polisakkarit 

örnekleri, 96 kuyucuklu plakada geliştirilen mikroorganizmalar üzerinde farklı (10-50 

mg/mL) konsantrasyonlarda ve sürelerde (24, 48, 72 ve 96 saat) XTT metodu ile 

metabolik aktivite inhibisyonu test edilmiştir. Metabolik aktivite inhibisyonu 

antibiyofilm etki olarak tanımlanmıştır. Analiz sonuçlarına göre, test edilen 

konsantrasyonlarda polisakkarit örneklerinin çalışmada kullanılan mayalar (C. 

albicans ATCC 64548, C. tropicalis RSKK 665, C. glabrata (klinik izolat), C. kruseii 

ATCC 22019) üzerinde etkili olmadığı görülmüştür. Patojen bakteriler arasında sadece 

B. cereus RSKK 863 ve S. mutans ATCC 2517 biyofilmine karşı inhibisyon etki tespit 
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edilmiştir. Çalışmada kullanılan diğer patojen bakterilerin (S. aureus ATCC 29213, E. 

coli ATCC 10536, B. pumilus NRRL-BD-142, E. faecalis ATCC 19433 ve P. 

aeruginosa PA01) mantar polisakkaritlerinin test edilen konsantrasyon aralığında 

dirençli oldukları gözlenmiştir. 

G. esculenta HWEP ve A. flettii HWEP örneklerinin Bacillus cereus RSKK 

863 ve Streptococcus mutans ATCC 2517 bakterilerinin 96 saatlik biyofilm 

oluşumunu, polisakkaritlerin konsantrasyon artışına bağlı olarak inhibe etmiştir. 

Bakterilerin metabolik aktivitelerindeki inhibisyonu da polisakkaritlerin test edilen 

konsantrasyonlarında da farklılık göstermiştir. Diğer bir deyişle, G. esculenta HWEP 

örneği Bacillus cereus RSKK 863 (40 mg/mL için %59, 50 mg/mL için %69) ve 

Streptococcus mutans ATCC 2517 (50 mg/mL için %57 ve 50 mg/mL için %79) 

suşları üzerinde 40 ve 50 mg/mL konsantrasyonlarında etkili olurken (Şekil 3.123), A. 

flettii'nin aynı suşlar üzerinde sadece 50 mg/mL konsantrasyonda etkili olduğu 40 

mg/mL konsantrasyonda metabolik aktiviteye herhangi bir etkisi olmadığı tespit 

edilmiştir. A. flettii polisakkariti, B. cereus RSKK 863 bakteri biyofilminin %72’sini 

inhibe ederken, S. mutans ATCC 2517 biyofilminin ise %65’ini inhibe etmiştir (Şekil 

3.124).   

 

Şekil 3.123: G. esculenta polisakkaritinin 96 saatlik farklı konsantrasyonlarda (30, 40 ve 50 mg/mL) 

uygulanması sonrasında B. cereus ve S. mutans bakterilerinin metabolik aktivteleri üzerine etkisi. *: 

Kontrol grubundan farklı (p <0,05). 
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Şekil 3.124: A. flettii polisakkaritinin 96 saatlik farklı konsantrasyonlarda (30, 40 ve 50 mg/mL) 

uygulanması sonrasında B. cereus ve S. mutans bakterilerinin metabolik aktivteleri üzerine etkisi. *: 

Kontrol grubundan farklı (p <0,05). 

 Biyofilm İnhibisyonunun Floresan Mikroskopla Analizi 

G. esculenta HWEP ve A. flettii HWEP polisakkarit örneklerinin en iyi 

antibiyofilm aktivite gösterdikleri konsantrasyonları (G. esculenta için 40 ve 50 

mg/mL, A. flettii için 50 mg/mL) kullanılarak, polisakkarit ile muamele edilmiş ve 

edilmemiş B. cereus RSKK 863 ve S. mutans ATCC 2517 bakteriyel biyofilm yapıları 

SyberGreen ve Propidyum iyodür (PI) boyaları ile boyanmış ve farklı filtreler (yeşil 

ve mavi) kullanılarak floresan mikroskop altında incelenmiştir. 

Polisakkarit örneği ile muamele edilmemiş kontrol grubunda bakteri biyofilm 

yapısında hücreler topluluklar şeklinde olup, hücrelerin birbirleriyle bağlantılı 

oldukları ve hücre-hücre iletişiminin yoğun olduğu gözlenmiştir. Kontrol grubunun 

aksine, G. esculenta HWEP ile 96 saat muamele edilen bakteri biyofilm oluşumlarında 

her iki suş için de önemli derecede azalma tespit edilmiştir (Şekil 3.125). Üstelik 

Bacillus cereus bakterisinin kontrol grubunda gözlenen spor formunun da polisakkarit 

muamelesinden sonra görülmediği ve hatta sporülasyonda gecikmeler tespit edilmiştir. 

Ayrıca hücreler arasındaki bağlantıların koptuğu, yer yer hücre bütünlüğünün 

bozulduğu da dikkati çekmiştir. Mikroskop analizlerimizde, canlı hücre (vejetatif 
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formlar) sayısında azalma, ölü hücre sayısında artış ve boş spor mantosusunun (kılıf) 

kontrole göre belirgin derecede olduğu dikkati çekmiştir. Aynı zamanda, 

konsantrasyon artışıyla birlikte gerek hücre sayısı gerekse boş spor mantosu görüntüsü 

azalmış, 40 mg/mL'lık uygulamaya göre 50 mg/mL uygulanan örneklerde hücreler 

arasındaki organizasyonun daha fazla bozulduğu görülmüştür (Şekil 3.125). 

 

Şekil 3.125: G. esculenta polisakkaritinin 96 saatlik farklı konsantrasyonlarda (40 ve 50 mg/mL) 

uygulanması sonrasında B. cereus ve S. mutans bakterilerinin kontrol ve doz gruplarının floresan 

mikroskobu görüntüleri. 

 

Benzer şekilde, 96 saatlik inkübasyonun ardından polisakkarit örneği ile 

muamele edilmeyen kontrol grubundaki bakteri biyofilm yapısı yoğun ve sıkı bir 

görüntü verirken, A. flettii HWEP polisakkaritinin 50 mg/mL konsantrasyonda 

uygulaması sonrasında biyofilm topluluklarının azaldığı, canlı hücre sayısının azaldığı 

ve ölü hücre sayısında artış olduğu görülmüştür (Şekil 3.126). 
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Hücreden hücreye iletişimin veya başka bir deyişle hücreler arası 

sinyalleşmenin, biyofilm oluşumu ve yapısında önemi büyüktür. Çünkü biyofilmin 

gücü, etkili bir hücreler arası iletişimle sağlanabilir. Bunun için de bakterilerin 

komşularına yakın konumda olmaları ve bir EPS matriks içerisinde sıkı kümelenme 

şeklinde yer almaları gerekir. Çalışmamızda mantar polisakkarit muamelesi 

sonrasında bakteri hücreleri arasındaki özellikle EPS matriksindeki dağılma ile birlikte 

mikrokoloni yapıların azaldığı hatta yok olduğu görülmüştür. Bunun sonucunda da 

hücre-hücre etkileşiminin azaldığı ve buna bağlı olarak kontrole kıyasla hücre 

kümelenmelerinin olmadığı görülmüştür. Bu sonuçlar bize, mantar polisakkaritlerinin 

bakteriyel EPS üretim gen bölgesini etkilemiş olabileceği ve belki de çoğunluğu 

algılama (quorum sensing) mekanizmasını inhibe edici bir etkiye sahip olabileceğini 

düşündürmüştür. Bu olası etkiler, detaylı gen çalışmalarıyla araştırılmalıdır. 

 

Şekil 3.126: A. flettii polisakkaritinin 50 mg/mL uygulaması sonrasında B. cereus ve S. mutans 

bakterilerinin kontrol ve doz gruplarının floresan mikroskobu görüntüleri. 

 

Literatüre göre mantarlar genellikle gram pozitif bakterilere karşı daha yüksek 

antibakteriyel aktivite sergilemektedir. Tüm mantarlar arasında L. edodes en çok 

çalışılan türdür ve hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilere karşı geniş bir 

antimikrobiyal etkiye sahiptir. Pseudoplectania nigrella (Pers.) Fuckel’den elde edilen 
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plektasin peptit gram pozitif bakterilere karşı en yüksek antimikrobiyal aktiviteye 

sahip iken, Leucopaxillus albissimus (Peck) Singer’den izole edilen 2-aminokinolin, 

gram negatif bakterilere karşı en yüksek antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Alves ve 

diğ. 2012).  

Agaricus silvicola (Vittadini) Peck’den elde edilen metanolik ekstraktın B. 

cereus'a karşı antibakteriyel etkisi (MIC = 5 µg/mL) gösterilmiş ve ampisilinden daha 

düşük (MIC = 6.25 µg/mL) olduğu raporlanmıştır (Barros ve diğ. 2008). L. edodes 

ekstraktının ise diş çürümesinde önemli rol oynayan S.s mutans suşu üzerinde güçlü 

şekilde antibakteriyel etki gösterdiği (Hirasawa ve diğ. 1999, Signoretto ve diğ. 2011) 

daha önce gösterilmiştir. 

Çalışmamızda, G. esculenta ve A. flettii örneklerinin B. cereus ve S. mutans 

bakterileri üzerindeki etkilerini floresan görüntüleri ile kıyasladığımızda her iki 

örneğin de bakteriyel biyofilme karşı etkili olduğu görülmektedir. Bilindiği üzere 

biyofilm yapının matriksini oluşturan yapı bakteriyel lipopolisakkarittir. Bakteriyel 

polisakkarit matriks, mikroskop altında bulutsu form şeklinde gözlenmektedir. 

Özellikle, diş çürüğü lezyonlarında sık rastlanan ve çürük oluşumunda etiyolojik 

faktör olarak kabul edilen S. mutans suşunun kontrol grubunda gözlenen bulutsu 

formun (bakteriyel LPS) her iki mantar polisakkarit uygulaması sonrasında da tümüyle 

kaybolduğu tespit edilmiştir. 

Çalışılan mantarların farklı bakteri suşlarına karşı antibiyofilm potansiyeli, 

literatürdeki çalışmaları destekler niktelikte olup mevcut antimikrobiyal ajanlara yeni 

alternatifler kazandırmanın yanı sıra tarım, gıda veya ilaç endüstrisinde uygulamalar 

ile sentetik kimyasallara alternatifler oluşturmak için faydalı olabilir. 

 

 

 

 

 

 



128 
 

4. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Mantarlar, bol miktarda nutrasötik ve aktif bileşik içermektedir. Yüksek 

protein, düşük yağ ve kalori içerikleri gibi besinsel önemleri ile iyi bilinen fonksiyonel 

gıdalardır. Mantarlar, çok sayıda biyoaktif madde içerdiklerinden dolayı 

hepatoprotektif, bağışıklık güçlendirici, antikanser, antimikrobiyal, antiviral ve 

antidiyabetik ajanlar olarak büyük potansiyele sahiptir. Ayrıca oksidatif hasarı 

azaltmada yararlı olan doğal antioksidanların önde gelen kaynaklarıdırlar. Bununla 

birlikte, potansiyellerine rağmen, mantarlardan biyoaktif bileşenlerin ekstraksiyonu ve 

biyolojik aktiviteleri ile ilgili çalışmalara hala ihtiyaç duyulmaktadır. 

Bu çalışmada, dört farklı mantardan elde edilen sekiz farklı polisakkarit 

ekstraktı, sekiz İnsan kanser hücre hattı üzerinde sitotoksik ve apoptotik potansiyelini 

araştırmak için çalışılmıştır. Kanser hücrelerine karşı güçlü aktivite gösteren örnekler 

ile LPS ile indüklenen mürin makrofaj hücre hattı (RAW 264.7) üzerinde 

antienflamatuvar özellikleri de araştırılmıştır. Ek olarak, yedi bakteri ve dört maya 

hücresi üzerinde antimikrobiyal aktiviteleri gerçekleştirmek için sekiz polisakkarit 

özütünden, sitotoksisite çalışmalarıyla ilişkilendirilerek en iyi aktiviteye sahip 

örnekler seçilmiştir.  

Polisakkarit ekstraktlarından beş tanesi, kanser hücre hatlarına karşı sitotoksik 

aktivite göstermiştir. Bunlar arasında, Gyromitra esculenta HWEP ve Albatrellopsis 

flettii HWEP örnekleri MIA-PaCa-2, TT, HeLa, MDA-MB-231 ve HepG2 hücre 

canlılığı üzerinde iyi bir inhibisyon sergilemiştir. Bu ekstraktların farklı hücre hatları 

üzerindeki etkinliği, mantar polisakkaritlerinin, antitümör aktivite potansiyelini 

göstermektedir.  

Sekiz mantar polisakkaritinin yedi bakteri suşuna karşı antibakteriyel 

aktivitesinin sonuçları, Gram negatif bakterilerin mantar polisakkaritlerine karşı daha 

dirençli olduğunu gösterdi. G. esculenta ve A. flettii’den ekstrakte edilen 

polisakkaritler, Bacillus cereus ve Streptococcus mutans'ın metabolik aktivasyonunu 

inhibe ederken, çoğalmalarını, organize olmaları ve biyofilm oluşturmalarını 

engelledi. Bu çalışma, G. esculenta ve A. flettii’den izole edilen polisakkaritlerin 

bakterilere karşı antibiyofilm aktiviteye sahip olduğunu ortaya koyan ilk çalışmadır. 

Antibakteriyel aktivitenin saptanmasında, büyük moleküler ağırlığa sahip 
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polisakkaritlerin agar içinde yeterince dağılmaması nedeniyle disk difüzyon 

yönteminden daha güvenilir olduğu için mikrodilüsyon yöntemi tercih edilmiştir.  

Polisakkaritlerin bu tür bir aktivite göstermesi için moleküler ağırlığın yanı sıra 

hidroksil grup içeriği, monosakkarit bileşenleri, pozisyon ve glikozidik bağlantı türü 

gibi fizikokimyasal faktörler de önemlidir. Teorik olarak, bakterilerin konakçının 

hücre yüzeyindeki şekerlere bağlanması enfeksiyonu başlatabileceğinden, aksine, 

antibakteriyel aktiviteye sahip bazı polisakkaritler bakteri hücrelerine bağlanarak 

onları yok etmek için biyokimyasal reaksiyonları indükleyebilir. Polisakkaritlerin bu 

işlevi, insan bağışıklık sistemi tarafından da kullanılabilir. Polisakkaritler yabancı 

moleküller olarak kabul edildiğinden, kanser hücrelerine karşı immün yanıtı 

tetikleyebilir ve mücadele için tanıma sürecinde önemli bir rol oynayabilir. 

Polisakkaritler kullanılarak antibakteriyel mekanizmaların açıklığa kavuşturulması, bu 

polisakkaritlerin antikanser yeteneğinin mekanizmasının da anlaşılmasına yardımcı 

olabilir. 

Sonuç olarak, bu çalışmada antikanser, antienflamatuvar ve antibiyofilm 

aktiviteleri gösterilen mantarların, apoptozu indüklediği ve dolayısıyla potansiyel 

antitümör bileşikleri içerebileceği gösterilmiştir. Aynı şekilde, biyofilm oluşturan 

bakteriler üzerinde de spesifik antibiyotik ajanların keşfi için umut vaadeden sonuçlar 

alınmıştır. Elde edilen sonuçlar doğrultusunda içerdikleri biyoaktif maddeler, spesifik 

antibiyotikler ve yan etki insidansı düşük ilaçlar geliştirmek için karakterize edilebilir. 

Bu nedenle, çalışmada yer alan mantar polisakkaritlerinin in vitro ve in vivo 

uygulamalarını genişleterek, detaylı şekilde araştırılması gerekmektedir. 
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