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OZET

MANTAR POLISAKKARITLERININ iZOLASYONU, ANTIKANSER,
ANTIBiYOFILM VE ANTIENFLAMATUVAR ETKIiLERININ
BELIRLENMESI
DOKTORA TEZIi
DOGUKAN MUTLU
PAMUKKALE UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. SEVKIi ARSLAN)

DENIZLI, EKIM 2022

Mantarlar yiizyillardir gida ve ilag kaynagi olarak kullanilmigtir. Mantarlar
icerdikleri ¢ok sayida biyoaktif bilesik nedeniyle fonksiyonel gidalar olarak kabul
edilir. Giinlimiizde kimyasal yapilarini ve biyolojik aktivitelerini ortaya ¢ikarmak igin
cok sayida ¢alisma yapilmaktadir. Saglikli dokulara zarar vermeyen hedefe yonelik
kanser tedavisi ise son yillarda onemli bir hedef haline gelmistir. Ayrica, dogal
tirtinlerin antibiyofilm etkileri de son yillarda popiiler bir aragtirma konusu olmustur.
Bu calismada, Gyromitra esculenta, Lyophyllum decastes, Albatrellopsis flettii ve
Lactarius chrysorrheus'tan su ekstraksiyonu ve alkol ¢oktiirmesi yoluyla izole edilen
polisakkarit ekstraktinin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
kapsamda, MTT testi, Annexin V boyamast ve qRT-PCR yontemi ile sitotoksik
potansiyeli ve apoptotik etkileri arastiritlmistir. Bunun yaninda koloni formasyon, yara
iyilesmesi, invazyon kapasitesi ve antioksidan testleri kullanilmistir. Ayrica, Bacillus
cereus ve Streptococcus mutans tarafindan {iretilen biyofilme karsi antibiyofilm
aktivitesi arastirilmistir. Ayn1 zamanda c¢alismada polisakkaritlerin antienflamatuvar
etkilerini belirlemek i¢in LPS ile uyarilan RAW?264.7 hiicre hatt1 iizerinde Griess
yontemi ve gRT-PCR ¢alismalari yapilmistir. Sonuglar, G. esculenta, A. flettii ve L.
chrysorrheus polisakkaritlerinin ~ 6nemli  antikanserojenik aktiviteye sahip
olabilecegini gostermistir. Ayrica, S.mutans ve B.cereus'a kars1 biyofilm eradikasyon
aktivitesi elde edilmistir. Genel olarak, ¢calismamiz yeni antikanser ve antibakteriyel
ajanlarin gelistirilmesinde G. esculenta, A. flettii ve L. chrysorrheus polisakkaritlerinin

kullanimai i¢in yeni bir bakis agis1 saglamistir.

ANAHTAR KELIMELER: Mantarlar, antikanser, antibiyofilm, antienflamatuvar,
polisakkarit



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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1. GIRIS

Mantarlar, icerdikleri ¢ok sayida bilesenden dolay: iyi bilinen fonksiyonel
gidalardir. Diyetsel agidan, yliksek protein ve diisiik kalori igerikleri gibi besinsel
onemleri ile taninirlar. Eski zamanlardan beri toplumlarin diyetinde bulunan
mantarlar, Romalilar tarafindan Tanri'nin yemegi olarak kabul edilirken, geleneksel
Cin tibbinda yasam iksiri olarak adlandirilmis ve binlerce yil dncesinde kullanildig:
bilinmektedir (Valverde ve dig. 2015). Giiniimiizde 3000 civarinda yenilebilir mantar
tiri vardir, ancak sadece 100 tiir insanlar tarafindan yetistirilmektedir (Chang 1999).
Ozellikle yenilebilir dzellikleri sebebiyle ii¢ tiir yaygmn olarak yetistirilmektedir.
Bunlar, Beyaz sapkali mantar ya da kiiltiir mantar1 olarak bilinen Agaricus bisporus
L., istiridye mantar1 Pleurotus ostreatus L. ve saman mantar1 Volvariella volvacea
L.’dir (Aida ve dig. 2009, Patel ve Goyal 2012). Mantarlar, fosfor gibi minerallerin
yani sira riboflavin, tiamin, ergosterol, niasin ve askorbik asit gibi vitaminler a¢isindan
da zengindir. Ayrica sekonder metabolitler (terpenoidler, asitler, alkaloidler,
seskiterpenler, polifenolik bilesikler, laktonlar, steroller, niikleotid analoglar1 ve metal
selatlayic1 maddeler) gibi biyoaktif bilesenleri ve basta 3-glukanlar ve glikoproteinler
olmak iizere ¢ok sayida polisakkarit igerirler (Valverde ve dig. 2015). Diisiik yag ve
yiiksek lif icerikleri nedeniyle kardiyovaskiiler hastaliklar1 O6nlemede biiyiik
potansiyele sahiptirler ve ayrica oksidatif hasarlari azaltmada yararli olan dogal
antioksidanlarin onde gelen kaynaklaridirlar. Mantarlar, igerdikleri fonksiyonel
bilesenler nedeniyle antikanser, antioksidan ve antimikrobiyal o6zelliklere sahip
ilaglarin hazirlanmasi igin bir kaynak olarak kullanilmaktadir (Chang ve Wassar 2012,

Finimundy ve dig. 2013).

Mantarlardan elde edilen polisakkaritler, 6zellikle B-glukanlar, antioksidan,
antidiyabetik, antikanserojenik ve bagisiklik diizenleyici etkilerinin yani sira diger
terapotik etkileri nedeniyle bilim insanlarinin ve diger gida endiistrilerinin dikkatini
¢cekmektedir (Daba ve Ezeronye 2003, Yu ve dig. 2009, Hung ve Nhi 2012).
Mantarlardan biyoaktif maddelerin geri kazanilmasi i¢in giliniimiizde kullanilan ¢ok
sayida geleneksel ve gelismis ekstraksiyon teknigi bulunmaktadir. Giintimiizde,

yenilebilir mantarlar, alternatif tedavi ve ilag hammaddesi kesifleri i¢cin daha popiiler



hale gelmekte ve farkli mantar tiirlerine odaklanan arastirma faaliyetlerinin de

ilerlemesine yol agmaktadir.

Literatiirde mantarlarin biyoaktif bilesenleri ve terapotik etkileri hakkinda pek
¢ok bilgi mevcut olmasina ragmen, biyoaktif maddelerin ekstraksiyonu ve
islenmelerine  yonelik tekniklere iliskin her gegen glin yeni ¢alismalar
yayinlanmaktadir. Bunun sebebi, mantarlarin besin degerlerinin yaninda bagisiklik
giiclendirici, antikanser, antimikrobiyal, antioksidan ve antidiyabetik ajanlar olarak

biiylik potansiyele sahip olmalaridir.

Bu ¢alismanin amaci, Gyromitra esculenta Pers. Ex Fr., Lyophyllum decastes
(Fr.) Singer, Albatrellopsis flettii (Morse ex Pouzar)Audet ve Lactarius chrysorrheus
Fr. mantarlarindan ekstrakte edilen polisakkaritlerin antikanser, antioksidan,

antienflamatuvar ve antibiyofilm potansiyellerini arastirmaktir.

11 Geleneksel Tip ve Mantarlar

Fosil kayitlari, Siliiriyen donemindeki (408 - 438 milyon y1l 6nce) kadar eski
zamanlarda mantarlarin varligini kanitlamistir (Alexopoulos ve dig. 1996). Yaklasik
300 milyon yildir insanoglunun diyetinin bir pargasi olan mantarlarin, tarih oncesi
insanlar tarafindan yiyecek olarak ve tibbi amaclarla toplanmis olabilecegi
diisiiniilmektedir (Chang ve Miles 2004). Oyle ki, antik Cin donemine ait,
makrofunguslarin tanimlari, yetistiricilik kayitlari, pisirme yontemleri ve eski
metinlerde oviildiigline dair kanitlar bulunmustur (Di 2013). Yine Han Hanedanlig:
donemi ve sonrasina ait, bitki ve mantarlarin kullanildigi, salgin hastaliklarda cesitli
enfeksiyonlarin tedavisine yonelik formiilasyonlar, kullanim endikasyonlar1 ve

hazirlanig bi¢imlerinin yer aldig1 dikkate deger belgeler vardir (Wang ve dig. 1993).

Insanhigin uygarhigi ilerledikge, mantarlar bazi Asya iilkelerinde (Cin ve
Japonya gibi) yenilebilir ve tibbi kaynaklar olarak degerlenmistir. Avrupa'da tatsiz
olarak kabul edilmesine ve yaygin olarak tiiketilmemesine ragmen, Asyalilar, iki bin
yili agkin bir siiredir mantar toplamis, yetistirmis ve tiiketmistir (¢cogunlukla
corbalarda) (McKnight ve McKnight 1998). Ge¢mis kaynaklarda 'mantar’, semsiye

seklindeki sapkasi, belirgin ve goriiniir etli gévdesiyle tanimlanmistir (Zhang ve dig.



2007). Mantarlar, zengin besin igerigi ve tibbi degerleri nedeniyle fonksiyonel bir gida
ve diyet takviyeleri olarak kabul edilmektedir (Chang ve Miles 2004).

1.1.1 Tibbi Mantarlar

Mantarlar binlerce yildir insan diyetinin bir pargast olmustur, ancak
tiiketicilerin sagligin1 korumadaki yararli etkilerinin ¢ogu, yalnizca son on yilda
arastirilmis ve kanmitlanmistir. Ganoderma, Pleurotus, Boletus, Inonotus, Grifola ve
Armillaria gibi cinslere ait birgok mantar, antimikrobiyal, antiviral, antidiyabetik,
antienflamatuvar, hipokolesterolemik ve antitiimor gibi aktivitelerinden dolay1 uzun
stiredir tibbi gida olarak kullanilmaktadir (Zhang ve dig. 2019). Fonksiyonel bir gida
olarak yenilebilir mantarlar, mikrobiyota modelini ve metabolomik fonksiyonu
modiile eden degerli bilesiklerin dogal bir kaynagidir. Mantar tiirlerinin mikrobiyota
modiilasyonunda kullanilmasi, antimikrobiyal ve antienflamatuvar aktiviteleri olan
yeni molekiiller bulma ihtiyacindan kaynaklanmistir. Mevcut biyofarmasotik
endlstrisinin ~ bu  ihtiyaci, uygulanan antibiyotik miktarindaki artistan
kaynaklanmaktadir ve bu da antibiyotik direncinin tekrar tekrar ortaya c¢ikmasina

neden olmustur (Matamoros-Recio ve dig. 2021).

Mantarlar yilizden fazla tibbi islevden sorumludur. Baslica terapotik etkileri
sunlar1 icermektedir: antioksidan, antikolesterolemik, antikanser, antidiyabetik,
antialerjik, bagisiklik diizenleyici, kardiyovaskiiler koruma, antiviral, antibakteriyel,
antiparazit, antienflamatuvar, antifungal, detoks ve hepatoprotektif etkiler (Li ve dig.
2010, Zhao ve dig. 2010, Zhou ve dig. 2011, Zhang ve dig. 2012, Basnet ve dig. 2017).
Cesitli mantar ekstreleri, enflamasyon ile iliskili (nitrik oksit (NO), sitokinler ve
prostaglandinler) ajanlarin azalmasma yardimci olurken hiicre enflamasyonlarini
azaltabilmektedir. Cok sayida mantar ekstrakti immiinomodiilatér (Boh ve dig. 2013),
antitimor ve antikanser (Vaz ve dig. 2013, Finimundy ve dig. 2013), antibakteriyel ve
antioksidan (Ren ve dig. 2014), antiviral (Santoyo ve dig. 2012) ve antihipoglisemik
ve antiaterosklerotik ajanlar olarak (Fortes ve dig. 2008) kullanilabilecegi

gosterilmistir.

Mantarlar, fenolik bilesikler, terpenoidler, polisakkaritler, glukanlar ve

lektinler gibi farkli tiirde biyoaktif bilesenler {iiretir ve bunlarin antimikrobiyal,
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bagisiklik diizenleyici, antioksidan, antiviral ve hipokolesterolemik dahil olmak tizere
126'dan fazla etkisi ortaya koyulmustur (Kozarski ve dig. 2011, Chen ve dig. 2012, Li
ve dig. 2012, Ferreira ve dig. 2015). Immiinomodiilatdr ve antimikrobiyal 6zelliklere
sahip terpenoidler ve glukanlar gibi biyomolekiiller, Fomes, Ganoderma, Phellinus,
Trametes Fomitopsis, Inonotus ve Schyzophillum cinslerine ait farkli agac tiirlerinde
yasayan mantarlardan elde edilebilmektedir (Rodrigues ve dig. 2011). Farkli mantar
tiirlerinde bulunan proteinler, lektinler, lignoseliiloz, enzimler, proteazlar, ribozomu
inaktive eden proteinler, proteaz inhibitdrleri ve hidrofobinler, yeni ilaglarin
hazirlanmas1 i¢in farkli biyoteknolojik uygulamalarda kullanilmak {izere biiyiik

potansiyel gostermektedir (Scuderi 1989).

Mantarlarin biyoaktiviteleri kapsamli ¢aligmalarla dogrulanmigstir. Mantarlarin
antikanser ozelliklerine iligkin ilk ¢caligmalardan biri, 1957 yilinda, Corek mantari’nin
(Boletus edulis Bull.) Fare yumusak doku kanseri (S180) hiicre hatt1 tizerindeki etkisi
Lucas ve arkadaglari tarafindan gergeklestirilmistir (Lucas 1957). O tarihten bu yana,
c¢esitli mantarlardan bir¢ok mantar polisakkariti elde edilmis ve antitimor 6zellikleri

gosterilmistir.

Farkli polipeptitler ve sitotoksik steroidler igeren Polyporus umbellatus (Pers.)
Fr. ve Polyporus alveolaris Fr. gibi tibbi mantarlardan elde edilen ekstraktlarin,
antienflamatuvar, antikanser, hepatoprotektif, antifungal ve antibakteriyel etkilere
sahip oldugu bulunmustur (Wang ve dig. 2004, Jiang ve Sliva 2010). Yine yogun
sekilde tiiketilen Istiridye mantarlari’nin da (Pleurotus tiirleri) hipokolesterolemik,
antioksidan, antibakteriyel, antidiyabetik, hepatoprotektif, antikanserojenik, antiviral
ve bagisiklik diizenleyici 6zellikleri bilinmektedir (Reis ve dig. 2012, Younis ve dig.
2015).

Son zamanlarda, mantarlardan izole edilen ¢ok sayida bilesik, giiclii farmasotik
ozellikleri ile vurgulanmistir. Lektinler, polisakkaritler, polisakkarit-peptidler ve
polisakkarit-protein ~ kompleksleri ~ dahil olmak iizere bu bilesiklerin,
immiinomodiilator (Singh ve dig. 2014), antikanser (Figueiredo ve Régis 2017),
antienflamatuvar (Hassan ve dig. 2015), antioksidan (Singh ve dig. 2014, Anusiya ve
dig. 2021) ve kan kolesterol seviyelerini diistirme (Mustafa ve dig. 2022) gibi terapotik
ozelliklere sahip oldugu kamtlanmistir. Ozellikle, ¢esitli polisakkaritlerin ve

polisakkarit konjugatlarinin ticarilestirilmesi, hastalarin bu tiir antikanser tedavisinden
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faydalanmalarin1 saglamistir. Bunlar sizofilan, lentinan, grifolan, PSP (polisakkarit-
peptid kompleksi) ve krestin (polisakkarit-protein kompleksi)'dir (Zhang ve dig.
2007).

1.1.2 Tibbi Mantarlardan izole Edilen Polisakkaritler

Istatistiklere gore, tibbi degeri olan yaklasik 700 cesit mantar dahil olmak {izere
diinyada 3000’¢ yakin yenilebilir mantar tirii vardir (Kalac 2012). Yenilebilir
mantarlar, insanlarin giinliik yasamindaki 6nemli besin kaynaklarindan biridir ve 21.
ylizyilda yetistiriciligi énemli derecede artmis ve bir endiistri haline gelmistir. Bu
arada, cesitli aktif bilesenlerin zenginligi nedeniyle, mantarlar besleyici igeriginden

daha ¢ok tibbi degerleriyle 6n plana ¢ikmaktadir (Roupas ve dig. 2012).

Mantarlardan izole edilen aktif bilesenlerden oOzellikle polisakkaritler,
biyolojik 6zellikleri sebebiyle biiyiik ilgi gormektedir (Vetvicka ve Vetvickova 2012,
Zhang ve dig. 2014, Zeng ve dig. 2019). Son yillarda yapilan arastirmalar sonucunda
mantar polisakkaritlerinin gii¢lii antikanser ajanlar oldugu tespit edilmistir. Bunun
yani sira, polisakkaritler ve glikokonjugatlari, diyet takviyeleri ve oksidatif stres
kaynakli bozukluklarin tedavisi i¢in yeni ilag adaylar: haline gelmistir. Polisakkaritler
ayrica lipid peroksidasyonunu, gastrointestinal kanserleri ve oksidatif stresten
kaynaklanan enflamatuvar bagirsak hastaligi gibi cesitli gastrointestinal hastaliklarin
patogenezini onlemeye yardimci olmaktadir (Chang ve dig. 2017, Jayachandran ve
dig. 2018, Murphy ve dig. 2020).

Mantardan izole edilen, bazilar1 daha gii¢lii antitiimor aktiviteleri gosteren
polisakkarit-protein veya polisakkarit-peptit kompleksi gibi protein veya peptit
kalintilarina sahip kompleks yapilar vardir. Mantar tiirevli polisakkaritler genellikle a-
veya -omurgalarinda ve dallarinda glukoz, galaktoz, mannoz, ksiloz, riboz, arabinoz
ve glukuronik asit igerir. Farkli kombinasyonlar1 nedeniyle, polisakkaritlerin yapisi
birgok yonden birbirinden farkli olabilir. B-1,6 baglantili glikoz dallar1 ile B-1,3
glukopiranozid ana zincirinden olusan Basidiomycetes tiirlerinden elde edilen
polisakkaritler, antitimor aktivitelere sahiptir. Ayrica polisakkaritlerin biyolojik

aktivitelerini sudaki ¢oziiniirliikleri, molekiiler agirliklar1 ve yapilaridaki dallanma



orant ozelliklerine gore degisiklik gosterdigi de iyi bilinmektedir (Zaidman ve dig.
2005).

Biyolojik olarak aktif polisakkaritlerdeki ana bilesen, B-D-glukan olarak
tanimlanmistir. Bu B-D-glukanin iyi bilinen kimyasal yapisinin (1 — 6)-p-D-glukosil
dalli (1—3)-B-D-glukopiran oldugu ve [a] spesifik rotasyonuna sahip oldugu
gosterilmistir. B-D-glukanlarin antitiimor aktiviteleri ve yapisal 6zellikleri arasinda
tipik bir yapi-fonksiyon iligkisi bulunmaktadir. Bunun sebebi, farkli B-D-glukan
formlarinin biyolojik aktivitelerinin yapilarindan (molekiiler agirlik, suda ¢oziintirliik,
dallanma derecesi ve konformasyon) kaynakli olduk¢a farkli antitimor etkiler
gosterebilmesidir (Mizuno ve dig. 1995). Ekstraksiyonlar sirasinda 1 x 10%ila 1 x 108
kDa arasinda degisen farkli molekiiler kiitlelere sahip cok cesitli polisakkaritler izole
edilebilmektedir. Molekiiler agirliktaki bu fark, ¢esitli immiinomodiilator etkilere
neden olmaktadir ve genellikle daha yiiksek molekiiler agirliga (1 x 10° kDa veya
izeri) sahip olan polisakkaritlerin daha gii¢lii antitiimor etkileri ve daha yiiksek
immiinomodiilator aktiviteler sergiledigi bulunmustur (Tada ve dig. 2007, Kim ve dig.
2013). Mantar polisakkaritlerinin yiiksek molekiiler agirligi nedeniyle, timor
hiicrelerine karsi dogrudan sitotoksik bir etki gostermemektedir. Bunun yerine, bir
immiinomodiilatdr yanit vasitastyla bagisiklik sistemini harekete gecirerek antitimor

aktivite gostermektedir (Wasser ve Weis 1999).

1.1.2.1 Antikanser Ajanlar Olarak Mantar Polisakkaritleri

Kanser, diinya genelinde 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Avrupa
Birligi'nde en sik goriilen kanser tipleri meme, prostat, akciger ve kolorektal olanlardir.
Akciger kanseri erkeklerde kansere bagli 6liimlerin en sik nedeni iken kadinlarda bu
meme kanseridir. Az gelismis iilkelerde hem erkeklerde hem de kadinlarda kolorektal
kanser, ikinci en yaygin iken erkeklerde akciger kanseri, kadinlarda meme Kkanseri
kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedeni olmaya devam etmektedir. Gelismis
tilkelerde kansere bagli 6liimlerin diger onde gelen nedenleri arasinda genel olarak
kolorektal kanseri, erkekler 6zelinde ise prostat kanseri yer almaktadir. Gelismekte
olan iilkelerde, erkeklerde karaciger ve mide kanseri sik goriiliirken, kadinlarda rahim

agz1 kanseri baglica kanser tiirlerindendir. Hem erkek hem de kadinlarda tiim



kanserlerin yayginligi gelismis lilkelerde az gelismis tilkelere kiyasla yaklasik iki kat
daha yiiksek olmasina ragmen, gelismis lilkelerde 6liim oranlar1 sadece %8 ila %15
daha vyiiksektir (Torre ve dig. 2015). Bu durum, risk faktorleri ve tespit
uygulamalarindan uygulanabilir tedavi seceneklerine kadar farkli etmenler sebebiyle
farklilagsmaktadir. Kanser sebebiyle 6liimlerin 6nde gelen nedenleri arasinda tiitiin
kullanimi (akciger, mide ve karaciger kanseri), obezite ve fiziksel hareketsizlik (meme
ve kolorektal kanser) ve enfeksiyon kaynakli kanserler (karaciger, mide ve rahim agzi
kanseri) yer almaktadir. Geleneksel olarak; cerrahi uygulamalar, kemoterapi ve
radyoterapi, Kanser igin baslica tedavilerdir. Ancak bu tedavilerin yan etkiler, pahali
tan1 ve tedavi gibi dezavantajlari vardir (Cho 2010). Bu nedenle, tibbi bitkiler, bu
dezavantajlarin bazilarin1 hafiflettiklerinden, anti-kanser arastirmalarinda 6nemli

derecede ilgi kaynagi olmustur.

Kanserin en yaygin tedavisi, genellikle yan etkileri olan kemoterapidir. Bu
nedenle, daha etkili ve toksik olmayan alternatif bir yontem bulmak gerekmektedir.
Son yillarda mantarlar, tibbi degerlerinden dolay1 fonksiyonel gida ve ilag kaynagi
olarak biiyiik ilgi gérmiistiir. Mantarlardan elde edilen polisakkaritler ve polisakkarit-
protein kompleksleri gibi biyoaktif bilesikler terapotik ozelliklere sahiptir. Yapilan
caligmalarda bu bilesiklerin viicuda herhangi bir zarar vermedigi, ek stres
olusturmadigi, bunun yani sira gevresel ve biyolojik strese viicudun uyum saglamasina
yardimci oldugu gosterilmistir. Kanser aragtirmalarinin temel hedefi de daha az yan

etkisi olan etkili tedavilerdir.

Mantar polisakkaritleri, antitimor etkilerini esas olarak organizmanin
bagisiklik tepkisinin aktivasyonu yoluyla gerceklestirir. Bu maddeler biyolojik tepki
degistiriciler olarak kabul edilir (Wasser ve Weis 1999, Liao ve dig. 2013). Temel
olarak, bu sunu gosterir: (1) viicuda zarar vermezler ve viicut iizerinde ek bir stres
olusturmazlar; (2) viicudun ¢esitli ¢evresel ve biyolojik strese uyum saglamasina
yardimci olurlar ve (3) sinir, hormon veya bagisiklik sistemini uyararak diizenleyici
islevleri desteklemektedir. (Brekhman 1980). Bagisiklik sistemi ile etkilesime
girebilen maddeler, enflamatuvar yanitin inhibisyonuna sebep olabilmektedir. Bir
maddenin, bagisiklik tepkisini artirip artirmadigi veya baskiladigi, s6z konusu
maddenin dozu, uygulama yolu ve uygulama zamanlamasi gibi bir¢ok faktore baghidir

(Tzianabos 2000).



Cesitli caligmalar, farklt mantar tiirlerinden elde edilen ekstraktlarin ve
bilesiklerin antitlimor potansiyelini dogrulamistir (Lindequist ve dig. 2005, Ferreira ve
dig. 2010, Lemieszek ve Rzeski 2012). Bu nedenle, tiimor hiicrelerinde apoptozu
indiikleyen mantar ekstraktlarinin tanimlanmasi, kimyasal karakterizasyonu ve
yapilarinin aydinlatilmas: kanser tedavisinde ila¢ olarak kullanilabilecek yeni

bilesiklerin kesfedilmesini saglayabilecektir.

Cesitli glikozidik baglara sahip, farkli yapida monosakkaritler i¢eren, heterojen
polisakkaritlerin ekstraksiyonu bir karisim olarak elde edilebilmektedir. Bunlar;
genellikle B-glukan’lar yani B-1,6 ve B-1,3 karisimidir ve antikarsinojenik aktiviteden
en ¢ok sorumlu olan B-glukanlar bunlardir. Genel olarak, daha fazla 1,6-baglantisi olan
B-glukanlar daha az aktiviteye sahiptir (Franz 1989). Ayn1 zamanda, ana zincir ve yan
dallarin baglantilarindan ayr1 olarak, dallanma derecesi de polisakkaritlerin
immiinoterapétik etkilerine biiyiik ol¢iide katki saglamaktadir (Yadomae ve Ohno

1996).

Lentinan, makrofajlardan tiimér nekroz faktorii (TNF)-a {retimini
tetikleyebilen ve en iyi bilinen immiinomodiilatorlerden biridir (Abel ve dig. 1989).
Lentinan’1n, timor bilyiimesinin baskilanmasi yaninda sitotoksik T lenfositlerinin ve
makrofajlarin  iiretimini  ve diger spesifik olmayan bagisiklik tepkilerinin

indiiklenmesini sagladigi gosterilmistir (Chihara ve dig. 1986, Wasser ve Weis 1999).

Ornegin, Japonya gibi bazi iilkelerde bazi mantar fraksiyonlar1 ve bilesiklerinin
kanser tedavisinde kullanilmasi onaylanmistir. PSP ve PSK (polisakkarit-K) (Zaidman
ve dig. 2005), lentinan (Ina ve dig. 2013) ve sizofilan (Sullivan ve dig. 2006) bunlardan
bazilaridir. Bu nedenle, biyoaktiviteden sorumlu bilesiklerin tanimlanmasi, farmasétik

formiilasyonlarin gelistirilmesi i¢in ¢ok dnemlidir.



1.1.2.2 Polisakkaritlerin Antioksidan ve Antienflamatuvar Etkileri

Insan viicudunda hiicresel metabolizma sirasinda  (diger aerobik
organizmalarda da oldugu gibi) serbest radikaller ve reaktif tiirleri tiretilmektedir. Bu,
elektron tasima zincirinden elektronlarin  sizmasi, hiicre sinyalizasyonu,
homeostazinin diizenlenmesi veya patojenlere karst savunma gibi metabolik
stireclerde farkli sekillerde meydana gelebilmektedir (Halliwell 2011). Reaktifler cok
kararsizdir ve viicudun bunlara maruz kalmasi, onlar1 yok etmek i¢in endojen savunma
mekanizmalarinin (enzimatik veya enzimatik olmayan) gelismesine yol agmaktadir
(Ferreira ve dig. 2009). Bu nedenle normal fizyolojik kosullarda reaktif tiirlerin
tiretimi, antioksidan savunma mekanizmalar1 tarafindan dengede tutulur. Bununla
birlikte, bu denge antioksidan iiretimindeki degisiklikler, yiliksek oksijen seviyelerine
maruz kalma, UV ve kimyasallara maruz kalma gibi c¢esitli faktdrlerden
etkilenebilmektedir. Bu durum serbest radikal {iretimini artirma egiliminde oldugunda
(antioksidanlarin kapasitesinin {izerinde) viicut oksidatif stres altina girmektedir

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

Serbest radikaller, dis yoriingesinde eslesmemis elektronlar1 olan atom veya
molekiiller olarak adlandirilmaktadir (Halliwell ve Gutteridge 2015). Bu radikaller ¢ok
kararsizdir ve kararli hale gelebilmek i¢in diger molekiillerden elektron yakalama
egilimindedir. Serbest radikaller (oksijen kaynakli) ROS ve nitrojen kaynakli (RNS)
olabilmektedirler. Bunlar, “birincil ROS” olarak kabul edilen siiperoksit (027),
hidroksil (OH"), lipit peroksil (ROO") ve “ikincil ROS” olarak tanimlanan hidrojen
peroksiti (H202) igermektedir (Pham-Huy ve dig. 2008).

Daha 6nce de belirtildigi gibi, insanlarda savunma sistemi karmasiktir ve bir
anlamda da birbirini tamamlayan rollere sahip birgok hiicre tipini igcermektedir.
Enflamatuvar yanitla ilgili hiicreler, dogal bagisiklik elemanlarindan nétrofiller,
monositler ve makrofajlar gibi fagositlerdir (Janeway ve Medzhitov 2002).
Makrofajlar, savunmanin ilk basamagidir. Ek olarak, makrofajlar, adaptif bagisiklig
da modiile etmek i¢in T lenfositleri ile etkilesime girebilmektedir (Dalmo ve Bogwald
2008, Brown ve Gordon 2008).

Makrofajlar, nétrofiller, dogal oldiiriicii hiicreler (natural Killer; NK) ve

dendritik hiicreler (DC) iceren dogal bagisiklik sistemi, sitokinler tarafindan aktive



olarak diizenlenmektedir (Chijioke ve Miinz 2013). Mononiikleer fagosit sistemi
(6rnegin, makrofajlar ve monositler), DC'ler ve belirli lenfositler (6rnegin, NK
hiicreleri), anormal hiicrelerin taninmasini ve yok edilmesini igeren ¢ok sayida dnemli
islevi yerine getirmektedir. Anormal hiicrelere veya dokulara kars1 spesifik bagisiklik,
hiimoral (6rnegin, antikorlar) ve hiicre aracili bagisiklik (ayn1 zamanda enflamatuvar
tepkileri artirmakta) siireclerini igermektedir. Bu nedenle, yeterince islevsel bir
bagisiklik tepkisi, timor hiicrelerinin taninmasi ve yok edilmesi igin kritik dneme
sahiptir (Moradali ve dig. 2007). Ornegin, aktive edilmis fagositler, fagositoz yoluyla
patojenleri ortadan kaldirabilmektedir. Makrofajlar, 6lii hiicreleri ve hiicre igi
patojenleri hedeflemekte ve uzaklagtirmaktadir (Munz ve dig. 2005).

Cok sayida calisma, bitkilerden elde edilen polisakkaritlerin yiiksek
antioksidan ve immiinomodiilator dzelliklere sahip oldugunu gostermistir (Kardosova
ve Machova 2006, Zhang ve dig. 2012, Boudjeko ve dig. 2015). Bu bilesiklerin,
bagisiklik hiicreleri ile etkilesime girerek bir dizi tepki tirettigi gosterilmistir. Bu tiir
tepkiler sunlar1 icermektedir: (1) tiimor hiicrelerine ve mikroorganizmalara karsi
makrofaj aktivitesinin indiiklenmesi, (2) fagositik aktivitenin artmasi ve tiimor nekroz
faktorii (TNF-a), interlokin (IL) gibi sitokinler ve kemokinlerin (IL-6, IL-8, I1L-12,
IFN-y ve IFN-B) tliretiminin artmasi (Schepetkin ve Quinn 2006).

Son caligmalar, mantar ekstraktlarinin tiimor biliylimesini engelleyerek
bagisiklik fonksiyonu iizerindeki etkisini gostermistir. Tibbi ve yenilebilir mantarlar
tarafindan immiin sistemin uyarilmasi, dogal bagisiklik yoluyla meydana gelmekte ve
tipik olarak fagositik hiicreler tarafindan gerceklestirilmektedir. Bu hiicreler patojenler
ile karsilastiklarinda sitokin ve kemokinlerin iiretilmesiyle bagisikligin daha fazla

uyarilmasi i¢in biyoaktif elementlerle etkilesime girmektedir (Hetland ve dig. 2008).

Mantarlar, NK hiicrelerini, makrofajlar1 ve T hiicrelerini ve bunlarin sitokin
tiretimini etkileyerek bagisiklik sisteminin uyarilmasi i¢in 1,6- ve 1,3-B-glukanlar gibi
etkili bilesikler igermektedir (Roupas ve dig. 2012). Istiridye mantari (Kayin mantari)
(Pleurotus tiirleri), immiin yanit1 baslatan biyoaktif bilesikler icermektedir. Icerdigi
polisakkarit-peptid kompleksleri, ubikuitin benzeri proteinler, B-glukanlar ve
glikoprotein gibi biyoaktif elementler ile bagisiklik sistemini uyararak, mekanizmanin
giiclenmesinde gérev almaktadir (Adebayo ve dig. 2012%P). Yenilebilir ve tibbi bir

mantar olarak tanimlanan Agaricus blazei Murill'in de immiin sistemi uyarici bir etkiye
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sahip oldugu bildirilmistir (Hetland 2008, Lima ve dig. 2011). Oyle ki, birkag giin
%0,5-5 oraninda oral yoldan tiiketilmesinin, kanda sitokin {retimini artirdig
raporlanmustir. 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 tiirlerinin de igerdikleri
interferon-gama (IFN-y) ve lipopolisakkaritler (LPS) ile antienflamatuvar aktiviteye

sahip olduklar1 gosterilmistir (Pandimeena ve dig. 2015, Drori ve dig. 2016).

LPS, makrofajlar1 aktive ederek antienflamatuvar etki gostermektedir. Ote
yandan, mantarlar antienflamatuvar 6zellik gostermektedir ve tiiketilmeleri viicutta
Nitrik oksit (NO) iretimini engellemektedir (Gunawardena ve dig. 2014). P.
ostreatus'tan saflastirilan sekonder bir metabolit olan lektin, hiicresel ve hiimoral
bagisiklik yoluyla enflamatuvar yanit1 indiiklemektedir (Gao ve dig. 2013). Agaricus
blazei’nin, transgenik farelerde hepatit B viriisii (HBV)-DNA asis1 i¢in bir koruyucu
olarak c¢alistigi (Chen ve dig. 2004) ve sulu ekstraktinin oral uygulanmasinin, bir

antifungal ila¢ olan nistatin’in neden oldugu 6demi inhibe ettigi raporlanmistir

(Padilha ve dig. 2009).

“Oliimsiizliik mantar1” olarak kabul edilen Ganoderma lucidum (Curtis) P.
Karst, Cin ve Japonya'da insanlar tarafindan cesitli hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Shiao 2003). Ana bilesen olarak [B-D-glukan ile G.
lucidum'dan elde edilen ekstraktinin, T hiicrelerinin IL-1p, IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-6
gibi sitokinleri liretmesi i¢in uyarilmasinda etkili oldugu gosterilmistir (Tang ve dig.

2004, Watanabe ve dig. 2011).

B-D-glukan disinda, Trametes versicolor'dan elde edilen polisakkarit-protein
komplekslerinin, makrofajlar gibi T hiicrelerine ve antijen sunan hiicrelere 6zgii
immiino-uyaricilar olarak islev gordiigi saptanmistir (Tzianabos 2000). Yine
polisakkarit-protein komplekslerinin, yardimct T hiicrelerinin uyarilmasinda ve
dolayistyla CD4+/CD8+ oranmi arttirmada etkili oldugu gosterilmistir (Liang ve
Wang 1996).

Bilesiklerin, 6zellikle B-D-glukan tiirevlerinin, bagisiklik sisteminin hiicresel
ve hiimoral bilesenlerini tetikledigi ve boylece makrofajlarin, mononiikleer hiicrelerin

ve notrofillerin fonksiyonel aktivitesini arttirdig1 ¢ok sayida ¢alisma rapor edilmistir
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(Zimmerman ve dig. 1998, Wakshull ve dig. 1999, Ilwabuchi ve dig. 2022). B-D-
glukanlar, insanlar tarafindan sentezlenmedikleri i¢in insan bagisiklik sistemleri
tarafindan yabanci molekiiller olarak taninmaktadir. Bu bilesikler hem dogustan gelen
hem de adaptif (edinilmis) bagisiklik tepkilere neden olabilmektedir (Brown ve
Gordon 2005). Viicudun patojene veya patojen kaynakli molekiillere ve kendiliginden
olusan kotii huylu timoér hiicrelerine karsi savunmasi, dogustan gelen ve edinilmis
bagisiklik tepkilerinin etkilesiminden olugsmaktadir (Dunn ve dig. 2002, Janeway ve
Medzhitov 2002, Trinchieri 2003).

Pleurotus spp. gesitli polisakkaritlere, dzellikle de heteropolisakkaritlere ve
glukanlara sahiptir (Kanagasabapathy ve dig. 2012, Ruthes ve dig. 2016, Baeva ve dig.
2019). Bunlarin anti-tiimor, antioksidan, antienflamatuvar ve immiinomodiilatér
aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir (Barbosa ve dig. 2020). Yine Phallus
atrovovatus'un, agirlikli olarak B-glukan ve a-glukan fraksiyonlar1 olmak tizere bol
miktarda polisakkaritlere sahip oldugu bilinmektedir. Bu polisakkaritler, bagisiklik
sistemi modiile edici aktivite ve yiliksek antienflamatuvar aktivite sergilemistir

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

1.1.2.3 Polisakkaritlerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Yerel topluluklarda mantarlarin oksiiriik, kizamik tedavisi veya agri kesici
olarak etnobotanik kullanimi raporlanmistir (Garibay-Orijel ve dig. 2007, Linnakoski
ve dig. 2018, Yasin ve dig. 2019, Carvalho ve Barata 2019). Mantarlarin, genellikle
hiicre duvart ile iliskili olan, biyolojik olarak aktif bilesikler iirettigi gosterilmistir ve
bunlarin, bagisiklik sisteminin indiiklenmesi ve tiimor gelisiminin inhibisyonuna
katkida bulundugu 6ne siiriilmiistiir (Guerra ve dig. 2007, Kim ve dig. 2007, Zhang ve
dig. 2007, Ribeiro ve dig. 2009, Synytsya ve dig. 2009, Hetland ve dig. 2011). Ek
olarak mantarlar, antibakteriyel ilaclarin potansiyel kaynaklaridir, ¢linkii antibiyotik
arastirmalart ilk olarak mantarlarda baglamis ve basarili sonuglar alinmistir (Opige ve

dig. 2006).

Son yillarda, bulasict hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan

antimikrobiyal ilaglarin  gelisiglizel kullanimi nedeniyle insan patojenik
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mikroorganizmalarinda direng yayginlasmistir (Gallo ve Puglia 2013, Wang ve dig.
2021, WHO 2022). Bu durum bilim insanlarint yeni antimikrobiyal ajanlar olarak
kullanilmak tizere ¢esitli kaynaklar aramaya zorlamistir. Bilim insanlari, yeni terapotik
alternatifler ararken, bir¢ok mantar tiirii iizerinde ¢alismis ve icerdikleri biyoaktif
bilesiklerin hem gram pozitif hem de gram negatif bakteriler iizerindeki antimikrobiyal
etkileri in vitro ¢alismalarla dogrulanmisgtir (Turkoglu ve dig. 2007, Kalyoncu ve dig.
2010, Kosanic ve dig. 2012, Castillo ve dig. 2018, Berteli ve dig. 2021).

Antimikrobiyal terimi, antibakteriyal, antifungal, antiviral ve anti-parazit
ilaglart igeren c¢ok cesitli farmasotik ajani igermektedir (Leekha ve dig. 2011).
Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi son derece 6nemlidir. Mevcut antibiyotikler ¢ok
cesitli olmasina ragmen (6rnegin, aminoglikozitler, B-laktamlar, oksazolidinonlar,
linkozamidler, kinolonlar), bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi, bakteriyel direncin
gelismesi nedeniyle giderek daha karmasik hale gelmistir (Gualerzi ve dig. 2013).
Antibiyotikler, bakteri hiicre duvarinin sentezini engelleyerek, protein veya niikleik
asit sentezini inhibe ederek, metabolizmay1 inhibe ederek veya plazma zarin1 degrade

ederek etki gostermektedir (Gallo ve Puglia 2013).

Bakteriyel direng, bakteri tiirlerinin belirli antibiyotik simiflarina direngli
oldugu anlamina gelmektedir. Ayrica direng kazanilabilmekte, bu da baslangigta
duyarli olan popiilasyonlarin bir maddeye karsi1 direngli hale geldigi ve onun varliginda

cogalabildigi anlamina gelmektedir (Russell 1999).

Bu direng durumu, antibakteriyel ajanlarin heniiz etkisini gésteremeden onlari
yok eden enzimleri kodlayan genlerin edinilmesiyle gelistirilebilmektedir. Ayrica
bakteriler, antimikrobiyal ajanlarin hiicre 1i¢i hedeflere erisimini kisitlayan
mutasyonlara da ugrayabilmektedir (Tenover 2006). Tim bu nedenlerle
antibiyotiklerin gelistirilmesi son yillarin en 6nemli bilimsel zorluklarindan biri
olmustur. Diren¢ olgusu nedeniyle daha once tedavi edilen bakteriyel hastaliklar
giiniimiizde ciddi problemler olusturabilmektedir. Ornegin, Klebsiella spp. ve
Escherichia coli tiirleri antibiyotiklere kars1 direng gelistiren mikroorganizmalardan
bazilaridir. Bu bakteri tilirleri hem hastanelerde hem de toplumda sik karsilasilan

tirlerdir (Alcon ve dig. 2003, Peralta ve dig. 2012). Bu mikroorganizmalar,
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penisilinler, monobaktamlar ve ¢ogu sefalosporin gibi beta-laktam antibiyotiklerin
¢oguna direng olusturan genisletilmis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL)
iretmektedir. Coklu ilaca direngli bakterilerin neden oldugu bilinen enfeksiyonlarin
tedavisi icin, karbapenemler gibi genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanilmasi
onerilmektedir (Peralta ve dig. 2012). Coklu antibiyotik direnci gelistirdigi iyi bilinen
bir diger Gram negatif bakteri grubu Pseudomonas cinsidir. Bu cins, igme suyu da
dahil olmak iizere sulu ortamlarda yaygin olmasina ragmen, hayvanlari ve insanlari

enfekte eden firsat¢1 patojenler olarak kabul edilen tiirleri igermektedir.

Pseudomonas aeruginosa bu cinsin en ¢ok ¢alisilan patojenidir ve hem saglikli
hem de bagisiklig1 baskilanmis kisilerde ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir (Mena
ve Gerba 2009). Pseudomonas cinsi aminoglikozitlere, karbapenemiklere ve
sefalosporinlere kars1 direnglidir (Jacome ve dig. 2012). Gram-pozitif bakterilerle ilgili
olarak, MRSA (Metisilin direngli Staphylococcus aureus), vankomisine direngli
Enterokoklar ile hastane vakalarinda ve diger enfeksiyonlarin yaygin bir nedeni olarak
bilinmektedir (Barrett ve dig. 1968, Aires de Sousa ve de Lancastre 2003, Alcoceba
ve dig. 2007, Jacome ve dig. 2012).

Baz1 arastirmalar, mantarlarin mikotoksin iiretiminin inhibitorleri oldugunu
One slirmektedir. L. edodes ve Trametes versicolor (L.) Lloyd'dan elde edilen kiiltiir
ekstraktlari, umut verici aflatoksin inhibe edici etkiler ortaya ¢ikarmistir (Reverberi ve
dig. 2005). Ozellikle L. edodes ve Phellinus linteus (Berkeley & M. A. Curtis)
Teng‘ten elde edilen bazi mantar ekstraktlarinin MRSA gibi yiiksek direngli
bakterilere kars1 dahi etkili oldugu bildirilmistir (Hearst ve dig. 2009).

Mantarlardan izole edilen B-D-glukan’larin in-vivo olarak Streptococcus spp.,
Escherichia spp. ve Candida spp. gibi bazi patojenlerin sebep oldugu enfeksiyonlarda
immiin yaniti uyararak koruyucu etki gosterdigi kanmitlanmistir (Kokoshis 1978,
Rasmussen ve Seljelid 1991). Yine P. ostreatus’tan izole edilen f-glukan’in sporculari

solunum yolu enfeksiyonlarindan korudugu bildirilmistir (Bergendiova ve dig. 2011).

Manna ve ark. ¢alismasinda, bir Lentinus squarrosulus (Mont.) mantarindan
ekstrakte edilen hetero-polisakkaritlerden izole edilen nanopartikiil yapilarinin E. coli

ve diger bakterilere karst etkili oldugu gosterilmistir (Manna ve dig. 2015). Bu
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nanopartikiillerin, bakteri ve viriisleri inhibe etmede normal partikiillerden daha etkili
oldugu raporlanmistir. Mantar polisakkaritleri, fareleri LPS kaynakl1 septik soka kars1
korudugu ile ilgili in-vivo ¢alismalar da bulunmaktadir (Kim ve dig. 2003, Yang ve
dig. 2019). L. edodes ekstraktlarinin da oral patojenlere karsi etkili oldugu
gosterilmistir (Papetti ve dig. 2018).

Hericium erinaceus (Bull.) Pers.’ten elde edilen polisakkaritler, antioksidan
aktivitelerinden dolay1 biiyiik ilgi gérmektedir (Han ve dig. 2013, Cheng ve dig. 2016,
Wang ve dig. 2017). H. erinaceus tiiriinden elde edilen polisakkaritlerin, énemli
Olciide antioksidan ve kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik aktiviteye sahip olmasimnin
yaninda, insanlarda iilsere ve kansere neden olan Helicobacter pylori'yi de inhibe
edebildigi raporlanmistir (Chen ve dig. 2019, Zhu ve dig. 2014).

1.2 Tez Cahsmasinda Kullanilan Mantarlar

Calismada tlkemizde dogal olarak bulunan dort farkli mantar tiiri
kullanilmistir. Bu mantar tiirlerinden; G. esculante, L. decastes ve A. flettii Dog. Dr.
llgaz Akata, L. chrysorrheus ise Dog¢. Dr. Hakan Alli tarafindan teshis edilmistir.
Polisakkarit ekstreleri Prof. Dr. Mehmet Oztiirk tarafindan Mugla Sitki Kogman
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimii Dogal Uriinler Arastirma

laboratuvarlarinda elde edilmistir.

1.2.1 Gyromitra esculante Pers. ex Fr.

Tirkiye'de dogal olarak yetisen, ¢ig tliketildiginde zehirli olan ancak
pisirildiginde tiiketilebilen ve lezzetli bir gida olan G. esculeante (Pers.) Fr. (Kuzu
gobegi ebesi ve Yalanci kuzu gobegi olarak da bilinmektedir) Avrupa ve Kuzey
Amerika'da yaygin olarak bulunmaktadir (Michelot ve Toth 1991, Dart 2004). Yiiksek
rakimli ve igne yaprakli agaglarin altinda ilkbahar mevsiminde meyve veren G.
esculenta’nin pisirilmeden tiiketimi onerilmemekle birlikte halk tarafindan toplanip
tilketilmekte ve o6zellikle bahar aylarinda Tirkiye'nin batisindaki halk pazarlarinda

ticari olarak satilmaktadir (Sahin ve dig. 2021). Bu g¢alisma i¢in, mantarlar Mugla,
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Fethiye’nin Yesil Uziimlii beldesindeki ormanlik alandan toplanmistir ve Dog. Dr.
Ilgaz Akata (Ankara Universitesi Biyoloji Béliimii, Tiirkiye) tarafindan morfolojik
olarak tanimlanmis. Akata 6998 koduyla Ankara Universitesi Herbaryumu'nda (ANK)

saklanmaktadir.

1.2.2 Lyophyllum decastes (Fr.) Singer

Ciirimekte olan dokiintiiler {izerinde yogun hatta devasa kiimeler halinde
yetisen L. decastes (Fr.) Singer (Tavuk mantar1 olarak da bilinir), genellikle yol
yataklari, ormanlik alanlar ve peyzaj alanlarinda bulunmaktadir. Yaz aylarinda ve
ilkbaharin sonuna kadar yetisen L. decastes yenilebilir bir mantar tiiriidiir (Breitenbach
ve Krinzlin 1991). Bu calisma i¢in, mantarlar Ankara Universitesi Besevler 10. Y1l
Yerleskesi'nden toplanmistir ve Dog. Dr. Ilgaz Akata (Ankara Universitesi Biyoloji
Bolimii, Tirkiye) tarafindan morfolojik olarak tanimlanmistir. Akata 586 koduyla
Ankara Universitesi Herbaryumu'nda (ANK) saklanmaktadir (Akata ve dig. 2019).

1.2.3 Albatrellopsis flettii (Morse ex Pouzar) Audet

A. flettii, Albatrellaceae familyasina ait bir mantar tiiriidiir ve igne yaprakl
ormanlarda yetismektedir. Cins kaydi Tirkiye i¢in yakin zaman Once yapilmistir
(Altuntas 2021). Bu calisma i¢in, mantarlar Balikesir, Kazdag1 Milli Parki’ndaki
Karagam alt1 mevkiinden toplanmistir ve Dog. Dr. Ilgaz Akata (Ankara Universitesi
Biyoloji Boliimii, Tiirkiye) tarafindan morfolojik olarak tanimlanmistir. Akata 7268
koduyla Ankara Universitesi Herbaryumu'nda (ANK) saklanmaktadir (Akata ve dig.
2021).

1.2.4 Lactarius chrysorrheus Fr.

L. chrysorrheus Fr., Russulaceae familyasindadir. Yaygin olarak sart siitlii
mantar olarak bilinen ve birgok iiyesi olan Lactarius cinsinin iiyesidir. Mese gibi genis
yaprakli agaglarin altinda yaygin olarak bulunur (Verbeken 2001, Lamaison ve Polese
2008). Ulkemizde Ege bélgesinde yogun olarak bulunur (Alli ve dig. 2007). Bu
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calisma i¢in, mantarlar Mugla, Mentese'deki Pinus brutia ormanindan toplanmustir.
toplanmistir ve Dog. Dr. Hakan Alli (Mugla Sitki Kogman Universitesi Biyoloji
Bolimii, Tirkiye) tarafindan morfolojik olarak tanimlanmistir. A. 6881 koduyla

Mugla Sitki Kogman Universitesi Herbaryumu'nda saklanmaktadir.
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2. YONTEM

2.1 Malzemeler

2.1.1 Kaullanilan Kimyasallar

Sodyum Kloriir (NaCl, Sigma 7647-14-5), Maya Ekstresi (NEOGEN MCO001),
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 Inhibitér Kokteyli (BioVision K271-500), Dimetil
stilfoksit (DMSO, Carlo Erba 445106), Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (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 Sigir Serumu (FBS, Biowest S1810), Tripan Blue
(Biological Industries 2041813).

2.1.2 Kullanilan Cihazlar

Etiiv (Niive EN055), CO; Inkiibatérii (Niive EC160), Biyogiivenlik Kabini
(Niive MN 120), Santrifiij (Zentrifugen Mikro 200R), Mini Santrifiij (Zentrifugen
EBAZ20), Otoklav (Niive OT40L), -80°C Derin Dondurucu (Niive DF290), Dikey Jel
Sistemi (OmniPAGE, Cleaver Scientific), Yatay Jel Elektroforez Sistemi (Major
Science ME20), Jel Goriintilleme Cihazi (gelLite, Cleaver Scientific), Giig¢ Kaynagi
(Major Science MP-30V), pH Metre (WTW InoLab PH720), Floresan Hiicre Sayici
(Arthur, NanoEntek), Vorteks (Dragon Lab MX-F), Spektofotometre (Epoch,
BioTek), Take 3 NanoDrop Aparati (Epoch, BioTek), Hassas Terazi (Denver
Instrument  SI-234), Calkalamali Inkiibatér (Comecta WY-100), Sonikatér
(BANDELIN SonoPlus HD 2070), Manyetik Karistirict (DAIHAN WiseStir MSH
20A), Isik Mikroskobu (Olympus CX21), Floresan Mikroskobu (Olympus BX53F),
StepOnePlus Gergek Zamanli-PZR Sistemi (Applied Biosystems, Thermo), PCR
(Optimus 96G), Saf Su Cihazi (New Human Power I S-UV).
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2.2  Mantar Tiirlerinin Toplanmasi ve Teshisi

Calismada kullanilan makrofungus ornekleri Balikesir, Mugla ve Ankara
yorelerinden  2018-2019  tarihlerinde  toplanmustir.  Gergeklestirilen — arazi
calismalarinda toplanan 6rneklerin fotografi ¢ekilmis, morfolojik 6zelliklerinin yani
sira ekolojisi, lokalite 6zellikleri, koordinatlart ve substrat tipi kayit altina alinmistir.
Toplanan ornekler i¢in gelismenin tiim evrelerine ait bireylerin bulunmasina 6zen
gosterilmistir. Mantar 6rneklerinin teshisinde stereo ve binokiiler mikroskop
kullanilmistir. Sporlar incelenirken mantarin himenyum tabakasindan ince kesitler
alinarak, lamin iizerinde potasyum hidroksit (%2, %3, %5), %10’luk amonyum
hidroksit ve %5’lik melzer aywract veya kongo kirmizisi ¢dzeltisinden olusan
preparatlar hazirlanmistir. Sporlarin enleri ve boylart mikrometrik okiiler ile dlgiilerek,
10-20 o6lgiimiin en kiigiik ve en yiiksek degeri arasindaki aralik belirlenmis, sporlarin
boyutlar1 tespit edilmis ve elde edilen sporlarin sekli, rengi, ¢eper kalinligi, yiizey
goriinlimii, por varligi, ¢esitli kimyasal ayiraglara verdigi reaksiyonlar, askus iginde
veya bazidyum flizerinde kag¢ tane spor bulundugu teshiste veri olarak kullanilmak
izere not alinmistir. Bunun yaninda himenyumda bulunan askus, bazidyum, sistid ve

seta gibi yapilarin sekil ve boyutlar1 belirlenmistir (Ergonul ve dig. 2012).

2.3 Ekstraksiyon islemleri

Cig haldeki mantar ornekleri iki pargaya boliinerek pargalardan bir kismu
kurutma aparati yardimiyla kurutulurken, diger kismi etiivde 200C’de 20 dakika
inkiibe edilerek kurutulmustur. Kurutma islemlerinin ardindan 6rnekleri 6giitiilerek
toz haline getirilmistir. Su ekstrelerinin elde edilmesi amaciyla, organik ¢oziicii
ekstraksiyonundan geri kalan mantar 6rnekleri 80 C’de sicak su ile ekstre edilmistir.
Su ekstreleri siiziilmiis ve iizerine hacminin 3 kati kadar etanol ilave edilerek molekiil
agirhigr yliksek olan polisakkaritlerin ¢cokmesi saglanmistir. Coken polisakkarit peleti
santrifiijlenerek alinmis ve alkolde ¢oken polisakkarit 6rneklerine “HWEP” kodu
verilmistir. Siipernatant kismi ise [etanol:su, (3:1) karisimi] doner buharlastiric
kullanilarak uzaklastirilmistir ve alkolde ¢oziinen polisakkaritlere ise “HWES” kodu
verilmistir. Bu yontemle elde edilen su ekstreleri etanolde ¢6ziinen ve ¢oziinmeyenler

olarak biiytik 6lciide ayrilmistir (Tel ve dig. 2015).
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2.4 Memeli Hiicre Kiiltiirii ve Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Tez galismasi i¢in kullanilmak {izere mantarlardan izole edilen polisakkarit
ekstraktlarin antienflamatuvar etkileri; miirin makrofaj (RAW264.7) hiicre hatti,
sitotoksik aktiviteleri; insan meme (MDA-MB-231), karaciger (HepG2), kolon (HT-
29), pankreas (PANC-1 ve MIA PaCa-2), serviks (HeLa), endometrial (Ishikawa),
mediiller tiroid (TT) kanser hiicre hatlar1 ve saglikli embriyonik bébrek (HEK293)
hiicre hatt1 lizerinde test edilmistir. Kullanilacak hiicre hatlar1 37°C’de %95 nem ve
%5 CO2 iceren inkiibatorde ve %10 fetal si@ir serumu (FBS), %l
penisilin/streptomisin karigimi iceren RPMI veya DMEM besiyerinde ¢ogaltilarak,
yaklasik %80-90 yogunluga ulastiginda pasajlanmistir. Ozetle, %0,25°lik Tripsin-
EDTA yardimiyla kaldirilan hiicreler, taze besiyeri yardimiyla falkona toplanmis ve
ardindan 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ardindan siipernatant kismi
uzaklastirllmig ve elde edilen pelet taze besiyeri ile ¢Oziilmistiir. Stispansiyondaki
hiicre yogunlugu Tripan mavisi boyast ve Thoma lam1 kullanilarak 1s1k mikroskobu
altinda sayilarak belirlenmistir. Pasajlama isleminin ardindan, polisakkaritlerin
hiicreler {izerindeki sitotoksik aktivitesi MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromid] kimyasali kullanilarak tespit edilmistir. Ozetle, serum fizyolojik
(%0,9 sodyum  Kkloriir) soliisyonu ile ¢o6ziilen polisakkaritler degisik
konsantrasyonlarda hazirlanarak, 96 kuyucuklu plakalara ekilmis hiicrelere (her
kuyucukta ortalama 2x10° hiicre olacak sekilde) uygulanmustir. 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyona birakilan plakalardan siire sonunda besiyeri dikkatlice uzaklastirilarak
100 pL taze besiyeri ortami ile 10 uL MTT soliisyonu (5 mg/ml) eklenmistir. 37°C’de
3 saat inkiibasyonun ardindan ortaya ¢ikan formazon kristalleri 50 uL DMSO
yardimiyla ¢ozilmistiir. Absorbans, bir mikroplaka spektrofotometre okuyucu
kullanilarak 590nm’de 6l¢iilmiistiir. Hiicre canlilig1 yiizdesi, 6rneklerin absorbansinin
kontrol grubu absorbansina boliinmesi ve 100 ile ¢carpilmasi ile hesaplanmistir. Yiizde
hesap kullanilarak elde edilen EC50 (hiicrelerin yarisini 6ldiiren konsantrasyon) degeri

her 6rnek i¢in sonraki ¢alismalarda kullanilmistir (Sahin ve dig. 2021).
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2.5  Koloni Olusturma Kapasitesinin Belirlenmesi

Koloni olusturma kapasitesinin belirlenmesi amaciyla 6 kuyucuklu plakalara
kontrol ve doz gruplari igin her kuyuda 1 x 10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir.
Hicreler 24 saat 37°C’de, %5 CO2’li ortamda inkiibe edildikten sonra sitotoksik
aktivite gostermis ve EC50 dozlari bilinen polisakkaritler uygulanmistir. Hiicrelerin
her 2-3 giinde bir besiyeri ortamlar1 yenilenmis ve inkiibasyona devam edilmistir.
Koloni gelisimi inverted mikroskop ile gézlenmis ve yaklasik 10 giin sonunda gelisen
koloniler once soguk metanolle fikse edilmis, daha sonra 0,4 mg/ml
konsantrasyondaki kristal violet ile boyanmistir. Ardindan ortamdaki fazla boyay1
uzaklastirmak i¢cin PBS ile yikama yapilmis ve boyanmis olan koloniler gece boyu
kurumasi i¢in oda sicakliginda inkiibe edilmistir (Guzman ve dig. 2014). Doz gruplari
ve kontrol grubu fotograflanarak ImageJ programi yardimiyla koloniler sayilmistir
(Schneider ve dig. 2012).

2.6 Invazyon Kapasitesinin Belirlenmesi

Sitotoksik etki gdsteren polisakkaritlerin hiicreler {izerinde invazyon
kapasitesini nasil etkiledigi, invazyon kaplar1 (Trans-well matrigel invasion chamber)
kullanilarak 24 kuyucuklu mikroplakalarda gerceklestirilmistir. Ozetle, invazyon
kuyucuguna serum (%20 FBS) igeren kiiltiir ortami, matrigel membranin (8 pm por
genigligine sahip) iist kismina ise, gece boyunca ilgili polisakkaritin EC50 dozunu
iceren serumsuz kiiltiir ortamima hiicreler ekilmistir. Gece boyunca inkiibasyona
birakilan plakada, membranin iist kisminda kalan invaze olmamis hiicreler pamuk
yardimiyla silinerek temizlenmistir. Membranin alt ylizeyine go¢ etmis hiicre miktari
ise kristal violet ile boyanarak 151k mikroskobu altinda sayilarak degerlendirilmistir

(Zeng ve dig. 2018).

2.7 Migrasyon Etkisinin Belirlenmesi

Sitotoksik etki gosteren polisakkaritlerin migrasyon iizerine etkisini belirlemek
amactyla ilgili hiicreler 6 kuyucuklu mikroplakalara (2x10° hiicre/kuyu) ekilmis ve

%80-90 yogunluga ulastiginda hiicrelerin bulundugu besiyeri uzaklastitilarak fosfat
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tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile ortam nazikge yikanmistir. 200 pL steril pipet ucu
kullanilarak kuyunun zemini diiz bir sekilde ¢izilmis ve bu islemden sonra hiicreler 2
kez PBS ile yikanarak kazinan hiicre artiklar1 uzaklastirilmistir. Kontrol grubu sadece
serumlu besiyerinde kiiltiire edilmis, doz uygulanan grup ise ilgili polisakkaritin EC50
konsantrasyonunu iceren besiyerinde kiiltiire edilmistir. ilk olarak 0. saatte hiicreler
fotograflanmig, kontrol grubu kapanana kadar tiim kuyular 12 saatte bir
fotograflanmistir (Jonkman ve dig. 2014). Son olarak, kontrol ve polisakkarit
uygulanan gruptaki yara kapatma kapasiteleri, fotograflarin ImageJ programi ile analiz

edilmesiyle belirlenmistir.

2.8 Antienflamatuvar Etkilerin Belirlenmesi

Miirin makrofaj (RAW 264.7) hiicre hattinda inflamasyon olusturmak
amaciyla Lipopolisakkarit (LPS) kullanilmistir. Bu kapsamda, RAW264.7 hiicreleri
%10 FBS iceren DMEM besiyerinde, 12 kuyucuklu kiiltiir plakasma 1x10° hiicre
(kuyu basmna) ekilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan fenol
kirmizis1 igermeyen besiyeri icerisinde polisakkarit ornekleri ve 1 pg/mL
konsantrasyonunda LPS uygulanmistir (1 saat sonra). 24 saat inkiibasyonun ardindan
besiyerleri Nitrik oksit (NO) ol¢timleri igin RIPA tamponu iginde toplanarak
parcalanmistir. Tez calismasi kapsaminda nikrik oksit miktar1 diizeyleri Griess
metoduna (Griess 1879) gore belirlenmistir. NO miktar1 RAW264.7 hiicrelerinde LPS
uygulamast ile inflamasyon olusturulmasi sonunda toplanan besiyerinde saptanmustir.
Bu kapsamda, 100 puL Griess reaktifi (%5 fosforik asit i¢inde hazirlanmis %1
silfanilamid ve 9%0,1 naftiletilendiamin) ve toplanan besiyerinden 100 pL
karigtirtlarak 96 kuyucuklu plakada 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmis ve bu
slire sonunda olusan renk 540 nm'de (ODs40) 6l¢iilmiistiir. NO degerini belirlemek igin
farkli konsantrasyonlarda sodyum nitrit (NaNO>) kullanilarak hazirlanan kalibrasyon

egrisi hesaplamada kullanilmistir (Hwang ve dig. 2016).

Ek olarak, ayni uygulama tekrar edilerek Tablo 2.1°de verilen inflamasyonla
iligkili genlerin ekspresyon seviyelerini saptamak icin mRNA diizeyleri Gergek
zamanli PZR yontemi ile kantite edilmistir. Bu amagla, Total RNA izolasyonu, cDNA

sentezi ve Gergek zamanli PZR islemleri “Apoptozda gorev alan genlerin mRNA
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diizeyinde ekspresyonlarinin analizi” baslig1 altindaki materyal ve yontem kullanilarak
gerceklestirilmistir. Calismada GAPDH geni kontrol (house keeping) gen olarak
kullanilmistir ve veriler GAPDH geniyle normalize edilmistir. Tiim genler i¢in primer
dizileri NCBI veri tabaninda kontrol edilmis ve Sentebiolab (Sentegen, Tirkiye)
tarafindan sentezlenmistir. Veriler, GeneGlobe Veri Analiz Merkezi (Qiagen)

tizerindeki araglar kullanilarak analiz edilmistir.

Tablo 2.1: inflamasyon iliskili genlerin primer dizileri.

Gen Primer Dizisi

GAPDH F: CATCACTGCCACCCAGAAGACTG
R: ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG

INOS(NOS2) F: GAGACAGGGAAGTCTGAAGCAC
R: CCAGCAGTAGTTGCTCCTCTTC

COX-2 F: GCGACATACTCAAGCAGGAGCA

R: AGTGGTAACCGCTCAGGTGTTG

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

Belirlenmesi

Bu c¢alismada, en iyi aktiviteyi gosteren polisakkaritlerin ilgili hiicre hatlari
tizerindeki Total oksidan ve total antioksidan diizeyine etkisini arastirmak amaciyla
TAS ve TOS kiti (Rel Assay, TURKIYE) iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
kullanilmigtir. Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmamis, doz grubu igin
MTT yontemiyle sitotoksisitenin  belirlenmesi  sonucu  belirlenen  EC50
konsantrasyonu uygulanmistir. 72 saat uygulamanin ardindan hiicreler RIPA tamponu
yardimiyla toplanarak sonike edilmis ve 30 dakika buzda inkiibe edilmistir. TOS testi
i¢in, 96 kuyucuklu plakaya 200 pL TOS Reaktifi 1 eklenmis ardindan toplanan hiicre
lizati ve TOS standartindan 30 pL ilave edilmistir. 530 nm’de birinci okuma
yapildiktan sonra kuyucuklarin iizerine TOS Reaktifi 2 eklenmis ve 37°C’de 5 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan orbital shaker yardimiyla
calkalanan plakalar 530 nm’de ikinci kez okunmustur. TAS testi i¢in ise, 96 kuyucuklu
plakaya 200 uL TAS Reaktifi 1 eklenmis ardindan toplanan hiicre lizat1 ve TAS
standartindan 15 pL ilave edilmistir. 660 nm’de birinci okuma yapildiktan sonra

kuyucuklarin tizerine 30 pL TAS Reaktifi 2 eklenmis ve 37°C’de 5 dakika
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inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan orbital shaker yardimiyla
calkalanan plakalar 660 nm’de ikinci kez okunmustur. Oksidatif stres indeksi (OSlI),
TAS’1in TOS’a boliiniip 100 ile ¢arpilmasiyla hesaplanmistir (Sevindik ve Bal 2021).

2.10 Apoptozun Belirlenmesi

Apoptozun belirlenmesi i¢in Annexin V-FITC/PI Apoptoz kiti (BioVision)
tiretici firmanin talimatlari dogrultusunda kullanilmistir. En iyi aktiviteye sahip
polisakkaritlerin EC50 degerleri kullanilarak 6 kuyucuklu plakalarda 72 saat uygulama
yapilmigtir. Daha sonra hiicreler PBS ile yikanarak Tripsin-EDTA yardimiyla
kaldirilmigtir. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilen hiicreler, PBS ile yikanarak tekrar
santrifiij edilmistir. Daha sonra slipernatant uzaklastirilmis ve temiz pelet kitte yer alan
baglanma tamponu ile ¢oziilmiistiir. Hiicre siispansiyonu {izerine 5 pL. Annexin V ve
2 uL PI boyalar eklenerek tekrar karigtirilmigtir. Ornekler 20 dakika siireyle karanlik
ortamda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan 20 pL hacimde slayta
yiklenen oOrnekler floresans imaj sitometri cihazinda (Arthur, NanoEntek)
goriintiilenerek canli, apoptotik ve nekrotik hiicre yiizdeleri elde edilmistir (Sahin ve
dig. 2021).

2.11 Toplam RNA’nmin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi

Total RNA izolasyonu Analytik Jena markasinin innuPREP RNA Mini Kit’i
kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi prosediir uygulanarak gerceklestirilmistir. Bu
amacla, 6 kuyucuklu plakaya ekilen 3x10° hiicreler 72 saat etkili polisakkarit
ekstraktlarinin EC50 dozuyla muamele edilmistir. Daha sonra, kitte yer alan parcalama
tamponu ile toplanan hiicre lizat1 2 dakika siireyle oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan bir alici tiipiin igerisine yerlestirilen D ¢evirme filtresi iizerine
aktarilan lizat 11.000g’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatantin tizerine +4°C’de
bekletilen %70’lik ethanol’den 400 pL eklenerek karistirilmis ve baska bir alici tiipiin
igerisine yerlestirilen R ¢evirme filtresine aktarilmistir. 11.000g’de 2 dakika santrifiij
islemi tekrar edilmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Daha sonra, filtre yeni bir alici

tiip lizerine aktarilarak tizerine 500 pL HS yikama soliisyonu eklenmistir. 11.000g’de
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2 dakika santrifiij isleminin ardindan siipernatant tekrar uzaklastirilmis ve filtre yeni
bir alic1 tiipe aktarilmistir. Uzerine 700 pL LS yikama soliisyonu eklenmis ve
11.000g’de 2 dakika santrifiij islemi tekrar edilmistir. Bu islemin ardindan, siipernatant
uzaklastirilmis ve filtre 11.000g’de 3 dakika tekrar santrifiij edilmistir. Son olarak,
filtre steril ependorf iizerine aktarilarak lizerine 45 pL RNaz icermeyen steril su
eklenmistir. 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edilen filtre 11.000g’de 1 dakika
santrifiij edilmis ve elde edilen toplam RNA’lar -80°C dondurucuda muhafaza
edilmistir. Izole edilen RNA’larin kalitesi %1°lik agoroz jel elektroforezinde 18S ve
28S bantlarinin durumuna goére belirlenmis ve Epoch Mikroplaka Okuyuculu
Spektrofotometre (BioTek)’de Take 3 aparat1 yardimiyla 260/280nm dalga boylarinda
Olciilerek miktar1 ve kalitesi belirlenmistir. cDNA sentezi sirasinda 2,5 pg RNA

kullanilmustir.

Izole edilen RNA’larin gériintiilenmesi igin yatay jel -elektroforezi
kullanilmigtir.  %1°lik agaroz jel ile Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tamponu
hazirlanmistir. Hazirlanan jel mikrodalga firinda kontrollii olarak 1sitilmis ve agarozun
¢Oziinmesi saglanmistir. Coziinmiis olan agaroz ¢ozeltisi sogutularak 0,75 pL EtBr
eklenmistir ve elektroforez tablasina dokiilerek jelin polimerlesmesi beklenmistir. Jel
katilagtiktan sonra elektroforez tankina yerlestirilmistir. Kuyucuklara yiiklenen DNA
marker ve RNA’lar elektroforezin (—) kutbuna dogru yerlestirilerek, gii¢c kaynagina
baglanmistir. Elektroforez tanki 1x TAE tamponu ile jelin stii kapanana kadar
doldurulmustur. Sistem, 90 Volt, 500 mA’de 45 dakika yiiriitiilmiistiir. Son olarak, jel
gelLite jel goriintileme cihazi (Cleaver Scientific) yardimiyla goriintiilenmis ve

fotograflanmistir. Kuyucuklara yiiklenen miktarlar Tablo 2.2’de belirtilmistir.

Tablo 2.2: Kuyucuklara yiiklenen RNA ve marker konsantrasyonlari

RNA icin; Marker icin;
5 uL RNA 06rnegi 6 uL kb DNA ladder marker
: Yiiklenen : Yiiklenen
2 uL boya (6x loading dye 2 uL boya (6xloading dye
Hl-boya ( g dye) hacim: Hl- boya g dye) hacim:
8 uL SuL
1uL DNase/RNase free water 2 uL DNase/RNase free water
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2.12 Apoptozda Gorev Alan Genlerin mRNA  Diizeyinde

Ekspresyonlarimin Analizi

Tablo 2.3’te verilen apoptozla iliskili genlerin ekspresyon seviyelerini

saptamak i¢cin mRNA diizeyleri Ger¢ek zamanli PZR yontemi ile kantite edilmistir.

Epoch Mikroplaka Okuyuculu Spektrofotometre (BioTek) ile miktarlar
belirlen RNA’lardan cDNA sentezi ABM markasinin OneScript cDNA Sentez Kiti
kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi prosediir uygulanarak gerceklestirilmistir. Bu
amagla, her ornek i¢in 1 pL Oligo(dT) ve 1 pL ANTP ve RNaz igermeyen steril su
karistirilarak blok 1siticida 65°C’de 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra, her 6rnek igin
4 pL 5X RT Buffer, 0,5 pL RNaseOFF Riboniikleaz Inhibitérii ve 1 pL OneScript
Plus RTase olacak sekilde hazirlanan karisim tiiplere dagitilmis ve 50°C’de 60 dakika,
ardindan 85°C’de 5 dakika bekletilmistir. Sentezlenen cDNA’lar, Ger¢ek zamanli RT-
PZR yapmak iizere -20°C muhafaza edilmistir.

Tablo 2.3’te belirtilen proteinlerin gen ifade diizeylerine etkisini saptamak i¢in,
GenBank/EMBL veri bankalar: taranarak segilen genler i¢in uygun primer dizileri
saptanmigtir. Gergek zamanli PZR islemi KiloGreen MasterMix kiti (abm)
kullanilarak tiretici firmanin 6nerdigi talimatlara gore gergeklestirilmistir. Kisaca, 2,5
uL cDNA (1:1 seyreltilmis), 7 uL KiloGreen floresan boya ve primer karisimi ve 1,5
uL steril su 96 kuyulu plakanin kuyularina yiiklenerek PZR cihazina konulmustur. Her
gen i¢in bu optimizasyon yapilarak uygun kosullar belirlenmistir. Calismada GAPDH
geni kontrol (house keeping) gen olarak kullanilmistir ve veriler GAPDH geniyle
normalize edilmistir. Tim genler i¢in primer dizileri NCBI veri tabaninda kontrol
edilmis ve Sentebiolab (Sentegen, Tiirkiye) tarafindan sentezlenmistir. Veriler,
GeneGlobe Veri Analiz Merkezi (Qiagen) lizerindeki araglar kullanilarak analiz

edilmistir (Sahin ve dig. 2021).
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Tablo 2.3. Apoptoz iligkili genlerin primer dizileri.

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
CASPS8 F: AGAAGAGGGTCATCCTGGGAGA
R: TCAGGACTTCCTTCAAGGCTGC
CASP9 F: GTTTGAGGACCTTCGACCAGCT
R: CAACGTACCAGGAGCCACTCTT

2.13  Protein Tayini

Sitotoksik etkisi tespit edilen polisakkaritlerin EC50 dozlari, 100 mm petri
kaplarina ekilen hiicreler iizerine 96 saat uygulanmig ve polisakkarit uygulanmayan
kontrol hiicreleri ile caligma grubundaki tiim orneklerin besiyeri uzaklastirilmis ve
PBS ile yikanmistir. RIPA (%0,1 Proteaz inhibitoér kokteyli igeren) tamponu
yardimiyla toplanan hiicreler sonike edilerek 30 dakika buzda inkiibe edilmistir.
Ardindan 4°C’de ve 10.000g’de 15 dakika santrifiij edilen Orneklerin siipernatant

kismi1 alinmustir.

Orneklerin protein konsantrasyonu, BCA Protein Assay kiti (BioVision) iiretici
firmanm talimatlar1 dogrultusunda kullanilarak tespit edilmistir. Kisaca, BCA
standart1 (10 mg/mL) ile protein drnekleri 96 kuyulu plakaya dagitilan BCA g¢alisma
reaktifi (bikinkoninik asit, sodyum karbonat, sodyum bikarbonat, sodyum tartarat ve

bakir(IT)siilfat pentahidrat igeren) lizerine eklenmis ve 37°C’de 30 dakika inkiibe

27



edilmistir. Daha sonra, plaka oda sicakliginda 5 dakika sogumaya birakilmig ve bir
mikroplaka spektrofotometre okuyucu kullanilarak 562 nm’de (ODsg2) absorbans

degerleri Ol¢lilmiistiir.

2.14 Protein Ekspresyon Diizeylerinin Tespit Edilmesi

Protein ekspresyon diizeylerinin tespit edilmesi i¢in OmniPAGE Dikey Jel
Sistemi (Cleaver Scientific) kullanmilmistir. Elektroforez, iki fazli akrilamid jel
tizerinde gerceklestirildi. Bu amagla %8,5’luk ayrisma jeli ve %4’liikk yiikleme jeli,
Tablo 2.4°te belirtildigi sekilde hazirlanmistir (Laemmli 1970).

Tablo 2.4. Ayristirma ve yiikleme jellerinin hazirlanmasi

Jel igerigi Ayristirma jeli (%8,5)  Yiikleme jeli (%4)
Akrilamid/ Bisakrilamid 2,85 ml 0,75 ml

Distile su 45ml 2,5ml
Tris-HCI pH 8,8 2,5ml
Tamponu pH 6,8 1,25 ml

%10 SDS 0,15 ml 0,1 ml

APS 0,05 ml 0,025 ml
TEMED 0,0065 mi 0,005 ml

Cam plakalar, jelin dokiilecegi standlara yerlestirilip plakalar arasina dnce
ayristirma jeli dokiilmiis, polimerlesmesinin ardindan yiikleme jeli dokiilerek oda
sicakliginda beklenmistir. Daha sonra, molekiil agirliklar bilinen proteinleri igeren
Opti-Protein Marker (ABM) ve BCA yontemiyle konsantrasyonlari esit miktara
getirilen 6rnekler (200 ng/30 pL) jele yiiklenerek elektroforez baslatilmistir. 1x
elektroforez tamponu varliginda, numunelerin ayrisma jeline kadar beraber ilerlemesi
igin sitemin akimi 6nce 20 mA’e (200 Volt), daha sonra ayrisma i¢in 25 mA’e

ayarlanarak elektroforez islemi gergeklestirilmistir.

Elektroforez sonunda cam plakalardan ayrilan jel, 1x transfer tamponu
igerisinde nitroseliiloz membran ile sandviglenmistir. Bu amacla kullanilacak olan
nitroseliiloz membran, siingerler ve filtre kagitlar1 soguk 1x transfer tamponu ile iyice
islatilmistir. Sandvi¢ i¢in, katottan anota dogru sirasiyla siinger, filtre kagidi, jel,

nitroseliiloz membran, filtre kagidi ve slinger sandvi¢ aparati igerisinde lst iiste
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gelecek sekilde yerlestirilmis ve aparat kapatilmistir. Hazirlanan sandvig transfer
tankina yerlestirilmistir. Transfer islemi, 1x tampon igerisinde +4°C’de 90 Volt ve 400

mA’de 90 dakika gergeklestirilmistir.

Transfer iglemi tamamlandiktan sonra sandvi¢ aparatinin igerisinden alinan
membranlar, dnce non-spesifik baglanmalarin engellenmesi i¢in %5’lik bloklama
soliisyonu ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra, membranlar
primer antikora alinarak 4°C’de gece boyu inkiibe edilmistir. Ardindan sekonder
antikorlarla 1 saat inkiibe edilen membranlar goriintiileme i¢in, Ey ve Ashman (1986)
tarafindan tanimlanan Alkalen Fosfataz (ALP) substrat ¢ozeltisi (1,5 M Tris-HCI (pH
8.8), 1 M NaCl, 100 mM MgCl, 100 mM ZnClz, Dietanolamin, NBT (Nitroblue
tetrazolium), PMS ve BCIP (5-bromo-4-kloro-indol-fosfat) ile yaklasik 5 dakika
inkiibe edilmistir. Gorlintii elde edildikten sonra blot kurutularak karanlik ortamda

folyo icerisinde saklanmustir.

Protein ekspresyon diizeyleri, membranlarin ¢ekilen fotograflar1 kullanilarak

ImageJ uygulamasi yardimiyla densitometrik olarak analiz edilmistir.

2.15 Antibiyofilm Aktivitenin Belirlenmesi

Polisakkaritlerin antibiyofilm etkisini belirlemek i¢in kullanilan insan patojeni
maya ve bakteri tiirleri Tablo 2.5’te verilmistir. Maya tiirlerinden Candida glabrata
Ege Universitesi T1p Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Candida albicans,
Candida kruseii ve Candida tropicalis tiirleri Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Temel ve
Endiistriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dali (Dog. Dr. Ozlem Abac1 Giinyar) ve patojen
bakteriler ise Pamukkale Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii, Bakteriyoloji

Aragtirma Laboratuvari kiiltiir stoklarindan temin edilmistir.

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 ortaminda 37°C’de
kiiltiirlenmistir. Maya tiirleri ise Sabouraud Dextrose Broth (BD Difco) besi ortaminda
37°C’de inkiibatorde gelistirilmistir. Antibiyofilm aktivite tayini, hiicre yogunlugu
McFarland 0,5 olacak sekilde, polisakkaritlerin farkli konsantrasyonlari (10-50
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mg/mL) uygulanan 96 kuyulu plakalarda XTT kiti (SKU: 20-300-1000, Biological

Industries) yardimiyla degerlendirilmistir.

Tablo 2.5. Calismada kullanilan bakteri ve maya tiirleri.

Bakteri tiirleri

Staphylococcus aureus ATCC 29213
Escherichia coli ATCC 10536
Bacillus cereus RSKK 863

Bacillus pumilus NRRL-BD-142
Enterococcus faecalis ATCC 19433
Pseudomonas aeruginosa PAO1
Streptococcus mutans ATCC 2517
Maya tiirleri

Candida albicans ATCC 64548
Candida tropicalis RSKK 665
Candida glabrata (klinik izolat)
Candida kruseii ATCC 22019

Bu amagla, 96 kuyulu plakalarda 3 tekrarli olarak ¢alisilan ve polisakkaritlerin
farkli dozlar1 uygulanan kuyular 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilerek
biyofilm olusumu saglanmistir. Daha sonra kuyular PBS ile yikanarak planktonik
hiicreler uzaklagtirilmistir. Ardindan, 45 dakika 37°C’de kurumaya birakilan plakalara
50 uL XTT reaktifi eklenerek 5 saat inkiibasyona birakilmistir. Olugan turuncu rengin
absorbans1 bir mikroplaka okuyuculu spektrofotometre yardimiyla okunmustur.
Spesifik absorbans, 450 nm absorbans degerinden 630 nm absorbans degerinin
¢ikarilmast ile elde edilmis ve hiicre canliligi yilizdesi, 6rneklerin absorbansinin kontrol
grubu absorbansima boliinmesi ve 100 ile ¢arpilmasi ile hesaplanmistir. Tim
caligmalarda kontrol grubu olarak polisakkarit icermeyen hiicre kiiltiiri kullanilmistir

(Daikh ve dig. 2020).

2.16  Antibiyofilm Aktivitenin Floresan Goriintiileme ile Analizi

Maksimum antibiyofilm etkisi gosteren polisakkaritlerin etkili dozlar1 ve hiicre
kiltiirti igeren kuyulara 14 mm’lik steril yuvarlak lameller ilave edilmistir. Lamel
ylizeyinde biyofilm olusumu i¢in 6rnekler 96 saat inkiibe edilmis ve siire sonunda

lamerl yiizeyine tutunmayan hiicreler dH20 ile yikanarak uzaklastirilmistir. Daha
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sonra lameller KiloGreen ve Propidyum iyodiir (PI) boya karisimi (1:3) igeren steril
su ile muamele edilerek karanlik ortamda 15 dakika bekletilmistir. Kontrol grubu ve
polisakkarit uygulanan 6rnekler floresan mikroskopta 100X biiylitmede incelenmistir
(Daikh ve dig. 2020).

2.17 Iistatistiksel Analiz

Tiim veriler ii¢ tekrar halinde 6l¢lilmiis ve sonuglar ortalama + standart sapma
olarak sunulmustur. Kontrol ve doz uygulanan gruplar tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) kullanilarak karsilastirnlmistir. Istatistiksel hesaplamalar igin GraphPad
Prism v.9 uygulamasi kullanilmistir ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 MTT Metoduyla Hiicre Canlihgin Belirlenmesi

Tez galismasinda yer alan hiicre hatlar1 {izerinde farkli konsantrasyonlarda
polisakkarit drneklerinin 24, 48 ve 72 saat uygulanmasi sonucunda hiicre canliliginin
belirlenmesi amaciyla MTT metodu kullanilmis ve tiim basamaklar yontem kisminda

verilmistir.

3.1.1 Polisakkaritlerin HeLa Hiicre Hatti Canlihg1 Uzerine Etkisi

HelLa hiicre hatt1 tizerinde, farkli konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5; 125; 250;
500 ve 1000 pg/mL) polisakkarit 6rneklerinin uygulanmasi sonucunda hiicre canlilig
belirlenmistir. Kontrol grubu %100 alinmis ve doz grubu sonuglar1 kontrole gore

degerlendirilmistir. Veriler birbirinden bagimsiz {i¢ tekrarin ortalama degerleridir.

(Sekil 3.1-8).
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Sekil 3.1: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HelLa hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.2: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HeLa hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.3: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HeLa hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p < 0,05).

33



150
§ *
S 100gnd B a -5 B.n N- »
= 1 T * * %
< 1 . ., 24
8 = 48
® 50 = 72
[$)
b |
T
0% T T T r T T
» (s 1) (o) Q Q Q
\'rO

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.4: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HeLa hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.5: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettii HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72 saatlik
uygulama sonucu HeLa hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.6: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettii HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72 saatlik
uygulama sonucu HeLa hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.7: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HeLa hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.8: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HeLa hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p < 0,05).

3.1.2 Polisakkaritlerin HepG2 Hiicre Hatti Canlih@1 Uzerine Etkisi

HepG2 hiicre hatti lizerinde, farkli konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5; 125;
250; 500 ve 1000 pg/mL) polisakkarit 6rneklerinin uygulanmasi sonucunda hiicre
canlilig1 belirlenmistir. Kontrol grubu %100 alinmis ve doz grubu sonuglar1 kontrole

gore degerlendirilmistir. Veriler birbirinden bagimsiz ii¢ tekrarin ortalama degerleridir
(Sekil 3.9-16).
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Sekil 3.9: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HepG2 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <
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Sekil 3.10: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HepG2 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna goére farkli (p <

0,05).
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Sekil 3.11: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HepG2 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <

0,05).
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Sekil 3.12: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HepG2 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna goére farkli (p <
0,05).
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Sekil 3.13: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettii HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HepG2 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <

0,05).
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Sekil 3.14: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettii HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HepG2 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna goére farkli (p <
0,05).
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Sekil 3.15: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve
72 saatlik uygulama sonucu HepG2 hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkli (p <

0,05).
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Sekil 3.16: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve
72 saatlik uygulama sonucu HepG2 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <

0,05).
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3.1.3 Polisakkaritlerin HT-29 Hiicre Hatti Canhhig Uzerine Etkisi

HT-29 hiicre hatt1 lizerinde, farkli konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5; 125; 250;
500 ve 1000 pg/mL) polisakkarit 6rneklerinin uygulanmasi sonucunda hiicre canliligi
belirlenmistir. Kontrol grubu %100 alinmis ve doz grubu sonuglart kontrole gore

degerlendirilmistir. Veriler birbirinden bagimsiz ii¢ tekrarin ortalama degerleridir
(Sekil 3.17-24).

150 . .
s Ll i
S 100gam g M- .
= c . 24
S = 48
®  50- 72
(2]
3
I
057 T T T T T T
> @ N e S S S
PN B R
NCE

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.17: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HT-29 hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna goére farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.18: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HT-29 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.19: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HT-29 hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna goére farkli (p < 0,05).

150- e,
S 100-gn o B . I
= i . 24
8 = 48
®  50- = 72
Q
3
I
0% T T T T T T
> H 0 e S S ®
(t\éo \(.1’ é‘" '\q' ‘\f’ ‘)Q \QQ
NCH

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.20: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HT-29 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.21: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettii HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HT-29 hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna goére farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.22: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettii HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HT-29 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.23: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve
72 saatlik uygulama sonucu HT-29 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkl (p <

0,05).
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Sekil 3.24: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve
72 saatlik uygulama sonucu HT-29 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkli (p <
0,05).
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3.1.4 Polisakkaritlerin Ishikawa Hiicre Hatti Canlih@ Uzerine Etkisi

Ishikawa hiicre hatt1 tizerinde, farkli konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5; 125;
250; 500 ve 1000 pg/mL) polisakkarit 6rneklerinin uygulanmasi sonucunda hiicre
canlilig1 belirlenmistir. Kontrol grubu %100 alinmis ve doz grubu sonuglar1 kontrole

gore degerlendirilmistir. Veriler birbirinden bagimsiz ii¢ tekrarin ortalama degerleridir
(Sekil 3.25-32).
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Sekil 3.25: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu Ishikawa hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna goére farkli (p <
0,05).
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Sekil 3.26: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu Ishikawa hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna goére farkli (p <

0,05).
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Sekil 3.27: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu Ishikawa hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <
0,05).
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Sekil 3.28: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu Ishikawa hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna goére farkli (p <

0,05).
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Sekil 3.29: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettii HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu Ishikawa hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <
0,05).
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Sekil 3.30: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettii HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu Ishikawa hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna goére farkli (p <

0,05).
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Sekil 3.31: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve
72 saatlik uygulama sonucu Ishikawa hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <
0,05).
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Sekil 3.32: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve
72 saatlik uygulama sonucu Ishikawa hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <
0,05).

3.1.5 Polisakkaritlerin MDA-MB-231 Hiicre Hatti Canhlig Uzerine
Etkisi

MDA-MB-231 hiicre hatti iizerinde, farkli konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5;
125;250; 500 ve 1000 pg/mL) polisakkarit rneklerinin uygulanmasi sonucunda hiicre
canlili1 belirlenmistir. Kontrol grubu %100 alinmis ve doz grubu sonuglar1 kontrole

gore degerlendirilmistir. Veriler birbirinden bagimsiz ii¢ tekrarin ortalama degerleridir
(Sekil 3.33-40).
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Sekil 3.33: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu MDA-MB-231 hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna goére farkl (p

<0,05).
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Sekil 3.34: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu MDA-MB-231 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkli (p
<0,05).
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Sekil 3.35: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu MDA-MB-231 hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna goére farkl (p

<0,05).
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Sekil 3.36: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu MDA-MB-231 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkli (p
<0,05).
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Sekil 3.37: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettii HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu MDA-MB-231 hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna goére farkl (p

<0,05).
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Sekil 3.38: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettiit HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu MDA-MB-231 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkli (p
<0,05).
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Sekil 3.39: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve
72 saatlik uygulama sonucu MDA-MB-231 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore

farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.40: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve
72 saatlik uygulama sonucu MDA-MB-231 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére
farkli (p < 0,05).
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3.1.6 Polisakkaritlerin MIA PaCa-2 Hiicre Hatti Canhhg Uzerine Etkisi

MIA PaCa-2 hiicre hatt1 iizerinde, farkli konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5;
125;250; 500 ve 1000 pg/mL) polisakkarit 6rneklerinin uygulanmasi sonucunda hiicre
canlilig1 belirlenmistir. Kontrol grubu %100 alinmis ve doz grubu sonuglar1 kontrole
gore degerlendirilmistir. Veriler birbirinden bagimsiz ii¢ tekrarin ortalama degerleridir

(Sekil 3.41-48).
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Sekil 3.41: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu MIA PaCa-2 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <

Hicre Canliigh (%)

0,05).
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Sekil 3.42: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu MIA PaCa-2 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <

0,05).
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Sekil 3.43: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu MIA PaCa-2 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <

0,05).
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Sekil 3.44: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu MIA PaCa-2 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkli (p <
0,05).
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Sekil 3.45: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettiit HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu MIA PaCa-2 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <

0,05).
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Sekil 3.46: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettii HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu MIA PaCa-2 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkli (p <
0,05).
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Sekil 3.47: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve
72 saatlik uygulama sonucu MIA PaCa-2 hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkl

(p <0,05).
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Sekil 3.48: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve
72 saatlik uygulama sonucu MIA PaCa-2 hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli
(p <0,05).
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3.1.7 Polisakkaritlerin PANC-1 Hiicre Hatti Canhihg Uzerine Etkisi

PANC-1 hiicre hatt1 tizerinde, farkli konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5; 125;
250; 500 ve 1000 pg/mL) polisakkarit 6rneklerinin uygulanmasi sonucunda hiicre
canlilig1 belirlenmistir. Kontrol grubu %100 alinmis ve doz grubu sonuglar1 kontrole

gore degerlendirilmistir. Veriler birbirinden bagimsiz ii¢ tekrarin ortalama degerleridir
(Sekil 3.49-56).
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Sekil 3.49: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu PANC-1 hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <

0,05).
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Sekil 3.50: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu PANC-1 hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <
0,05).
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Sekil 3.51: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu PANC-1 hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <

0,05).
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Sekil 3.52: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu PANC-1 hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <
0,05).
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Sekil 3.53: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettii HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu PANC-1 hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <
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Sekil 3.54: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettii HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu PANC-1 hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <

0,05).
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Sekil 3.55: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve
72 saatlik uygulama sonucu PANC-1 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkl (p <

0,05).
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Sekil 3.56: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve
72 saatlik uygulama sonucu PANC-1 hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <
0,05).
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3.1.8 Polisakkaritlerin TT Hiicre Hatti Canhlig1 Uzerine Etkisi

TT hiicre hatt1 lizerinde, farkli konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5; 125; 250;
500 ve 1000 pg/mL) polisakkarit 6rneklerinin uygulanmasi sonucunda hiicre canliligi
belirlenmistir. Kontrol grubu %100 alinmis ve doz grubu sonuglari kontrole gore

degerlendirilmistir. Veriler birbirinden bagimsiz ii¢ tekrarin ortalama degerleridir
(Sekil 3.57-64).
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Sekil 3.57: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu TT hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.58: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu TT hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.59: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu TT hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.60: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu TT hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.61: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettii HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu TT hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.62: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettii HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu TT hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.63: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve
72 saatlik uygulama sonucu TT hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkli (p < 0,05).
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Sekil 3.64: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve
72 saatlik uygulama sonucu TT hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkli (p < 0,05).
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3.1.9 Polisakkaritlerin HEK293 Hiicre Hatti Canhhig: Uzerine Etkisi

HEK?293 hiicre hatt1 iizerinde, farkli konsantrasyonlardaki (31,25; 62,5; 125;
250; 500 ve 1000 pg/mL) polisakkarit 6rneklerinin uygulanmasi sonucunda hiicre
canlilig1 belirlenmistir. Kontrol grubu %100 alinmis ve doz grubu sonuglar1 kontrole

gore degerlendirilmistir. Veriler birbirinden bagimsiz ii¢ tekrarin ortalama degerleridir
(Sekil 3.65-72).
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Sekil 3.65: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HEK293 hiicre hatt1 canlili§ina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkl (p <

0,05).
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Sekil 3.66: Degisik konsantrasyonlardaki G. esculenta HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HEK293 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkl (p <
0,05).
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Sekil 3.67: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HEK293 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <

0,05).
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Sekil 3.68: Degisik konsantrasyonlardaki L. decastes HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HEK293 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkl (p <
0,05).
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Sekil 3.69: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettii HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HEK293 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <

0,05).
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Sekil 3.70: Degisik konsantrasyonlardaki A. flettii HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulama sonucu HEK293 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkl (p <
0,05).
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Sekil 3.71: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWES polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve
72 saatlik uygulama sonucu HEK293 hiicre hatti canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p <

0,05).
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Sekil 3.72: Degisik konsantrasyonlardaki L. chrysorrheus HWEP polisakkarit ekstraktinin 24, 48 ve
72 saatlik uygulama sonucu HEK293 hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gére farkl (p <
0,05).
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Calismalar sonucunda elde edilen EC50 degerleri Tablo 3.1°de verilmektedir.
Bu sonuglara gore tiim polisakkaritlerin sonuglari dikkate alinarak g¢alismalarin
devaminda diger deneylerde hesaplanmis EC50 degerleri kullanilmistir ve ileri
deneyler igin G. esculenta HWEP ve A. flettii HWEP ile L. chrysorrheus HWEP

orneklerinin kullanilmasina karar verilmistir.

Tablo 3.1. Polisakkarit ekstraktlarinin 72 saat EC50 (ug/mL) degerleri

MDA-MB-231 | PANC-1 | MIAPaCa-2| TT | HeLa |HepG2| HT29 | Ishikawa | HEK293

Gyromitra
esculenta * 698,23 * * * * * * *
(HWES)

Gyromitra
esculenta * * 59,64 17,21 | 19,31 * * * *
(HWEP)

Lyophyllum
decastes * * * 337,05 * * * * *
(HWES)

Lyophyllum
decastes * * 439,41 * * * * * *
(HWEP)

Albatrellopsis

flettil * * * * * * * * *

(HWES)

Albatrellopsis
flettii 153,28 293,14 61,88 * | 285,76 | 166,50 | 398,62 * 214,60
(HWEP)

Lactarius
chrysorrheus * * * * * * * * *
(HWES)

Lactarius
chrysorrheus * 444,43 * * * 296,42 * * *
(HWEP)

*: Toksik etki goriillmemistir.

Calismalar neticesinde; farkli hiicre hatlarinda farkli etki gosteren polisakkarit
ornekleri yalnizca insan endometriyal (Ishikawa) hiicre hattina karsi sitotoksik etki
gostermezken, insan saglikli hiicre hattt (HEK293) iizerinde 72 saat uygulamanin
ardidan sadece A. flettiit HWEP 6rnegi toksik etki gostermistir. Genel olarak 72 saat
inkiibasyonun ardindan 200 pg/mL ve altindaki polisakkarit konsantrasyonlarinda
MDA-MB-231, HepG2, MIA-Paca-2, TT ve HeLa hiicre hatlarina karsi secici

oldiirticii 6zellik goriilmiistiir.
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Detayli incelendiginde, G. esculenta HWEP 06rnegi ¢ok daha diisiik
konsantrasyonlarda etkili olmus ve daha fazla sitotoksik etki gdstermistir. A. flettii
HWEP 06rnegi tez ¢alismasinda kullanilan hiicre hatlarindan sadece TT ve Ishikawa
lizerinde etki gostermezken diger tiim hiicre hatlarinda farkli dozlarda sitotoksik
aktivite gdstermistir. Iki érneginde 62,5 pg/mL'de MIA-PaCa-2 hiicre hattia karsi
sitotoksisite degerleri ¢ok yakindir. Her iki polisakkarit 6rnegi degerlendirildiginde G.
esculenta HWEP 6rneginin saglikli kontrol hiicresi (HEK293) iizerinde toksisitesinin
olmadigi, kanser hiicreleri iizerinde segici Oldiiriicii Ozellik gosterdigi ve diisiik

konsantrasyonlarda daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Cok sayida caligma, mantarlardan izole edilen aktif bilesiklerin antikanser
ozelliklerinin ¢cogunlukla polisakkaritlerle iligkili oldugu gostermistir (Mizuno 1996,
Mizuno 1999, Wasser 2002). Bununla birlikte, karsinojenezi ve timér lezyonlarinin
gelisimini inhibe ettigi ve metastazi engelleme yetenekleri rapor edilmistir (Ikekawa

ve dig. 1969, Chihara ve dig. 1970)

Cesitli mantar tiirlerinden elde edilen farkli ekstraktlar, sitotoksik aktivitelerini
incelemek i¢in memeli kanser hiicre hatlar1 tizerinde test edilmistir. Bunlardan birisi
yenilebilir bir mantar tiirii olan Pleurotus tuber-regium (Fr.) Singer'den izole edilen
polisakkarit ekstraktinin, fare sarkoma (S-180) hiicrelerinin proliferasyonunu dlgtide
inhibe ettigi calismadir (Tao ve dig. 2006). Bir baska mantar tiirii Cordyceps sinensis
(Berk.) Sacc.’dan elde edilen polisakkarit fraksiyonunun da insan monositik (U937)
hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi bildirilmistir (Chen ve dig. 1997). L. edodes’ten
elde edilen su ekstraktinin, serviks kanseri (HeLa) (Lovy ve dig. 2000) ve Flammulina
velutipes (Curtis) Singer polisakkarit ekstraktinin, insan mide kanseri (BGC-823)
hiicreleri iizerinde antiproliferatif aktivite gosterdigi bildirilmistir (Yang ve dig. 2012).

Mantar polisakkaritleri kullanilarak kanser hiicrelerinin proliferasyonunun
inhibisyonu, farkli yollarla gergeklesebilmekte ve degisik mekanizmalari
icermektedir. Ornegin, Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm. mantarindan elde edilen
su ekstraktinin, insan akciger kanseri (A549) hiicre hattinda apoptozu indiikledigi
gosterilmistir (Wu ve dig. 2012). Benzer sekilde, B. edulis'ten elde edilen su
ekstraktinin, insan kolon kanseri (LS180) hiicrelerinin hiicre dongiisiiniin

durdurulmasina neden oldugu raporlanmistir (Lemieszek ve dig. 2013).
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Bu ¢alismada kullanilan baz1 mantar tiirlerinin daha 6nce kanser hiicrelerinin
cogalmasini engelledigi rapor edilmistir. Yapilan bir ¢aligmada G. esculenta metanol
ekstraktinin (0,8 mg/mL'de) HeLa hiicre hatti iizerinde hiicre canliligin1 %60'a kadar

diistirdiigii raporlanmustir (Barad 2017).

A. flettii etanol ekstrakti ile yapilan bir calismada da Insan kolon kanseri hiicre
hatt1 SW480 ve HT29 iizerinde sitotoksik etki gosterdigi gosterilmistir. Ayrica etanol
ekstraktindan izole edilen grifolin, neogrifolin ve confluentin bilesikleri uygulanarak
gercek zamanli PZR calismasiyla Kirsten sigan sarkoma viral onkogen homologu

(KRAS) ekspresyonunu azalttigi tespit edilmistir (Yaqoob ve dig. 2020).

L. chrysorrheus ile yapilan bir ¢aligmada ise, bu tiiriin methanol ekstraktinin
L1210 ve 3LL hiicre hatlarinda sitotoksik etki (>100 ng/mL) gosterdigi bildirilmistir
(Thomasi ve dig. 2004). Ancak literatiirde L. chrysorrheus'tan ekstrakte edilen
polisakkaritlerin memeli hiicreleri iizerinde toksisitesine iliskin hi¢bir bilimsel veri

bulunmamaktadir.

Calismada kullanilan bir diger tiir olan L. decastes’in sicak su ekstraktinin fare
sarkomu (S180) hiicre hatt1 lizerinde g¢alismalari olup (Yuuichi ve dig. 2000),
polisakkarit ekstraktinin kolon kanseri (CT26.WT) ve fare sarkomu hiicre hatt1 (S180)
tizerinde antikanser etkileri oldugu gosterilmistir (Ding ve dig. 2022).

Mantarlar, polisakkaritler de dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli biyoaktif bilesikler
icermekte ve Son yillarda, mantar polisakkaritlerinin 1izolasyonu, yapisal
karakterizasyonu ve antitimor aktivitelerini aciklayan c¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Literatiirde belirtilen bulgularla kendi ¢alismamizda elde ettigimiz
sitotoksite sonuglar1 mantar polisakkaritlerinin antikanser potansiyelini ortaya

koymakta ve literatiirii desteklemektedir.
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3.2  Koloni Formasyon Metoduyla Koloni Olusturma Kapasitesinin

Belirlenmesi

Memeli hiicre hatlar iizerinde en iyi aktiviteyi gosteren polisakkaritlerin koloni
olusturma kapasitesinin belirlenmesi amaciyla Gyromitra esculenta HWEP, A. flettii
HWEP ve L. chrysorrheus HWEP o&rneklerinin etkili dozlar1 72 saat boyunca
uygulanmistir. Kontrol grubuna sadece besiyeri eklenmistir. Uygulama sonrasi
besiyeri uzaklastirilmig ve ortam PBS ile yikanmistir. Ardindan taze besiyeri ilave
edilerek 10 giin boyunca 2-3 giinde bir besiyeri degistirilerek 37°C’de, nemli ve %5
CO; igeren ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyeri uzaklastirilmis ve
metot kisminda verildigi sekilde hiicreler fotograflanarak ImageJ uygulamasi ile analiz

edilmistir.

G. esculenta HWEP o6rneginin HelLa hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin
ardindan doz grubunda koloni olusturma kapasitesi kontrol grubuna gore yiizde 80,98
azaltmigtir (Sekil 3.73).
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Sekil 3.73: G. esculenta HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasiin HeLa hiicre hatt1 a) koloni
formasyon kapasitesine etkisi ve b) yiizde siitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol
grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak azalma tespit edilmistir (p < 0,05).

G. esculenta HWEP o6rneginin TT hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin
ardindan doz grubunda koloni olusturma kapasitesi kontrol grubuna goére yiizde 61,97

azaltmigtir (Sekil 3.74).
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Sekil 3.74: G. esculenta HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin TT hiicre hatti a) koloni formasyon
kapasitesine etkisi ve b) yiizde siitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak azalma tespit edilmistir (p < 0,05).

G. esculenta HWEP o6rneginin MIA PaCa-2 hiicre hattinda 72 saat
uygulamasinin ardindan doz grubunda koloni olusturma kapasitesi kontrol grubuna

gore yiizde 89,62 azaltmistir (Sekil 3.75).
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Sekil 3.75: G. esculenta HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin MIA PaCa-2 hiicre hatt1 a) koloni
formasyon kapasitesine etkisi ve b) yiizde siitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol
grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak azalma tespit edilmistir (p < 0,05).

A. flettiit HWEP 6rneginin MIA PaCa-2 hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin
ardindan doz grubu ile kontrol grubu arasinda koloni olusturma kapasitesi bakimindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir (Sekil 3.76).
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Sekil 3.76: A. flettii HWEP o6rneginin 72 saat uygulamasinin MIA PaCa-2 hiicre hatt1 a) koloni
formasyon kapasitesine etkisi ve b) yiizde siitun grafigi.

A. flettii HWEP o6rneginin HepG2 hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin
ardindan doz grubu ile kontrol grubu arasinda koloni olusturma kapasitesi bakimindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir (Sekil 3.77).
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Sekil 3.77: A. flettii HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin HepG2 hiicre hatt1 a) koloni formasyon
kapasitesine etkisi ve b) yiizde siitun grafigi.

A. flettii HWEP 6rneginin MDA-MB-231 hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin
ardindan doz grubunda koloni olusturma kapasitesi kontrol grubuna gére ylizde 15,96

azaltmistir (Sekil 3.78).
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Sekil 3.78: A. flettii HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin MDA-MB-231 hiicre hatti a) koloni
formasyon kapasitesine etkisi ve b) yiizde siitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol
grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak azalma tespit edilmistir (p < 0,05).

L. chrysorrheus HWEP 6rneginin HepG2 hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin

ardindan doz grubunda koloni olusturma kapasitesi kontrol grubuna gore yiizde 11
azaltmstir (Sekil 3.79).
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Sekil 3.79: L. chrysorrheus HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin HepG2 hiicre hatt1 a) koloni
formasyon kapasitesine etkisi ve b) yiizde siitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol
grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak azalma tespit edilmistir (p < 0,05).

L. chrysorrheus HWEP 6rneginin  PANC-1 hiicre hattinda 72 saat

uygulamasinin ardindan doz grubunda koloni olusturma kapasitesi kontrol grubuna

gore ylizde 73 azaltmistir (Sekil 3.80).
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Sekil 3.80: L. chrysorrheus HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin PANC-1 hiicre hatt1 a) koloni
formasyon kapasitesine etkisi ve b) yiizde siitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol
grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak azalma tespit edilmistir (p < 0,05).

Koloni formasyon deneyi, tek bir hiicrenin bir koloniye donlisme yetenegine
dayanmaktadir ve bu deney esas olarak popiilasyondaki her bir hiicreyi sinirsiz
boliinme kabiliyeti agisindan test etmek icin uygulanmaktadir. Sitotoksik ajanlarin
hiicre cogalmasi tizerindeki etkinligini belirlemek i¢in tercih edilen koloni formasyon
yonteminde ekilen hiicrelerin sadece bir kismi koloni iiretme kapasitesini korur
(Franken ve dig. 2006). Koloni olugumu, tiimor olusturma yetenekleri olan kanser
hiicrelerinin bir 6zelligi oldugundan, koloni olusturma kapasitesi deneyleri kanser
aragtirmalari alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir (Takezawa ve dig. 2012, Lau ve
dig. 2017). 1llag direnci, kisa siireli sitotoksisite deneyleri kullanilarak
belirlenemeyeceginden hedefe yonelik kemoterapotik ajanlarin terapétik direnci analiz
edilirken koloni olusturma kapasitesi deneyleri 6zellikle 6nemlidir (Franken ve dig.

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

Calismalar sonunda, A. flettii HWEP polisakkariti uygulanan MIA-PaCa-2 ve
HepG2 hiicrelerinde kontrol grubuyla Kkarsilastirildiginda anlamli  bir fark
goriilmemistir. Sadece MDA-MB-231 hiicre hattinda kontrol grubuna kiyasla koloni
olusumu %15,96 azalmistir. Bir diger polisakkarit drnegi olan G. esculenta HWEP ise
HelLa ve TT hiicre hattinda koloni olusumunu sirastyla %80,98 ve %61,97 azaltirken
MIA-PaCa-2 hiicrelerinde koloni olusumunu %89,62 azaltarak 6nemli derecede etki
gostermistir. L. chrysorrheus’ta ise PANC-1 ve HepG2 hiicrelerinde koloni olusumu

sirastyla %11 ve %73 azalmstir.
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P. ostreatus miselinden ekstrakte edilen polisakkaritin mide kanserine karsi
antitimor aktivitesinin in vitro ve in vivo arastirildigi bir ¢alismada, insan gastrik
kanser (BGC-823) hiicre hatt1 iizerinde 72 saat polisakkarit uygulamasinin kontrol
grubuna gore koloni olusumunu 6nemli derecede azalttig1 gosterilmistir (Cao ve dig.
2015). Polygonatum sibiricum Delar. ex Redoute’den ekstrakte edilen polisakkaritin
HepG2 hiicreleri lizerinde antikanser potansiyelinin arastirildigi bir diger ¢alismada
ise farkli konsantrasyonlarda (100, 200 ve 400 pg/mL) uygulanan polisakkarit
ekstraktinin doza bagimli sekilde hiicrelerin koloni olusturma yetenegini inhibe ettigi
raporlanmustir (Li ve dig. 2022). Hypsizygus marmoreus (Peck) Bigelow tiiriinden elde
edilen polisakkaritin in vitro antimelanom etkilerinin arastirildigi ¢alismada, koloni
olusturma kapasitesinin degerlendirildigi tahlilde izole edilen fukomanna galaktonun
fare miirin melanom (B16-F10) hiicrelerinde 72 saat uygulamasinin koloni sayisinin
her iki grupta da ayn1 kaldig1, ancak doz grubunda ortalama koloni boyutunu azalttig

tespit edilmistir (Oliveira ve dig. 2019).

Literatiirde belirtilen bulgularla kendi c¢alismamizda yer alan mantar
polisakkaritlerinin farkli kanser hiicreleri iizerinde arastirilan koloni formasyon
sonuclart benzer etkileri ortaya koymustur ve mantar polisakkaritlerinin koloni

olusumunu inhibe etme potansiyelini desteklemektedir.

3.3  Matrijel-invazyon Yontemiyle invazyon Kapasitesinin

Belirlenmesi

Invazyon, hiicre dis1 bir matrise (ECM) hiicrelerin go¢iinii ifade eder ve tipik
olarak kanser hiicrelerinin metastazi ile iligkili bir siirectir (Friedl ve Brocker 2000).
Hiicrelerin gbcli baslatmak ve ilerletmek i¢in kullanabilecegi cesitli mekanizmalar
vardir ve her biri anti-metastatik tedavilerin gelistirilmesi i¢in farmakolojik hedefler
sunmaktadir (Friedl ve Wolf 2003). Timor hiicreleri, kendilerini gevreleyen doku
yoluyla metastaz yapmak icin, ECM ile iligkili mekanizmalar1 kullanmaktatir. Bu
nedenle, hiicre gogii testleri, in-vitro kanser metastazi arastirmalarinda siklikla tercih
edilmektedir. Bu da ilaglarin kesif siirecinde daha etkili tanimlanmasina ve istenmeyen
etkilerin daha erken taninmasina olanak tanimaktadir (Zengel ve dig. 2010). Matrijel-

Invazyon ydntemi bir bazal membran preperasyonu olan Matrijel ile hiicrelerin matrise
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baglanma, istila etme ve bir kemoatraktana (%20 FBS) dogru gdo¢ etme yetenegini

Ol¢mektedir.

Memeli hiicre hatlar1 lizerinde en iyi aktiviteyi gosteren polisakkaritlerin koloni
olusturma kapasitesinin belirlenmesi amactyla G. esculenta HWEP ve A. flettii HWEP
orneklerinin etkili dozlarini iceren FBS icermeyen besiyeri invazyon kaplarinin
yiikleme kismina hiicre siispansiyonu ile ekilmistir. Invazyon kaplarinin yerlestirildigi
plakalarda ise %20 FBS iceren besiyeri ortami eklenmistir. Kontrol grubuna sadece
besiyeri eklenmistir. 24 saat inkiibasyona birakilan invazyon kaplart metot kisminda
verildigi sekilde lamlara yerlestirilerek mikroskop altinda fotograflanmis ve Imagel

uygulamasi ise analiz edilmistir.

G. esculenta HWEP o6rneginin HeLa hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin

ardindan doz grubunda invazyon kapasitesi kontrol grubuna gore %89 azaltmistir

(Sekil 3.81).
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Sekil 3.81: G. esculenta HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin HeLa hiicre hatt1 a) invazyon
kapasitesine etkisi ve b) yiizde siitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak azalma tespit edilmistir (p < 0,05).

G. esculenta HWEP o6rneginin TT hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin

ardindan doz grubunda invazyon kapasitesi kontrol grubuna gore %78 azaltmistir
(Sekil 3.82).
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Sekil 3.82: G. esculenta HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin TT hiicre hatti a) invazyon
kapasitesine etkisi ve b) yiizde siitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak azalma tespit edilmistir (p < 0,05).

G. esculenta HWEP o6rneginin MIA PaCa-2 hiicre hattinda 72 saat

uygulamasinin ardindan doz grubunda invazyon kapasitesi kontrol grubuna gore

%71,18 azaltmustir (Sekil 3.83).
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Sekil 3.83: G. esculenta HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasiim MIA PaCa-2 hiicre hatt1 a) invazyon
kapasitesine etkisi ve b) yiizde siitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak azalma tespit edilmistir (p < 0,05).

A. flettiit HWEP 6rneginin MIA PaCa-2 hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin

ardindan doz grubunda invazyon kapasitesi kontrol grubuna gore %65,4 azaltmistir
(Sekil 3.84).
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Sekil 3.84: A. flettiit HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin MIA PaCa-2 hiicre hatti a) invazyon
kapasitesine etkisi ve b) yiizde siitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak azalma tespit edilmistir (p < 0,05).

A. flettii HWEP o6rneginin HepG2 hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin

ardindan doz grubunda invazyon kapasitesi kontrol grubuna gore %83,2 azaltmistir
(Sekil 3.85).
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Sekil 3.85: A. flettiit HWEP &rneginin 72 saat uygulamasinin HepG2 hiicre hatti a) invazyon
kapasitesine etkisi ve b) yiizde siitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak azalma tespit edilmistir (p < 0,05).

A. flettit HWEP 6rneginin MDA-MB-231 hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin

ardindan doz grubunda invazyon kapasitesi kontrol grubuna gore %90,4 azaltmistir
(Sekil 3.86).
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Sekil 3.86: A. flettii HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin MDA-MB-231 hiicre hatt1 a) invazyon
kapasitesine etkisi ve b) ylizde siitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak azalma tespit edilmistir (p < 0,05).

Bazal membran boyunca hiicre gogii, kanser metastazinda énemli bir adimdir.
Metastaz, kanser hiicrelerinin koken aldiklar1 organin bazal membranindan gecip
viicudun farkli organlarina yayilarak ikincil timorler olusturduklarinda meydana gelir
(Martin ve dig. 2013, Justus ve dig. 2014). Bu sebeple, sitotoksik etki gosteren
bilesiklerin hiicreler {izerinde invazyon kapasitesini belirlemek i¢in invazyon

deneyleri yapilmaktadir.

Yapilan analizler sonucunda, A. flettit HWEP polisakkariti uygulanan MIA-
PaCa-2, HepG2 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyon kapasitesini kontrol grubuyla
kiyaslandiginda sirasiyla yiizde 65,4; 83,2 ve 90,4 azaltmistir. Bir diger polisakkarit
ornegi G. esculenta HWEP ise HelLa, TT ve MIA-PaCa-2 hiicre hattinda invazyon
kapasitesini sirastyla ylizde 89, 78 ve 71,18 azaltmistir. Sonuglar degerlendirildiginde,
ozellikle MDA-MB-231 ve Hel a hiicre hatlarinin kontrol gruplar yiiksek invaziv ve
migrasyon kabiliyeti sergilerken, sirastyla bu hiicre hatlarina uygulanan A. flettii ve G.

esculenta polisakkaritlerinin hiicre gogiinii 6nemli derecede azaltig1 goriilmiistiir.

Inonotus obliquus (Ach. ex Pers.) Pilat'tan izole edilen polisakkaritin,
konsantrasyona bagli olarak fare miirin melanom (B16-F10) hiicrelerinin invazyonunu
engelledigi raporlanmistir (Lee ve dig. 2016). Baska bir ¢alismada, P. ostreatus'tan
elde edilen polisakkarit rneginin insan karaciger kanseri (HepG2 ve HCCLM3) hiicre
hatlarinin migrasyon yetenegini doz bagiml sekilde inhibe ettigi ve invaziv 6zelligi
azalttig1 gosterilmistir (Khinsar ve dig. 2021). P. linteus tiirtinden izole edilen protein

bagli bir polisakkaritin antikanser etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada ise, Insan kolon
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kanseri (SW480) hiicrelerinin invazyon yetenegini inhibe ettigi gdsterilmis ve
ekstraselliiler matriks (ECM) proteinlerini dogrudan bozan ve invazyona aracilik eden
matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9)'un gen ekspresyonunu azalttigi raporlanmistir
(Song ve dig. 2011). Tim bu sonuglar, calismamizda elde ettigimiz verileri

desteklemektedir.

3.4  Yara lyilestirme Yontemi ile Migrasyon Etkisinin Belirlenmesi

Yara iyilestirme (Wound healing) yontemi ile toksik aktivite goOsteren
polisakkaritlerin migrasyon etkilerinin belirlenmesi amaciyla hiicreler yogun olarak
ekillmis ve 24 saat sonra 200 pL’lik tip yardimiyla dogrusal olarak ¢izilmistir.
Ardindan plakalar PBS ile yikanmis, G. esculenta HWEP, A. flettii HWEP ve L.
chrysorrheus HWEP o6rneklerinin 72 saat etkili dozlari uygulanmis besiyeri ile
muamele edilmistir. Kontrol grubuna sadece besiyeri eklenmistir. 72 saat sonra
besiyeri uzaklastirilmis ve kontrol grubunda yara alani kapanana kadar plakalardaki
besiyeri 2-3 giinde bir yenilenmistir. Hiicrelerin gog etmesi ile kontrol grubu yara alani
kapandiktan sonra metot kisminda verildigi sekilde hiicreler fotograflanarak Imagel

uygulamasi ile analiz edilmistir.

G. esculenta HWEP 6rneginin HeLa hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin

ardindan doz grubunda yara alani iyilesmesi kontrol grubuna kiyasla %81 gecikmistir
(Sekil 3.87).
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Sekil 3.87: G. esculenta HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasimin HelLa hiicre hatti izerinde a)
migrasyona etkisi ve b) yiizde siitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda yara alaninda anlaml olarak fark tespit edilmistir (p < 0,05).

G. esculenta HWEP o6rneginin TT hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin

ardindan doz grubunda yara alani iyilesmesi kontrol grubuna kiyasla %77,67
gecikmistir (Sekil 3.88).
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Sekil 3.88: G. esculenta HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin TT hiicre hatt1 izerinde a)
migrasyona etkisi ve b) yiizde stitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda yara alaninda anlamli olarak fark tespit edilmistir (p < 0,05).

G. esculenta HWEP o6rneginin MIA PaCa-2 hiicre hattinda 72 saat
uygulamasinin ardindan doz grubunda yara alani iyilesmesi kontrol grubuna kiyasla

%124,6 gecikmistir (Sekil 3.89). Hiicrelerin formu bozulmus ve yara alan1 dagilmistir.
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Sekil 3.89: G. esculenta HWEP orneginin 72 saat uygulamasinin MIA PaCa-2 hiicre hatt1 iizerinde a)
migrasyona etkisi ve b) ytizde stitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda yara alaninda anlamli olarak fark tespit edilmistir (p < 0,05).

A. flettiit HWEP 6rneginin MIA PaCa-2 hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin

ardindan doz grubunda yara alani iyilesmesi kontrol grubuna kiyasla yiizde 66,2

gecikmistir (Sekil 3.90).
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Sekil 3.90: A. flettii HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin MIA PaCa-2 hiicre hatti tizerinde a)
migrasyona etkisi ve b) yiizde siitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda yara alaninda anlaml olarak fark tespit edilmistir (p < 0,05).

A. flettit HWEP o6rneginin HepG2 hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin
ardindan doz grubunda yara alani iyilesmesi kontrol grubuna kiyasla yiizde 36,8

gecikmistir (Sekil 3.91).
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Sekil 3.91: A. flettii HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin HepG2 hiicre hatt1 {izerinde a)
migrasyona etkisi ve b) yiizde siitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda yara alaninda anlamli olarak fark tespit edilmistir (p < 0,05).

A. flettit HWEP 6rneginin MDA-MB-231 hiicre hattinda 48 saat uygulamasinin
ardindan doz grubunda yara alami iyilesmesi kontrol grubuna kiyasla yiizde 68
gecikmistir (Sekil 3.92). Kontrol grubu 48. saatte yara alanin1 doldurdugu i¢in galisma

48. saatte sonlandirilmistir.
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Sekil 3.92: A. flettii HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerinde a)
migrasyona etkisi ve b) yiizde stitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda yara alaninda anlamli olarak fark tespit edilmistir (p < 0,05).

L. chrysorrheus HWEP 6rneginin HepG?2 hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin
ardindan doz grubunda yara alanmi iyilesmesi kontrol grubuna kiyasla yiizde 81
gecikmistir (Sekil 3.93). Kontrol grubu 48. saatte yara alanint doldurdugu i¢in ¢alisma

48. saatte sonlandirilmistir.
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Sekil 3.93: L.chrysorrheus HWEP orneginin 72 saat uygulamasinin HepG2 hiicre hatti iizerinde a)
migrasyona etkisi ve b) yiizde stitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda yara alaninda anlamli olarak fark tespit edilmistir (p < 0,05).

L. chrysorrheus HWEP o6rneginin PANC-1 hiicre hattinda 72 saat
uygulamasinin ardindan doz grubunda yara alani iyilesmesi kontrol grubuna kiyasla
yiizde 89 gecikmistir (Sekil 3.94). Kontrol grubu 48. saatte yara alanin1 doldurdugu

i¢in calisma 48. saatte sonlandirilmistir.
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Sekil 3.94: L.chrysorrheus HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasmin PANC-1 hiicre hatt1 {izerinde a)
migrasyona etkisi ve b) yiizde siitun grafigi. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda yara alaninda anlamli olarak fark tespit edilmistir (p < 0,05).

Yara iyilestirme (wound-healing) deneyi, hiicrelerin hiz, kalicilik ve polarite
gibi temel hiicre goc¢ii parametrelerini 6lgmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Hiicreler yogun bir tek tabaka olusturacak sekilde ekilir ve bir pipet ucu yardimiyla
kazinarak ince bir "yara" agilir. Yara kenarindaki hiicrelerin polarize olmasi ve yara
bosluguna go¢ etmesi prensibine dayanan bu yontemle sitotoksik etki gosteren
ajanlarin kanser progresyonunda 6nemli olan toplu hiicre migrasyonuna etkilerini

belirlemek i¢in kullanilir (Cory 2011, Jonkman ve dig. 2014).
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Polisakaritler, dogrusal veya dalli yapilara sahip uzun karbonhidrat
zincirlerinden olusur ve hiicrede biyolojik fonksiyonlara katkida bulunan ¢ok sayida
bilesik igerirler. Yapilarinda basta D-galakturonik ve D-glukuronik asitler olmak iizere
glikuronik asitler bulunur (Ovodov 2010). Saglikli hiicreler ve fibroblast hiicreleri
tizerinde hizli yara iyilestirme etkileri kadar kanser hiicrelerinde yara iyilesmesini
geciktirmeleri ve bu siiregte gdrev alan biiyiime faktorlerini inhibe etmeleri de

Onemlidir.

Calismalar sonunda elde edilen yara alani fotograflar1 Imagel yazilimi ile
analiz edilmis ve A. flettii HWEP polisakkariti uygulanan MI1A-PaCa-2, MDA-MB-
231 ve HepQ2 hiicrelerinin yara alaniin kontrol grubuyla kiyaslandiginda sirasiyla
2,96, 4,32 ve 3,12 kat agik oldugu gortlmistiir. G. esculenta HWEP polisakkarit
ekstrakti uygulanan HeLa, TT ve MIA-PaCa-2 hiicre hattinda ise yara alaninin
kapanmasi sirasiyla 5,27, 4,48 ve 18,41 kat gecikmistir. Sonuglar degerlendirildiginde,
ozellikle MIA-PaCa-2 hiicre hattinda kontrol grubu 72 saat sonunda yara alanini
tamamen kapatirken G. esculenta polisakkaritlerinin hiicre gociinii 6nemli derecede

inhibe ettigi gorilmustiir.

Balanophora polyandra Griff.’den elde edilen polisakkarit ekstraktinin
antikanser Ozelliklerinin arastirildigi bir ¢alismada insan ovaryum kanseri hiicre hatlar
(A2780 ve OVSAHO) iizerinde yara iyilesmesini doz bagiml sekilde geciktirdigi
raporlanmistir (Qu ve dig. 2020). P. ostreatus ekstraktinin in vivo ve in vitro antitimor
etkilerinin arastirildigi bir diger ¢alismada ise insan karaciger kanseri hiicre hatlar
(HepG2 and HCCLM3) iizerinde yara kapanmasi farkli konsantrasyonlarda (300, 400
ve 500 pg/mL) denenmis ve hiicre mobilitesinin doz artisina bagh olarak azaldig

raporlanmistir (Khinsar ve dig. 2021).

Calismamizda arastirdigimiz mantar polisakkaritlerinin farkli  kanser
hiicrelerinin yara iyilestirme deneylerinde migrasyonu inhibe ettigi sonuglar, ¢cok fazla
calisma bulunmamasina karsin literatiirde kanser hiicreleriyle yapilan calismalardaki

bulgularla benzerlik gostermektedir.

92



3.5 Polisakkaritlerin Antienflamatuvar Etkileri

Sitotoksisite ¢aligmalarinda en iyi aktivite gosteren G. esculenta HWEP ve A.
flettii HWEP orneklerinin antienflamatuvar etkilerinin belirlenmesi i¢in miirin
makrofaj (RAW 264.7) hiicre hatt1 kullanilmistir.

Oncelikle her iki polisakkarit ekstraktt RAW264.7 hiicre hatt1 iizerinde farkli
konsantrasyonlarda uygulanmis ve MTT testi ile dozlar belirlenmistir (Sekil 3.95).
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Sekil 3.95: a) G. esculenta HWEP ve b) A. flettii HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin RAW 264.7
hiicre hatt1 canliligina etkisi. * Kontrol grubuna gore farkli (p < 0,05).

Sonuglara gore her iki 6rnek igin de (G. esculenta HWEP i¢in 3,9 pg/mL ve A.
flettiit HWEP i¢in 15,6 ug/mL) konsantrasyonlar segilmis ve ¢alismalara baglanmustir.

Ik olarak, RAW264.7 hiicreleri 12 kuyucuklu kiiltiir plakalarma metot
kisminda verildigi sekilde ekilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
fenol kirmizisi icermeyen besiyeri igerisinde farkli konsantrasyonlarda polisakkarit
ornekleri ve 1 pg/mL konsantrasyonunda LPS uygulanmistir (1 saat sonra). Calisma
24, 48 ve 72 saat ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siirelerinin
tamamlanmasinin ardindan besiyerleri toplanarak nikrik oksit (NO) diizeyleri Griess
metoduna gore belirlenmistir. Standart NO grafigi farkli konsantrasyonlardaki (12,5;
25; 5; 100 ve 125 puM) Sodyum Nitrit (NaNO2) uygulanarak bir mikroplaka
spektrofotometre okuyucu kullanilarak 540 nm’de (ODs40) lgiilmiistiir (Sekil 3.96).
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Sekil 3.96: Nitrik oksit (NO) standart egri grafigi.

Polisakkaritlerin 24 saat uygulamasi sonucunda, LPS ile indiiklenen LPS
Kontrol grubunda negatif kontrol grubuna gére NO miktarinda ytizde 95 artis olurken,
LPS ile G. esculenta’nin 3,9 pg/mL konsantrasyonu uygulanan kuyucukta LPS
Kontrol’e gore NO miktarinda ylizde 27 azalis gergeklesmistir. Benzer sekilde, LPS
ile A. flettii 'nin 15,6 ng/mL konsantrasyonu uygulanan kuyucukta LPS Kontrol’e gére
NO miktarinda yiizde 41 azalig goriilmistiir. 48 saatlik uygulamada ise, G. esculenta
uygulanan kuyucukta LPS kontrol grubuna goére yiizde 30 ve A. flettii uygulanan
kuyucukta yiizde 42 azalig goriilmiistiir. Son olarak, 72 saatlik uygulama sonucunda
G. esculenta 6rnegi uygulanan kuyucukta LPS Kontrol’e gére NO miktarinda yiizde
33 azalis goriiliirken, A. flettii uygulanan kuyucukta da yiizde 47 azalis gergeklesmistir
(Sekil 3.97). Hiicrelerin toplam protein konsantrasyonu, normalizasyon i¢in BCA testi

ile belirlendi.
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Sekil 3.97: G. esculenta HWEP ve A. flettii HWEP 6rneklerinin 24, 48 ve 72 saat uygulamalariin
ardindan 1pg/mL LPS ile olusturulan inflamasyona kars1 etkileri (Kontrol grubu disinda tiim
orneklere LPS uygulanmistir). * Kontrol grubuna gore farkli (p < 0,05).

Ayrica, ayn1 uygulama RAW 264.7 hiicrelerinde tekrar edilerek metot
kisminda verildigi gibi inflamasyonla iligkili genlerin ekspresyon seviyeleri Gergek

zamanli PZR yontemi ile kantite edilmistir.

RAW?264.7 Hiicrelerinde Toplam RNA’nin Gériintiilenmesi

Materyal ve Metot kisminda verildigi gibi hazirlanan bilesenlerin yiiklendigi
jel gli¢ kaynagina baglanmis ve 90 Volt, 500 mA’de 45 dakika boyunca yiiriitilmiistiir.
Yiritme islemi sonunda jel UV transilluminatorde gelLite Jel Goriintiileme

Cihazi’nda goriintiilenmistir (Sekil 3.98).
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Sekil 3.98: G. esculenta HWEP ve A. flettiit HWEP 6rneklerinin 72 saat uygulamalarinin ardindan
LPS ile indiiklenen RAW 264.7 hiicre hattindan elde edilen RNA’larn %1°lik agaroz jel elektroforezi.
Soldan saga (1) Kontrol, (2) LPS Kontrol, (3) G. esculenta HWEP ve (4) A. flettii HWEP.

Polisakkaritlerin 72 saat uygulamasi sonucunda, LPS ile indiiklenen LPS
Kontrol grubunda negatif kontrol grubuna gore iINOS gen ekspresyonunda 13,64 kat,
COX-2 ekspresyonunda ise 12,04 artis olurken, LPS ile G. esculenta’nin 3,9 pg/mL
konsantrasyonu uygulanan hiicrelerde LPS Kontrol’e gore iNOS seviyesinde %80 ve
COX-2 seviyesinde %83 azalis gerceklesmistir. A. flettii’nin 15,6 pg/mL
konsantrasyonu uygulanan hiicrelerde ise LPS Kontrol’e gore iNOS seviyesinde %92

ve COX-2 seviyesinde %88 azalis gergeklesmistir (Sekil 3.99).
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Sekil 3.99: G. esculenta HWEP ve A. flettiit HWEP 6rneklerinin 72 saat uygulamalarinin ardindan
1pug/mL LPS ile olugturulan inflamasyona karsi iNOS ve COX-2 gen ekspresyonlarindaki degisim
(Kontrol grubu disinda tiim 6rneklere LPS uygulanmustir). * Kontrol grubuna gére farkli (p < 0,05).
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Literatiirde polisakkaritlerin g¢esitli sitokinlerin salinimini artirarak bagisiklik
sistemini indiikledigine dair ¢ok sayida yayin bulunmaktadir (Zhang ve dig. 2014 ve
Li ve dig. 2016, Zhao ve dig. 2020, Motta ve dig. 2021). Immiin sistemi uyaran
polisakkaritler kanser tedavisi i¢in potansiyel ajanlardir (Borchers ve dig. 1999,
Schepetkin ve Quinn 2006, Zhang ve dig. 2014). Ornegin Lentinan, mide kanseri
hastalarinin hayatta kalma oranlarint iyilestirmek i¢in kemo-immiinoterapide
floropirimidin ile kombinasyon halinde basariyla kullanilan, bagisiklig1 destekleyen
mantar polisakaritlerinden biridir (Ina ve dig. 2013). Bu nedenle, ¢alismamizda
kullandigimiz G. esculenta ve A. flettii’den ekstrakte edilen polisakkaritlerin,
immiinoterap6tik  ajanlarin  formiilasyonu i¢in umut verici adaylar olmasi

beklenmektedir.

Calismamizda G. esculenta ve A. flettii polisakkarit 6rnekleri, LPS (1 pg/mL)
ile indiklenen RAW264.7 hiicre hatt1 lizerinde NO miktarin1 14, 48 ve 72 saat
uygulamalarinin ardindan disiirmiistiir. Ayrica, 72 saat uygulamalarin ardindan
inflamasyon iligkili nitrik oksit sentaz (iINOS) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) gen

ekspresyonunun seviyesini énemli derecede diisiirmiistiir.

Kim ve arkadaslarinin ¢alismasinda, Cordyceps sinensis (Berk.) Sacc.
ekstraktlarinin farelerde lipopolisakkarit kaynakli akciger hasari iizerindeki TNF-a,
IL-6, IL-1B ekspresyonunun yan1 sira COX-2 ve iNOS mRNA ekspresyonunu inhibe
ederek koruyucu etkisi gosterilmistir (Kim ve dig. 2016). Bu sonuglar farkli
caligmalarla da desteklenmektedir (Mueller ve dig. 1991, Jiang ve dig. 2011).
Cordyceps militaris L.’ten izole edilen kordisepinin iINOS, COX-2 ekspresyonunu ve
TNF-a gen ekspresyonunu asagi yonde regiile ettigi gosterilmistir (Lee ve dig. 2014).
Ek olarak, Ohta ve arkadaslarinin ¢calismasinda, Ova (ovalbiimin) ile indiiklenen astim
farelerinde kordisepinin IL-4, IL-5 ve IL-13 sitokinlerini azalttigini1 raporlamistir
(Ohta ve dig. 2007).

Mantar polisakkaritleri kimyasal yapilar1 agisindan ¢ok gesitli anti-
enflamatuvar bilesikleri (terpenoidler, fenolik bilesikler ve diger diisiik molekiiler
agirlikli bilesikler) igerir. Yapilan galismalarla farkli biyoaktif metabolit tiirleri izole
edilen mantarlarin immiinomodiilator ya da gii¢lii anti-inflamatuar ajanlar olarak farkli

etki mekanizmalar1 ortaya konmaktadir.
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Calismamizda verilen G. esculenta ve A. flettii polisakkarit ekstraktlarinin
antienflamatuvar etkileri, literatiirdeki calismalarda yer alan bulgularla benzerlik
gostermektedir ve mantar polisakkaritlerinin immiinomodiilator ve antienflamatuvar

potansiyelini ortaya koymaktadir.

3.6  Polisakkaritlerin TAS ve TOS Seviyelerine Etkileri

Polisakkaritlerin hiicreler tizerinde Total Antioksidan Seviye (TAS) ve Total
Oksidan Seviye (TOS)’lerini belirlemek amaciyla Sitotoksisite ¢alismalarinda en iyi
aktiviteyi gosteren G. esculenta HWEP ve A. flettii HWEP 6rneklerinin 72 saat etkili
dozlar hiicre hatlarma uygulanmistir. Oksidatif stres indeksi (OSI), TAS degerinin
TOS degerine boliiniip 100 ile ¢arpilmasiyla hesaplanmistir. Hiicrelerin toplam protein

konsantrasyonu, normalizasyon i¢in BCA testi ile belirlenmistir.

G. esculenta HWEP 6rneginin HeLa hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin
ardindan doz grubunda kontrol grubuna kiyasla TAS seviyesinde anlamli bir fark
bulunanamistir. G. esculenta uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla TOS
seviyesinde ise yiizde 102,7 artis goriilmistiir (p <0,05). Son olarak, OSI indeksinde
yiizde 227 artig gerceklestigi hesaplanmistir (Sekil 3.100).
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Sekil 3.100: G. esculenta HWEP polisakkaritinin HeLa hiicre hatt1 iizerinde 72 saat uygulamasi
sonrasinda TAS, TOS ve OSI degerleri. * Kontrol grubuna gore farkli (p < 0,05).

G. esculenta HWEP o6rneginin TT hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin
ardindan doz grubunda kontrol grubuna kiyasla TAS seviyesinde anlamli bir fark
bulunamamistir. G. esculenta uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla TOS
seviyesinde ise yiizde 62,8 azalis gergeklesmistir (p <0,05). Son olarak, OSI
indeksinde yiizde 68 azalig gergeklestigi hesaplanmistir (Sekil 3.101).
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Sekil 3.101: G. esculenta HWEP polisakkaritinin TT hiicre hatt1 lizerinde 72 saat uygulamasi
sonrasinda TAS, TOS ve OSI degerleri. * Kontrol grubuna goére farkli (p < 0,05).

A. flettii HWEP 6rneginin MDA-MB-231 hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin
ardindan doz grubunda kontrol grubuna kiyasla TAS seviyesinde yiizde 29,3 azalig
gerceklesmistir. A. flettii uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla TOS seviyesinde
ise ylizde 25,92 artis gerceklesmistir (p <0,05). Son olarak, OSI indeksinde yiizde 75
artis gerceklestigi hesaplanmistir (Sekil 3.102).
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Sekil 3.102: A flettii HWEP polisakkaritinin MDA-MB-231 hiicre hatti tizerinde 72 saat uygulamasi
sonrasinda TAS, TOS ve OSI degerleri. * Kontrol grubuna gore farkli (p < 0,05).

G. esculenta HWEP o6rneginin MIA PaCa-2 hiicre hattinda 72 saat
uygulamasinin ardindan doz grubunda kontrol grubuna kiyasla TAS seviyesinde ylizde
40,4 azalis gerceklesmistir. G. esculenta uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla
TOS seviyesinde ise yiizde 31,5 azalis goriilmistiir (p <0,05). Son olarak, OSI
indeksinde yiizde 28 artig gergeklestigi hesaplanmistir (Sekil 3.103).
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Sekil 3.103: G. esculenta HWEP polisakkaritinin MIA PaCa-2 hiicre hatti iizerinde 72 saat
uygulamasi sonrasinda TAS, TOS ve OSI degerleri. * Kontrol grubuna gére farkl (p < 0,05).

A. flettii HWEP &rneginin MIA PaCa-2 hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin
ardindan doz grubunda kontrol grubuna kiyasla TAS seviyesinde yiizde 37,5 azalig
gergeklesmistir. A. flettii uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla TOS seviyesinde
ise ytizde 91,5 artis goriilmiistiir (p <0,05). Son olarak, OSI indeksinde yiizde 218 artis
gerceklestigi hesaplanmustir (Sekil 3.104).
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Sekil 3.104: A. flettii HWEP polisakkaritinin MIA PaCa-2 hiicre hatti tizerinde 72 saat uygulamasi
sonrasinda TAS, TOS ve OSI degerleri. * Kontrol grubuna gore farkli (p < 0,05).

Aflettii HWEP o6rneginin HepG2 hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin
ardindan doz grubunda kontrol grubuna kiyasla TAS seviyesinde yiizde 7,4 artis
gerceklesmistir. A. flettii uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla TOS seviyesinde
ise yiizde 31 azalis goriilmustiir (p <0,05). Son olarak, OSI indeksinde yiizde 36,3
azalig gergeklestigi hesaplanmistir (Sekil 3.105).
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Sekil 3.105: A. flettii HWEP polisakkaritinin HepG2 hiicre hatt1 tizerinde 72 saat uygulamasi
sonrasinda TAS, TOS ve OSI degerleri. * Kontrol grubuna gore farkli (p < 0,05).

Hiicresel oksidatif hasar, esas olarak serbest radikaller ve reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) neden oldugu bir mekanizmadir. Bir¢ok biyokimyasal siirecte diisiik
ROS seviyeleri goriliirken; bununla birlikte, ROS'un agir1 tretimi ve/veya
uzaklastirilamamasi, aktif oksijen metabolitlerinin olusumu ile bunlarin olugsma hiz1
arasinda bir dengesizlik olarak karakterize edilen oksidatif strese neden olabilir.
Oksidatif stres, kanser dahil bir¢ok hastaligin patogenezinde ve komplikasyonlarinda
rol oynayabilir. ROS'un neden oldugu DNA hasar1 sadece tiimdr olusumunu
baglatmakla kalmaz, ayn1 zamanda kanserin ilerlemesine de yardimci olur (Abuelo ve

dig. 2013, Singh ve dig 2016, Gupta ve dig. 2016).

TOS, Oksidatif stres indeksi (OSI) ile birlikte incelendiginde sonug¢larimizda
oksidanlar ve antioksidanlar arasinda istatistiksel farkliliklar bulundu. Bu hiicrelerin
oksidatif strese maruz kaldigim1 ve ROS iretimiyle birlikte antioksidan

savunmasindaki azalmanin bir sonucu olabileceginden hem oksidanlar1 hem de
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antioksidanlar1 ayr1 ayr1 degerlendirmek yerine birlikte degerlendirmenin daha iyi bir
uygulama olabilecegini diisiindiirmektedir ve dolayisiyla bu parametreler birbirine

bagimhdir.

Calismalar neticesinde, deney gruplar arasinda en yliksek TAS seviyesi (1,08
umol Trolox eq/mg protein) A. flettiit HWEP 6rnegi uygulanan HepG2 hiicre hattinda
oOl¢iildii. Yine A. flettii uygulanan deney gruplarindan MIA-PaCa-2 ve MDA-MB-231
hiicre hatlarinda TAS seviyelerinde diislis oldugu ve bu diisiisiin istatistiksel olarak
farkli oldugu tespit edilmistir. TOS seviyeleri incelendiginde ise G. esculenta igin
yalnizca HeLa hiicre hattinda, A. flettii icin MDA-MB-231 ve MIA-PaCa-2 hiicre
hatlarinda  yiikseldigi  kaydedilmistir. ~ Oksidatif  stres  indeksi  (OSI)
degerlendirildiginde ise bu oran TT hiicre hattinda en diisiik seviyede goriilmiistiir.
OSI orani en yiiksek ¢ikan iki grup ise G. esculenta uygulanan HelLa ve A. flettii
uygulanan MIA-PaCa-2 hiicreleri olarak belirlenmistir.

Sonuglarimiz arasinda; G. esculenta'nin HeLa ve MIA-PaCa-2 hiicre hattinda,
A. flettii'nin ise MIA-PaCa-2 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 lizerinde daha yiiksek
OSI degerlerine sahip oldugu gériilmektedir. OSI degerinin artmasi, sadece oksidatif
stresin artmast degil G. esculenta HWEP polisakkaritinin MIA-PaCa-2 hiicre
hattindaki sonuglarinda oldugu gibi TAS'taki diisiisle beraber TOS'daki daha biiyiik
diististen de kaynaklanabilmektedir.

Sitotoksisite  testleri sonucunda belirlenen EC50 dozu uygulanan
polisakkaritlerin TT, MIA-PaCa-2 ve HepG2 hiicrelerinde TAS seviyelerini kontrol
grubuyla kiyaslandiginda azaltarak oksidatif stresi artirdigi ve biiyiik olasilikla bu
nedenle apoptozu uyardig1 sdylenebilir. Bu deney gruplarinda imaj sitometri ve gercek
zamanli PZR sonuglarina bakildiginda oksidatif stresle beraber apoptotik genlerin
(Bax, caspase 3, 8, 9, p53) mRNA ekspresyon seviyelerinin arttigi gosterilmistir.
Bununla birlikte, polisakkarit 6rneklerinin farkli dozlarda (daha diisiik ya da toksik
olmayan) arastirilmasi yararli olacaktir. Caligmamizda EC50 dozu uygulanan
gruplarda TAS seviyesinin diismesine bagli olarak oksidatif stresin ve buna bagh
olarak p53 geninin indiiklenmesi, sitozolik ve mitokondriyal kaynakl reaktif oksijen
tiirlerinin apoptozun uyarilmasinda etkili olabilecegini gdstermektedir. Literatiirde
yapilan ¢alismalarda bu bulgumuzu destekler niteliktedir. (Lu ve dig. 2015, Nasimian
ve dig. 2020).
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Ek olarak, ¢ok sayida c¢aligmada, polisakkarit ekstraktlar1 ve igerdikleri
galaktoz, glikoz ve mannozun oksidatif hasara karsi koruyucu etkisi oldugu
gosterilmistir (Babior ve Woodman 1990, Wasser 2011, Erjavec ve dig. 2012, Wang
ve dig. 2014, Suabjakyong ve dig. 2015, Klaus ve dig. 2015). Bu nedenle,
calismamizda kullanilan mantarlarin bazilari antioksidan 6zellikler sergilemesine
ragmen, bu aktiviteden sorumlu olan bilesikleri karakterize etmek igin arastirilan

ekstraktlardan aktif olanlar1 fraksiyonlamak gerekmektedir.

3.7  Apoptoz Analizleri

3.7.1 Annexin-V/Pl Boyama Yontemi ile Apoptozun Belirlenmesi

Apoptozun belirlenmesi amaciyla G. esculenta HWEP, A. flettii HWEP ve L.
chrysorrheus HWEP 6rneklerinin 72 saat dozlar1 HeLa, TT, MDA-MB-231, HepG2
ve PANC-1 hiicre hatlarina uygulanmigtir. Kontrol grubuna sadece besiyeri
eklenmistir. 72 saat sonra besiyerleri uzaklastirilmis ve hiicreler Tripsin-EDTA
yardimiyla kaldirilarak 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ardindan
stipernatant kismi uzaklastirilmis ve hiicre peleti PBS ile yikanarak tekrar santrifiij
edilmistir. Hiicrelerin canli, 6lii ve apoptotik oranlart metot kisminda verildigi sekilde

floresans imaj sitometri cihazinda analiz edilmistir.

G. esculenta HWEP o6rneginin HeLa hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin
ardindan kontrol grubunda canli, 6lii ve apoptotik hiicre yiizdeleri sirasiyla 94, 2 ve 4
iken pozitif kontrol grubunda sirasiyla 23, 12 ve 65 bulunmustur. Doz grubunda ise
hiicre dagilim1 %78 canli, %4 6lii ve %18 apoptotik olarak tespit edilmistir (Sekil
3.106).
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Sekil 3.106: G. esculenta HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin HeLa hiicre hatti {izerinde apoptoza
etkisi. @) Arthur — Floresan Hiicre Analiz Cihaz1 goriintiileri ve b) canli, 6lii ve apoptotik yiizde siitun
grafigi. Pozitif kontrol: 0,2 mM H,0O,. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak fark tespit edilmistir (p < 0,05).

G. esculenta HWEP o6rneginin TT hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin
ardindan kontrol grubunda canli, 6lii ve apoptotik hiicre yiizdeleri sirasiyla 98, 1 ve 1
iken pozitif kontrol grubunda sirasiyla 68, 7 ve 25 bulunmustur. Doz grubunda ise
hiicre dagilim1 %86 canli, %3 6lii ve %11 apoptotik olarak tespit edilmistir (Sekil
3.107).
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Sekil 3.107: G. esculenta HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin TT hiicre hatt1 iizerinde apoptoza
etkisi. a) Arthur — Floresan Hiicre Analiz Cihaz1 goriintiileri ve b) canli, 6lii ve apoptotik yiizde siitun
grafigi. Pozitif kontrol: 0,2 mM H,O,. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak fark tespit edilmistir (p < 0,05).

A. flettii HWEP 6rneginin MDA-MB-231 hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin
ardindan kontrol grubunda canli, 6lii ve apoptotik hiicre yiizdeleri sirasiyla 93, 2 ve 5
iken pozitif kontrol grubunda sirasiyla 42, 3 ve 55 bulunmustur. Doz grubunda ise
hiicre dagilim1 %78 canli, %3 6li ve %19 apoptotik olarak tespit edilmistir (Sekil
3.108).
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Sekil 3.108: A. flettiit HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin MDA-MB-231 hiicre hatt1 tizerinde
apoptoza etkisi. @) Arthur — Floresan Hiicre Analiz Cihazi goriintiileri ve b) canli, 6li ve apoptotik
yiizde siitun grafigi. Pozitif kontrol: 0,2 mM H,0,. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak fark tespit edilmistir (p < 0,05).

A. flettii HWEP o6rneginin HepG2 hiicre hattinda 72 saat uygulamasinin
ardindan kontrol grubunda canli, 6li ve apoptotik hiicre yiizdeleri sirasiyla 97, 1 ve 2
iken pozitif kontrol grubunda sirasiyla 60, 2 ve 37 bulunmustur. Doz grubunda ise
hiicre dagilim1 %78 canli, %9 6li ve %13 apoptotik olarak tespit edilmistir (Sekil
3.109).
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Sekil 3.109: A. flettii HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasini HepG2 hiicre hatt1 {izerinde apoptoza
etkisi. a) Arthur — Floresan Hiicre Analiz Cihaz1 goriintiileri ve b) canli, 6lii ve apoptotik yiizde siitun
grafigi. Pozitif kontrol: 0,2 mM H,0O,. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak fark tespit edilmistir (p < 0,05).

L. chrysorrheus HWEP 6rneginin HepG2 ve PANC-1 hiicre hattinda 72 saat
uygulamasinin ardindan pozitif kontrol grubunda apoptotik hiicre yiizdeleri sirasiyla
%37 ve %27 iken doz grubunda ise apoptotik hiicre dagilimi sirastyla %14 ve %7
olarak tespit edilmistir (Sekil 3.110-111). Bu sonug, L. chrysorrheus polisakkaritinin,
PANC-1 hiicrelerine kiyasla HepG2 hiicre hattinda apoptozu daha ¢ok indiikledigini

gostermektedir.
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Sekil 3.110: L. chrysorrheus HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasimin HepG2 hiicre hatt1 iizerinde
apoptoza etkisi. @) Arthur — Floresan Hiicre Analiz Cihazi goriintiileri ve b) canli, 61i ve apoptotik
yiizde siitun grafigi. Pozitif kontrol: 0,2 mM H,O,. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak fark tespit edilmistir (p < 0,05).
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Sekil 3.111: L. chrysorrheus HWEP 6rneginin 72 saat uygulamasinin PANC-1 hiicre hatt1 {izerinde
apoptoza etkisi. @) Arthur — Floresan Hiicre Analiz Cihazi goriintiileri ve b) canli, 61i ve apoptotik
yiizde stitun grafigi. Pozitif kontrol: 0,2 mM H»0,. * Polisakkarit uygulanan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli olarak fark tespit edilmistir (p < 0,05).

3.7.2 Apoptozda Gorev Alan Genlerin Gercek Zamanh PZR ile Analizi

HeLa, TT, MDA-MB-231, HepG2 ve PANC-1 hiicre hatlarinda sitotoksisite
calismalarinda belirlenen etkili dozlarda G. esculenta, A. flettii ve L. chrysorrheus
polisakkaritlerinin uygulanmasi sonucunda apoptoz yolaklarinda gorev alan BCL-2,
BAX, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53 genlerinin mRNA seviyelerindeki

degisimler Gergek Zamanli PZR yontemiyle incelenmistir.

112



Toplam RNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintillenmesi

opti-DNA
marker 1kb

LT INEE
Ul“ BETEY e

1 e i S e el S (LR B

Sekil 3.112: Polisakkaritlerin 72 saat uygulamalarinin ardindan Hela, TT, HepG2 ve MDA-MB-231
hiicre hattindan elde edilen RNA’larn %1’lik agaroz jel elektroforezi. Soldan saga (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 ekstraktinin EC50 dozunun 72 saat uygulamasi
sonrasinda HelLa ve TT hiicre hattinda Caspase 8 geninin ekspresyon seviyesinde
sirastyla %691 ve %50 artis gergeklesmistir (p<0,05). Benzer sekilde polisakkarit
uygulamasi sonrasinda Caspase 9 ekspresyonunda, sirasiyla Hela ve TT hiicre hattinda
%724 ve %10 artis tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica, Caspase 3 mRNA ekspresyonu,
Hela ve TT hiicrelerinde kontrol grubuna gore sirasiyla %298 ve %65, P53 mRNA
seviyesinde %76 ve %44 artis, BAX geninde ise %137 ve %35 artis goriilmiistiir
(p<0,05). Kontrol ile karsilastirildiginda, BCL-2 mRNA seviyesi ise HeLa ve TT
hiicrelerinde sirastyla %54 ve %20 azalmistir (p<0,05) (Sekil 3.113 ve 3.114).

113



1000 -

800

600

400

200

mRNA ekspresyonu (%)

Sekil 3.113: G. esculenta polisakkaritinin EC50 dozu uygulamasi sonrasinda HelLa hiicre hattinda
apoptoz yolaklarinda gorev alan BCL-2, BAX, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53 mRNA
seviyelerine etkisi. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Gen ekspresyon seviyeleri QIAGEN
GeneGlobe ile analiz edilmistir. Kontrol degeri %100 alinmistir. *: Kontrol grubundan farkli (p

<0,05).
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Sekil 3.114: G. esculenta polisakkaritinin EC50 dozu uygulamasi sonrasinda TT hiicre hattinda
apoptoz yolaklarinda gorev alan BCL-2, BAX, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53 mRNA
seviyelerine etkisi. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Gen ekspresyon seviyeleri QIAGEN
GeneGlobe ile analiz edilmistir. Kontrol degeri %100 alinmustir. *: Kontrol grubundan farkli (p
<0,05).
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A. flettii polisakkarit ekstraktinin EC50 dozunun 72 saat uygulamasi sonrasinda
MDA-MB-231 ve HepG2 hiicre hattinda BAX geninin ekspresyon seviyesinde
sirastyla %31 ve %120 artis gergeklesmistir (p<0,05). Benzer sekilde polisakkarit
uygulamasi sonrasinda Caspase 3 ekspresyonunda, sirastyla MDA-MB-231 ve HepG2
hiicre hattinda %51 ve %101 artis tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica, Caspase 8 mMRNA
ekspresyonu, MDA-MB-231 ve HepG2 hiicrelerinde kontrol grubuna gore sirasiyla
%83 ve %156, P53 mRNA seviyesinde %85 ve %173 artis, Caspase 9 geninde ise %67
ve %52 artis gortlmistiir (p<0,05). Kontrol ile karsilastirildiginda, BCL-2 mRNA
seviyesi ise MDA-MB-231 ve HepG2 hiicrelerinde sirasiyla %52 ve %63 azalmistir
(p<0,05) (Sekil 3.115 ve 3.116).

250

MmRNA ekspresyonu (%)

Sekil 3.115: A flettii polisakkaritinin EC50 dozu uygulamasi sonrasinda MDA-MB-231 hiicre hattinda
apoptoz yolaklarinda gorev alan BCL-2, BAX, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53 mRNA
seviyelerine etkisi. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Gen ekspresyon seviyeleri QIAGEN
GeneGlobe ile analiz edilmistir. Kontrol degeri %100 alinmustir. *: Kontrol grubundan farkli (p
<0,05).
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Sekil 3.116: A flettii polisakkaritinin EC50 dozu uygulamasi sonrasinda HepG?2 hiicre hattinda
apoptoz yolaklarinda gorev alan BCL-2, BAX, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53 mRNA
seviyelerine etkisi. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Gen ekspresyon seviyeleri QIAGEN
GeneGlobe ile analiz edilmistir. Kontrol degeri %100 alinmistir. *: Kontrol grubundan farkl (p
<0,05).

L. chrysorrheus polisakkarit ekstraktinin EC50 dozunun 72 saat uygulamasi
sonrasinda HepG2 ve PANC-1 hiicre hattinda BAX geninin ekspresyon seviyesinde
sirastyla %317 ve %31 artis gerg¢eklesmistir (p<0,05). Caspase 3 ekspresyonunda,
sirastyla HepG2 ve PANC-1 hiicre hattinda %7 ve %18 artis tespit edilmistir (p<0,05).
Ek olarak, Caspase 8 mRNA ekspresyonu, HepG2 ve PANC-1 hiicrelerinde kontrol
grubuna gore sirasiyla %101 artis ve %11 azalig goriilmiistiir. P53 mMRNA seviyesinde
%241 ve %28 artis, Caspase 9 geninde ise %174 ve %219 artig goriilmiistiir (p<0,05).
Kontrol ile karsilastirildiginda, BCL-2 mRNA seviyesi ise HepG2 ve PANC-1
hiicrelerinde sirastyla %58 ve %65 azalmistir (p<0,05) (Sekil 3.117 ve 3.118).
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Sekil 3.117: L. chrysorrheus polisakkaritinin EC50 dozu uygulamasi sonrasinda HepG?2 hiicre
hattinda apoptoz yolaklarinda gorev alan BCL-2, BAX, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53
MRNA seviyelerine etkisi. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Gen ekspresyon seviyeleri
QIAGEN GeneGlobe ile analiz edilmistir. Kontrol degeri %100 alinmistir. *: Kontrol grubundan

farkli (p <0,05).
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Sekil 3.118: L. chrysorrheus polisakkaritinin EC50 dozu uygulamasi sonrasinda PANC-1 hiicre

hattinda apoptoz yolaklarinda gorev alan BCL-2, BAX, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53

MRNA seviyelerine etkisi. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Gen ekspresyon seviyeleri

QIAGEN GeneGlobe ile analiz edilmistir. Kontrol degeri %100 alinmistir. *: Kontrol grubundan
farkli (p <0,05).
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3.7.3 Protein izolasyonu ve Miktar Tayini

Polisakkaritlerin etkili oldugu hiicre hatlarindan protein izolasyonu yapmak
amaciyla hiicreler yogun sekilde 100mm’lik kiiltiir plakalarina ekildikten 24 saat sonra
kontrol grubu ve doz uygulanan plakalar 72 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan besiyeri ortamdan uzaklastirilmis ve proteaz inhibitor kokteyli
iceren RIPA tamponu plakalara eklenerek hiicre kaldirict (cell scraper) yardimiyla

hiicre lizatlar1 toplanmistir.

Hiicre lizatindaki peletler sonikator yardimiyla pargalanarak 30 dakika buzda
bekletilmigtir. Daha sonra sogutmali santrifiij yardimiyla 10.000g’de 15 dakika
santrifiij edilerek siipernatant kismi yeni ependorflara aktarilmis ve daha sonra

kullanilmak tizere -80°C’de saklanmustir.

Elde edilen o6rneklerin protein miktarini tayin etmek i¢cin Materyal ve Metot
kisminda verildigi sekilde BCA test kiti kullanilmistir. Standartlar ve tiip i¢i seri
diliisyonlar ile 96 kuyucuklu plakalara yiiklenen drnekler 30 dakika 37°C’de inkiibe
edildikten sonra mikroplaka okuyuculu bir spektrofotometrede 562nm’de (ODsep)
olgtilmistiir (Sekil 3.119).
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Sekil 3.119: Bilinen farkli konsantrasyonlardaki protein numunelerinin standart egri grafigi.
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3.7.4 Apoptoz iliskili Proteinlerin Ekspresyon Seviyelerinin Western-

blot Yontemi ile Belirlenmesi

Calismada aktivitesi en yiiksek olan 6rnek G. esculenta polisakkariti i¢in TT
ve HeLa hiicre hatlar1 izerinde kontrol gruplariyla beraber 72 saatlik etkin doz (EC50)
uygulamasinin ardindan apoptoz yolaklari ile iligkili BCL-2, Caspase 3, Caspase 8,
Caspase 9 ve P53 protein seviyelerindeki degisimler Western-blot yontemiyle

incelenmistir (Sekil 3.120).

GAPDH

BCL-2
CASP 3
CASP 8
CASP 9

P53

Sekil 3.120: G. esculenta polisakkaritinin EC50 dozu uygulamasi sonrasinda TT ve HeLa hiicre
hattinda apoptotik proteinlerden BCL-2, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53 protein seviyelerine
etkisi. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir.

G. esculenta polisakkarit ekstrakti uygulanan TT ve HeLa hiicre hattinda BCL-
2 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde sirasiyla
%67 ve %44 azalis gozlemlenmistir. Caspase 3 protein bantlarinin densitometrik
analizi sonucunda ise protein seviyesinde G. esculenta uygulamasi yapilan TT ve
HeLa hiicrelerinde sirasiyla %78 ve %35 artis tespit edilmistir. Caspase 8 protein
bantlarinin densitometrik analizi sonucunda ise TT ve HeLa hiicrelerinde sirasiyla
%49 ve %95 artis tespit edilmistir. Ayrica, Caspase 9 protein seviyesinde TT ve HeLa

hiicrelerinde sirasiyla %24 ve %27 artig tespit edilmistir. Son olarak, P53 protein
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bantlarinin densitometrik analizi sonucunda TT ve HeLa hiicrelerinde sirasiyla %81

ve %46 artis tespit edilmistir (Sekil 3.121).
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Sekil 3.121: G. esculenta polisakkaritinin TT ve HeLa hiicre hattinda western-blot yontemi sonrasi
protein bantlarinin densitometrik analizi. Kontrol degerleri 100 olarak alinmistir. *: Kontrol
grubundan farkli (p <0,05).

Son zamanlarda, terapotik etkilerinden (antikanser, antimikrobiyal,
antidiyabetik, antioksidan gibi) dolay1 mantarlara biiyiik ilgi duyulmakta ve ¢ok sayida
yeni biyoaktif bilesik izole edilmektedir (Kim ve dig. 2015, Zhang ve dig. 2020).
Pleurotus, Ganoderma, Schizophyllum, Lactarius ve Albatrellus ise antikanser

ozellikleri yogun sekilde calisilan cinslerden sadece bazilaridir (Patel ve Goyal 2012).

Apoptoz ise, dogal bir O6lim mekanizmasi olmasi sebebiyle antikanser
tedavileri i¢in umut verici bir hedeftir (Pistritto ve dig. 2016, Preffer ve Singh 2018).
Hem igsel hem de dissal yolaklar, yiizlerce proteinin boliinmesi yoluyla apoptozu
gerceklestirmek icin kaspazlari kullanir. Kanserde, apoptotik yol tipik olarak,
antiapoptotik proteinlerin  (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Al) asir1 ekspresyonu ve
proapoptotik proteinlerin (Bax, Bak, BID, Kaspaz 3, 8 ve 9) yetersiz ekspresyonu dahil
olmak tizere ¢ok gesitli yollarla inhibe edilir (Sekil 3.122). Bu degisikliklerin gogu, en

yaygin antikanser tedavisi olan kemoterapiye karsi i¢sel dirence neden olmaktadir.
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Umut verici yeni antikanser tedavileri, apoptotik yolu aktive ederek antikanser aktivite
sergileyen bitki veya mantar kaynakli bilesiklerdir (Scott ve Athena 2000, Fulda ve
Debatin 2006, Pistritto ve dig. 2016).

Apoptoz uyarici ligandlar

Olum reseptorleri Hucresel stres
TNF-a, FASL, TRAIL

TNFR1, FAS, DRS
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Sekil 3.122: Apoptoz sinyal yolagi. Bansal ve dig. (2021)’den uyarlanmigtir.

Wong ve arkadaslarinin yenilebilir bir mantar olan P. tuber-regium gévde ve
miselyumundan ekstrakte ettikleri suda ¢Oziiniir polisakkaritlerin in vitro anti-
proliferatif aktivitelerini inceledi8i ¢alismada, ekstraktlarin sitotoksik ektileri ortaya
konulmustur. Her iki polisakkarit ekstraktinin da Bax/Bcl-2 oraninda bir artigla HL-60
hiicrelerinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Wong ve dig. 2007). T. versicolor
mantarmin polisakkaritinin, insan hepatoma kanseri (QGY) hiicre hatlar1 lizerinde ve
in vivo ¢aligmalarla diisiik konsantrasyonlarda (20 pg/mL) proliferasyonu engelledigi
gosterilmigtir. Yapilan analizlerde gosterilen apoptoz ve bu hiicrelerde tedavi
sonrasinda hiicre dongiisii ile ilgili genlerin (p53, Bcl-2 ve Fas) ekspresyonundaki
azalma, T. versicolor polisakkaritinin kanser tedavisinde potansiyel bir aday
olabilecegini gostermektedir (Cai ve dig. 2010). Baska bir calismada ise P.
ostreatus'tan elde edilen polisakarit 6ziitliinliin, HT-29 kolon kanseri hiicreleri tizerinde
anti-proliferatif ve pro-apoptotik etkileri indiikledigini gosterilmistir (Lavi ve dig.
2006).
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Calismamizda kullandigimiz G. esculenta HWEP polisakkaritinin HeLave TT
hiicre hatt1 lizerindeki etkileri imaj sitometrisi sonuglarina gére %10’un iizerinde
apoptotik hiicre yogunlugu tespit edilmistir. Bununla beraber apoptoz iligkili genlerin
MRNA seviyelerinde Bax/Bcl-2 oranlar1 yiikselirken kaspazlarin da gen
ekspresyonlarinin arttig1 bulunmustur. Benzer sekilde A. flettii HWEP polisakkaritinin
MDA-MB-231 ve HepG2 hiicre hatlar1 lizerinde imaj sitometrisi analizleri sonunda
strastyla %19 ve %13 oraninda apoptotik hiicre orani tespit edilmistir. Ger¢cek Zamanl
PZR c¢aligmalarinda da Bax/Bcl-2 oranmnin arttigi  hesaplanmistir.  EC50’sini
hesapladigimiz ve sitotoksisite ¢aligmalarinda en etkili polisakkarit ekstrakti olan G.
esculenta HWEP’in western-blot analizleri sonucunda Bcl-2 protein ekspresyonunun
HeLa ve TT hiicrelerinde sirasiyla 1,68 ve 3,44 kat azaldigi, bunun yam sira
kaspazlarin protein ekspresyonun da arttigi  bulunmustur. Sonu¢ olarak,
calismamizdaki mantar ekstraktlarinin apoptozu hem i¢ hem de dis yolak iizerinden

indiikledigi farkli yaklagimlarla gosterilmistir.

Literatiirde belirtilen bulgularla kendi ¢alismamizda arastirdigimiz mantar
polisakkaritlerinin farkli kanser hiicreleri iizerinde arastirilan apoptoz sonuglar1 benzer
etkileri ortaya koymakta ve mantar polisakkaritlerinin apoptotik potansiyelini

desteklemektedir.

3.8 Antibiyofilm Aktivite Analizleri

3.8.1 Polisakkaritlerin Biyofilm inhibisyon Etkisi

Tez ¢alismasinda yer alan G. esculenta HWEP ve A. flettit HWEP polisakkarit
ornekleri, 96 kuyucuklu plakada gelistirilen mikroorganizmalar tizerinde farkli (10-50
mg/mL) konsantrasyonlarda ve siirelerde (24, 48, 72 ve 96 saat) XTT metodu ile
metabolik aktivite inhibisyonu test edilmistir. Metabolik aktivite inhibisyonu
antibiyofilm etki olarak tanmimlanmistir. Analiz sonuglarina gore, test edilen
konsantrasyonlarda polisakkarit orneklerinin ¢alismada kullanilan mayalar (C.
albicans ATCC 64548, C. tropicalis RSKK 665, C. glabrata (klinik izolat), C. kruseii
ATCC 22019) iizerinde etkili olmadig1 goriilmiistiir. Patojen bakteriler arasinda sadece
B. cereus RSKK 863 ve S. mutans ATCC 2517 biyofilmine kars1 inhibisyon etki tespit
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edilmistir. Calismada kullanilan diger patojen bakterilerin (S. aureus ATCC 29213, E.
coli ATCC 10536, B. pumilus NRRL-BD-142, E. faecalis ATCC 19433 ve P.
aeruginosa PAOl) mantar polisakkaritlerinin test edilen konsantrasyon araliginda

direngli olduklar1 gozlenmistir.

G. esculenta HWEP ve A. flettii HWEP &rneklerinin Bacillus cereus RSKK
863 ve Streptococcus mutans ATCC 2517 bakterilerinin 96 saatlik biyofilm
olusumunu, polisakkaritlerin konsantrasyon artisina bagli olarak inhibe etmistir.
Bakterilerin metabolik aktivitelerindeki inhibisyonu da polisakkaritlerin test edilen
konsantrasyonlarinda da farklilik gostermistir. Diger bir deyisle, G. esculenta HWEP
ornegi Bacillus cereus RSKK 863 (40 mg/mL i¢in %59, 50 mg/mL igin %69) ve
Streptococcus mutans ATCC 2517 (50 mg/mL igin %57 ve 50 mg/mL igin %79)
suglari tizerinde 40 ve 50 mg/mL konsantrasyonlarinda etkili olurken (Sekil 3.123), A.
flettii'nin ayn1 suslar iizerinde sadece 50 mg/mL konsantrasyonda etkili oldugu 40
mg/mL konsantrasyonda metabolik aktiviteye herhangi bir etkisi olmadigi tespit
edilmistir. A. flettii polisakkariti, B. cereus RSKK 863 bakteri biyofilminin %72’sini
inhibe ederken, S. mutans ATCC 2517 biyofilminin ise %65’ini inhibe etmistir (Sekil
3.124).
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Sekil 3.123: G. esculenta polisakkaritinin 96 saatlik farkli konsantrasyonlarda (30, 40 ve 50 mg/mL)
uygulanmasi sonrasinda B. cereus ve S. mutans bakterilerinin metabolik aktivteleri {izerine etkisi. *:
Kontrol grubundan farkli (p <0,05).
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Sekil 3.124: A. flettii polisakkaritinin 96 saatlik farkli konsantrasyonlarda (30, 40 ve 50 mg/mL)
uygulanmasi sonrasida B. cereus ve S. mutans bakterilerinin metabolik aktivteleri {izerine etkisi. *:
Kontrol grubundan farkli (p <0,05).

3.8.2 Biyofilm inhibisyonunun Floresan Mikroskopla Analizi

G. esculenta HWEP ve A. flettii HWEP polisakkarit &rneklerinin en iyi
antibiyofilm aktivite gosterdikleri konsantrasyonlar1 (G. esculenta igin 40 ve 50
mg/mL, A. flettii i¢in 50 mg/mL) kullanilarak, polisakkarit ile muamele edilmis ve
edilmemis B. cereus RSKK 863 ve S. mutans ATCC 2517 bakteriyel biyofilm yapilari
SyberGreen ve Propidyum iyodiir (PI) boyalar1 ile boyanmis ve farkl: filtreler (yesil

ve mavi) kullanilarak floresan mikroskop altinda incelenmistir.

Polisakkarit 6rnegi ile muamele edilmemis kontrol grubunda bakteri biyofilm
yapisinda hiicreler topluluklar seklinde olup, hiicrelerin birbirleriyle baglantili
olduklar1 ve hiicre-hiicre iletisiminin yogun oldugu goézlenmistir. Kontrol grubunun
aksine, G. esculenta HWEP ile 96 saat muamele edilen bakteri biyofilm olusumlarinda
her iki sus icin de 6nemli derecede azalma tespit edilmistir (Sekil 3.125). Ustelik
Bacillus cereus bakterisinin kontrol grubunda gézlenen spor formunun da polisakkarit
muamelesinden sonra goriilmedigi ve hatta sporiilasyonda gecikmeler tespit edilmistir.
Ayrica hiicreler arasindaki baglantilarin koptugu, yer yer hiicre biitlinliigliniin

bozuldugu da dikkati ¢ekmistir. Mikroskop analizlerimizde, canli hiicre (vejetatif
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formlar) sayisinda azalma, 6lii hiicre sayisinda artis ve bos spor mantosusunun (kilif)
kontrole gore belirgin derecede oldugu dikkati cekmistir. Ayni zamanda,
konsantrasyon artisiyla birlikte gerek hiicre sayis1 gerekse bos spor mantosu goriintiisii
azalmig, 40 mg/mL'lik uygulamaya gore 50 mg/mL uygulanan 6rneklerde hiicreler

arasindaki organizasyonun daha fazla bozuldugu goriilmiistiir (Sekil 3.125).

B.cereus S.mutans

Kontrol

40mg

Konsantrasyon (mg/mL)
50mg

Sekil 3.125: G. esculenta polisakkaritinin 96 saatlik farkli konsantrasyonlarda (40 ve 50 mg/mL)
uygulanmasi sonrasinda B. cereus ve S. mutans bakterilerinin kontrol ve doz gruplarinin floresan
mikroskobu goriintiileri.

Benzer sekilde, 96 saatlik inkiibasyonun ardindan polisakkarit 6rnegi ile
muamele edilmeyen kontrol grubundaki bakteri biyofilm yapis1 yogun ve siki bir
goriintii verirken, A. flettii HWEP polisakkaritinin 50 mg/mL konsantrasyonda
uygulamasi sonrasinda biyofilm topluluklarinin azaldigi, canli hiicre sayisinin azaldigi

ve Ol hiicre sayisinda artis oldugu goriilmistiir (Sekil 3.126).
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Hiicreden hiicreye iletisimin veya baska bir deyisle hiicreler arasi
sinyallesmenin, biyofilm olusumu ve yapisinda 6nemi biiyliktiir. Ciinkii biyofilmin
giicii, etkili bir hiicreler arasi iletisimle saglanabilir. Bunun i¢in de bakterilerin
komsularina yakin konumda olmalar1 ve bir EPS matriks icerisinde siki kiimelenme
seklinde yer almalari gerekir. Calismamizda mantar polisakkarit muamelesi
sonrasinda bakteri hiicreleri arasindaki 6zellikle EPS matriksindeki dagilma ile birlikte
mikrokoloni yapilarin azaldigi hatta yok oldugu goriilmiistiir. Bunun sonucunda da
hiicre-hiicre etkilesiminin azaldigi ve buna bagli olarak kontrole kiyasla hiicre
kiimelenmelerinin olmadig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar bize, mantar polisakkaritlerinin
bakteriyel EPS iiretim gen bdlgesini etkilemis olabilecegi ve belki de ¢ogunlugu
algilama (quorum sensing) mekanizmasini inhibe edici bir etkiye sahip olabilecegini

diisiindiirmiistiir. Bu olas1 etkiler, detayli gen calismalariyla arastirilmalidir.

B.cereus S.mutans

(mg/mL)
50mg

Konsantrasyon

Sekil 3.126: A. flettii polisakkaritinin 50 mg/mL uygulamasi sonrasinda B. cereus ve S. mutans
bakterilerinin kontrol ve doz gruplarinin floresan mikroskobu goriintiileri.

Literatiire gére mantarlar genellikle gram pozitif bakterilere kars1 daha ytiksek
antibakteriyel aktivite sergilemektedir. Tiim mantarlar arasinda L. edodes en ¢ok
caligilan tiirdiir ve hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilere karsi genis bir

antimikrobiyal etkiye sahiptir. Pseudoplectania nigrella (Pers.) Fuckel’den elde edilen
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plektasin peptit gram pozitif bakterilere kars1 en yiiksek antimikrobiyal aktiviteye
sahip iken, Leucopaxillus albissimus (Peck) Singer’den izole edilen 2-aminokinolin,
gram negatif bakterilere karsi en yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Alves ve
dig. 2012).

Agaricus silvicola (Vittadini) Peck’den elde edilen metanolik ekstraktin B.
cereus'a kars1 antibakteriyel etkisi (MIC =5 pg/mL) gosterilmis ve ampisilinden daha
diisiik (MIC =6.25 pg/mL) oldugu raporlanmistir (Barros ve dig. 2008). L. edodes
ekstraktinin ise dis ¢iiriimesinde 6nemli rol oynayan S.s mutans susu iizerinde giiglii
sekilde antibakteriyel etki gosterdigi (Hirasawa ve dig. 1999, Signoretto ve dig. 2011)

daha once gosterilmistir.

Calismamizda, G. esculenta ve A. flettii 6rneklerinin B. cereus ve S. mutans
bakterileri lizerindeki etkilerini floresan goriintiileri ile kiyasladigimizda her iki
ornegin de bakteriyel biyofilme karsi etkili oldugu goriilmektedir. Bilindigi {izere
biyofilm yapinin matriksini olusturan yap1 bakteriyel lipopolisakkarittir. Bakteriyel
polisakkarit matriks, mikroskop altinda bulutsu form seklinde gozlenmektedir.
Ozellikle, dis ciiriigii lezyonlarinda sik rastlanan ve ciiriik olusumunda etiyolojik
faktor olarak kabul edilen S. mutans susunun kontrol grubunda goézlenen bulutsu
formun (bakteriyel LPS) her iki mantar polisakkarit uygulamasi sonrasinda da tiimiiyle

kayboldugu tespit edilmistir.

Calisilan mantarlarin farkli bakteri suslarina karsi antibiyofilm potansiyeli,
literatiirdeki ¢aligmalar1 destekler niktelikte olup mevcut antimikrobiyal ajanlara yeni
alternatifler kazandirmanin yani sira tarim, gida veya ilag¢ endiistrisinde uygulamalar

ile sentetik kimyasallara alternatifler olusturmak i¢in faydali olabilir.
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4. SONUC VE ONERILER

Mantarlar, bol miktarda nutrasotik ve aktif bilesik igermektedir. Yiiksek
protein, diisiik yag ve kalori igerikleri gibi besinsel 6nemleri ile iyi bilinen fonksiyonel
gidalardir. Mantarlar, ¢ok sayida biyoaktif madde igerdiklerinden dolay1
hepatoprotektif, bagisiklik gii¢lendirici, antikanser, antimikrobiyal, antiviral ve
antidiyabetik ajanlar olarak biiyiik potansiyele sahiptir. Ayrica oksidatif hasari
azaltmada yararli olan dogal antioksidanlarin 6nde gelen kaynaklaridirlar. Bununla
birlikte, potansiyellerine ragmen, mantarlardan biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu ve

biyolojik aktiviteleri ile ilgili calismalara hala ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu c¢aligmada, dort farkli mantardan elde edilen sekiz farkli polisakkarit
ekstrakt1, sekiz insan kanser hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik ve apoptotik potansiyelini
arastirmak icin ¢alisilmistir. Kanser hiicrelerine karsi giiclii aktivite gosteren 6rnekler
ile LPS ile indiiklenen miirin makrofaj hiicre hatti (RAW 264.7) iizerinde
antienflamatuvar ozellikleri de arastirilmistir. Ek olarak, yedi bakteri ve dort maya
hiicresi tizerinde antimikrobiyal aktiviteleri gerceklestirmek igin sekiz polisakkarit
ozitiinden, sitotoksisite calismalariyla iliskilendirilerek en iyi aktiviteye sahip

ornekler secilmistir.

Polisakkarit ekstraktlarindan bes tanesi, kanser hiicre hatlarina kars1 sitotoksik
aktivite gostermistir. Bunlar arasinda, Gyromitra esculenta HWEP ve Albatrellopsis
flettii HWEP ornekleri MIA-PaCa-2, TT, HeLa, MDA-MB-231 ve HepG2 hiicre
canlilig1 iizerinde 1yi bir inhibisyon sergilemistir. Bu ekstraktlarin farkl: hiicre hatlar
tizerindeki etkinligi, mantar polisakkaritlerinin, antitimor aktivite potansiyelini

gostermektedir.

Sekiz mantar polisakkaritinin yedi bakteri susuna karsi antibakteriyel
aktivitesinin sonuglari, Gram negatif bakterilerin mantar polisakkaritlerine kars1 daha
direngli oldugunu gosterdi. G. esculenta ve A. flettii’"den ekstrakte edilen
polisakkaritler, Bacillus cereus ve Streptococcus mutans'in metabolik aktivasyonunu
inhibe ederken, ¢ogalmalarini, organize olmalari ve biyofilm olusturmalarini
engelledi. Bu galisma, G. esculenta ve A. flettii’den izole edilen polisakkaritlerin
bakterilere karst antibiyofilm aktiviteye sahip oldugunu ortaya koyan ilk ¢aligmadir.

Antibakteriyel aktivitenin saptanmasinda, bliylikk molekiiler agirliga sahip
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polisakkaritlerin agar icinde yeterince dagilmamasi nedeniyle disk difiizyon

yonteminden daha giivenilir oldugu i¢in mikrodiliisyon yontemi tercih edilmistir.

Polisakkaritlerin bu tiir bir aktivite gdstermesi i¢in molekiiler agirligin yani sira
hidroksil grup igerigi, monosakkarit bilesenleri, pozisyon ve glikozidik baglant1 tiirii
gibi fizikokimyasal faktorler de onemlidir. Teorik olarak, bakterilerin konak¢inin
hiicre yiizeyindeki sekerlere baglanmasi enfeksiyonu baslatabileceginden, aksine,
antibakteriyel aktiviteye sahip bazi polisakkaritler bakteri hiicrelerine baglanarak
onlart yok etmek i¢in biyokimyasal reaksiyonlar1 indiikleyebilir. Polisakkaritlerin bu
islevi, insan bagisiklik sistemi tarafindan da kullanilabilir. Polisakkaritler yabanci
molekiiller olarak kabul edildiginden, kanser hiicrelerine karsi immiin yaniti
tetikleyebilir ve miicadele igin tanima siirecinde Onemli bir rol oynayabilir.
Polisakkaritler kullanilarak antibakteriyel mekanizmalarin agikliga kavusturulmasi, bu
polisakkaritlerin antikanser yeteneginin mekanizmasinin da anlasilmasina yardimci

olabilir.

Sonug olarak, bu c¢aligmada antikanser, antienflamatuvar ve antibiyofilm
aktiviteleri gosterilen mantarlarin, apoptozu indiikledigi ve dolayisiyla potansiyel
antitimor bilesikleri icerebilecegi gosterilmistir. Ayni1 sekilde, biyofilm olusturan
bakteriler izerinde de spesifik antibiyotik ajanlarin kesfi i¢in umut vaadeden sonuglar
alinmigtir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda igerdikleri biyoaktif maddeler, spesifik
antibiyotikler ve yan etki insidans1 diisiik ilaglar gelistirmek i¢in karakterize edilebilir.
Bu nedenle, ¢alismada yer alan mantar polisakKkaritlerinin in vitro ve in vivo

uygulamalarini genisleterek, detayli sekilde arastirilmasi gerekmektedir.
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