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KATRAN-SEDIR MANTARI’NDAN (TRICHOLOMA ANATOLICUM) ELDE
EDILEN EKSTRAKTIN EHRLICH ASSIT TUMORU UZERINE
ANTIKANSEROJEN ETKISININ ARASTIRILMASI
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OZET

Cagimizin hastalig1 olan kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biiytimesi ve hizli ¢ogalmasiyla
karakterize bir hastalik tiirtidiir. Kanserle miicadelede bilimsel tedavilere destek olarak
tamamlayict tedavi yontemleri siklikla kullanilmaktadir. Bu calismada Tricholoma
anatolicum’un ekstraktinin EAT hiicreleri tizerinde muhtemel antitiimoral etkisi in vitro
olarak arastirildi. Yapilan deneysel ¢alisma kontrol, pozitif kontrol (5-FU), 25 pg/ml, 50
ug/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml katran-sedir mantar1 gruplaria ayrilarak 37°C’de %5
CO%1i ve %95 nemli ortamda 24, 48 ve 72 saat siireyle kiiltiire edildi. /n vitro
sonuglarda Annexin V testi toplam apopitotik degerlerinde 48 saat sonunda belirgin bir
artis goriilmezken, 24 saat sonunda 50 pg/ml ve 100 pg/ml mantar gruplarinda, 72 saat
sonunda 25 pg/ml ve 50 pg/ml mantar gruplarinda artig goriildii. 24 saat sonundaki 50
png/ml ve 100 pg/ml gruplarina ait degerlerin, 48 saat sonundaki 25 pg/ml ve 50 pg/ml
gruplarina ait degerlerin pozitif kontrol grubuna yakin sonuglar oldugu goriildii. Hiicre
dongiisii analizindeki gruplarin hiicre oranlarinda her {i¢ saat sonundaki degerleri
arasinda anlaml bir farklilik goériilmedi. Mitotik aktivite analizindeki gruplarin toplam
depolarize hiicre oranlarinda 24 ve 72 saat sonunda belirgin bir artis goriillmezken, 48
saat sonunda 25 pg/ml ve 50 pg/ml gruplarinda artis goriildii. Calisma sonucunda elde
edilen bulgular literatiir bilgisinde antiproliferatif ve antioksidan o6zellik gosterdigi
bilinen Tricholoma anatolicum’un farkl fraksiyonlardaki ekstraktlarinin EAT hiicreleri
lizerinde antitimoral etkisinin olabilecegini gostermistir. Bu caligmanin kanser

tedavisine yonelik yapilacak yeni ¢aligmalara yardimci olacag: diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Katran-sedir mantar1 (7richoloma anatolicum), EAT, in vitro,

antitimor
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INVESTIGATION OF ANTITUMORAL EFFECT OF EXTRACT OBTAINED
FROM TAR-CEDAR MUSHROOM (TRICHOLOMA ANATOLICUM) ON
EHRLICH ASCITES TUMOR
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MS. Thesis, November 2020
Supervisor: Prof. Dr. Nihat EKINCI

ABSTRACT

Cancer, a disease of our age, is a type of disease characterized by uncontrolled growth
and rapid proliferation of cells. Complementary treatment methods are frequently used
to support scientific treatments in the fight against cancer. In this study, the possible
antitumoral effect of Tricholoma anatolicum extract on EAT cells was investigated in
vitro. This study was divided into six different groups for in vitro analysis on EAT cells.
These groups are control, positive control (5-FU), 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200
ng/ml tar-sedar mushrooms groups. EAT cells were cultured for 24, 48 and 72 hours at
37°C, %5 CO? and %95 humidity. In vitro results showed no significant increase in
Annexin V test total apoptotic values after 48 hours. At the end of 24 hours, an increase
was observed in the 50 pg/ml and 100 pg/ml mushroom groups. After 72 hours, an
increase was observed in 25 pg/ml and 50 pg/ml mushroom groups. It was observed
that the values of the 50 pg/ml and 100 pg/ml groups at the end of 24 hours and the
values of the 25 pg/ml and 50 pg/ml groups at the end of 48 hours were close to the
positive control group. In the cell cycle analysis, no significant difference was found
between the values at the end of 24, 48 and 72 hours in cell ratios. There was no
significant increase in total depolarized cell ratios of the groups in the mitotic activity
analysis after 24 and 72 hours. At the end of 48 hours, an increase was observed in 25
png / ml and 50 pug / ml groups. The findings obtained as a result of the study showed
that extracts of different fractions of Tricholoma anatolicum, which is known to have
antiproliferative and antioxidant properties in the literature, may have antitumoral effect
on EAT cells. It is thought that this study will help new studies on cancer treatment.

Key Words: Tar-cedar mushroom (7richoloma anatolicum), EAT, in vitro, antitumor
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MR : manyetik rezonans goriintiilleme

NCCAM : National Center for Complementary and Alternative Medicine

P: anlamlilik degeri
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1.GIRIS VE AMAC

Kanser, viicutta bulunan hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi ve anormal sekilde yayilmasi
ile seyreden hastaliklar arasinda yer almaktadir (Bayrak ve ark., 2010). Ana sebebi
kontrol dis1 hiicre ¢cogalmalar olan kanser, genetik kdkenli bir hastalik olup, DNA’nin
yapisal formundaki degisikliklerden temel almaktadir (Erdamar ve ark., 2014). Kanser
yillardan beri siiregelen, insan yasamini yiiksek morbiditesi ve mortalitesi ile tehdit
eden bir hastaliktir (Atici, 2007). Kanser hem gelismekte olan hem de gelismis
iilkelerde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra siklikla goriilen kronik hastaliklar
arasinda olup, bliyiikk bir halk saglig1 sorunu olarak goriilmekte ve vaka sayisi giin
gectikce artmaktadir (Aweke ve ark., 2017; Singh ve ark., 2016). Diinya iizerinde en
fazla 6lime neden olan kanser tiirleri, sirasiyla akciger kanseri, mide kanseri, kolon-
rektum kanseri, karaciger kanseri ve meme kanseri seklindedir (Bayrak ve ark., 2010).
Kanser yayginlig1 cinsiyete gore degisim gosterir. Erkeklerde en ¢ok akciger kanseri ile
karsilasilirken, kadinlarda ise en ¢ok meme kanseri ile karsilagilmaktadir (Singh ve ark.,
2016). Kansere bagli mortalitelerde ana sorun tiimoér dokusunun kendinden kaynakli
olmayip, kansere baglh gelisen sekonder metabolik degisiklikler olarak goriilmektedir.
Yapilan calismalarda kanser hastalarinda siklikla kilo kaybi goriildiigii bildirilmistir.
Kanserli olgularda diizgiin beslenme ve diyet ile diizeltilemeyen, iskelet kas1 ve adipoz
doku kaybimin da goriildiigli kaseksiye de yol acan dliimlerin oldugu rapor edilmistir
(Erdamar ve ark., 2014). Bir¢ok hastalikta oldugu gibi kanser tedavisinde de erken
teshis ¢ok oOnemlidir (Oylar ve Tekin, 2011). Giliniimiizde kanser tanisi konulmus
hastalarin tedavisinde tiimor dokusunun cerrahi operasyon ile ¢ikarilmasi, kemoterapik
ilaclar, 151 tedavisi, hormon tedavisi gibi yontemler halihazirda tercih edilmektedir.
Kemoterapik ilaglarin ¢ok fazla yan etki gdstermesi ve tedavi siirelerinin uzun olmasi,
tedavi konusunda yeni calismalarin 6niinii agmistir. Tamamlayici tedavi yontemlerine

iliskin caligmalarin genellikle bitkisel tedavi noktasinda odaklandig goriilmiistiir



(Bozkurt, 2016; Ugurluer ve ark., 2007). Son 25 yilda yapilan ¢alismalarda tamamlayici

ve alternatif tedavi uygulamalarina bagvurma siklig1 ciddi oranda artig gostermektedir.

Yapilan bu calismada Ehrlich assit tiimorii olusturulan 8-10 haftalik balb-c k1 erkek
farelerde Tricholoma anatolicum’un (katran-sedir mantar1) ekstresinin muhtemel
antitimoral etkisinin in vitro olarak arastirilmast planlanmistir. Ekstreler igin
kullanilacak olan Tricholoma anatolicum (katran-sedir mantar1) Adana’nin Feke
ilgesinde Toros Daglarindan toplanmis ve ekstre haline getirilerek deneysel calismada

kullanilmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Kanser, Tanim ve Tarihcesi

Kanser, canlilarin temel yapi1 birimi olan hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde asir
cogalmasi ile karakterize bir hastaliktir. Kontrol edilemeyen bu ¢ogalma ve yayilim
Olimle  sonlanabilmektedir  (http://www.cancer.org/acs/groups/content/(@editorial/

documents/document/acspc-044552.pdf, Erisim tarihi: 07.05.2020).

Kanser kelimesi ilk kez Hippocrates (M.O 460-370) tarafindan ortaya konulmustur ve
Hippocrates kanser kelimesini viicuttaki sifa bulmayan yeni yapilanmalar igin
kullanmistir (Atict, 2007; Yildirim, 2017). Hippocrates tiimorleri iyi huylu ve kotii
huylu olarak ikiye ayirmistir (Yildirim, 2017). Kanser anlamina gelen carcinoma ve
carcinus terimleri de Antik Yunan doneminde kullanilmaya baslanmistir (Yildirim,
2017). M.O. 28 ile 50 yillar1 arasinda Antik Roma doneminde yasamis olan hekim
Celcus parmaga benzeyen uzantilarindan dolayi, M.S. 2. yy’da da Galen’in yengece
benzettigi kanser hiicreleri i¢in latincede yenge¢ anlamina gelen cancer terimi
kullanilmistir (Atic1, 2007). Bir baska bakis ile kanser agrilari, yenge¢ 1sirmasi sonucu
olusan merkezden disa dogru yayilan agrilara benzetildigi i¢in de bu ifadenin
kullanilmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Kanser olusmasina sebep olan ajanlara,
Grekgede carcinos (yengeg) ve genesis’den (dogum) koken alan karsinojen (halk tabiri

ile de kanserojen) terimi kullanilmaktadir (Bozkurt, 2016; Atici, 2007; Ugar, 2018).

Kanser tarihinde ilk olarak malign tiimorlere Antik Misirda papiriislerde, Babiller
doneminde kullanilan ¢ivi yazilar ile yazilmig tabletlerde ve hint yazmalarinda
karsilagilmaktadir. Milattan 6nce 15. yy’da Ebers papiriisiinde tiimor tedavisinin
Oldiirebilecegine deginilmistir. Antik Yunan tarihinde ise tibbi dokiimanlar ve Galen’e
ait calismalar incelendiginde kansere ait bir¢cok olguyla karsilasilmakta fakat hangi

tiimoral bulgu oldugu hakkinda kesin bir bilgi verilmemektedir. Antik Yunan tarihinde



tiimorler praeter naturam olarak adlandirilmis olup sadece epitel dokuda goriilenlere
malign timdr denilmistir. Devrin sifacilar1 bu durumu viicut sivilar1 arasinda bulunan

dengesizlikle iliskilendirmislerdir (Atici, 2007; Singerist, 1960).

Kanser ile ilgili mikroskop kullanilarak yapilan bilimsel nitelikli ilk ¢alisma Marcello
Malpighi’nin (1628-1694) yaptig1 ¢aligmadir. Primer tiimorleri sekonder tiimorlerden
ayiran ve halihazirda su an bilinen kanser tilirlerini tanimlayan bilim insani ise

Morgagni’dir (1682-1771) (Atici, 2007).
2.2.Tiirkiye’de ve Diinyada Kanser

Tiirkiye’de oliim nedenleri arastirildiginda her yiliz bin vakanin %55.77’si kanser
kaynakli oldugu bildirilmistir. Resmi kayitlara gegmeyen oOliimler de g6z Oniine

alindiginda bu oranin daha da artacagi diisiiniilmektedir (Aslan ve ark., 2006).

Diinya saghik orgiitiinin (WHO) 2018 yili istatistiklerine gore diinyada kanser
tiirlerinden Oliim siralamalar1 her iki cinsiyet i¢in sirasiyla akciger (%18.4), kolon ve
rektum (%9.2), mide (%8.2), karaciger (%8.2), meme (%6.6), 6zofagus (%5.3),
pankreas (%4.5), prostat (%3.8) ve diger kanser tiirleri (%35.8) seklindedir (Sekil 2.1,
2.2) (https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/39-All-cancers-fact-sheet.pdf,
Erisim tarihi: 10.05.2020).

2018 yili Diinyada Kanser Vaka Grafigi
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Sekil 2.1. 2018 yili her iki cinsiyet icin diinyada kanser vaka yiizdeleri
(https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/39-All-cancers-fact-sheet.pdf,  Erisim
tarihi: 10.05.2020)



2018 yili Diinyada Kanser Oliim Grafigi

[GILHR N A0 = Kolon ve rektum
9,20%

W Akciger

Diger kanser
tiirleri; 35,80% u Mide
Karaciger
B Meme
m Ozefagus

Mide; 8,20%
M Pankreas

M Prostat

Prostat; 3,80%

Pankreas; 4,50% Karaciger; 8,20% m Diger kanser turleri

Ozefagus; 5,30% Meme; 6,60%

Sekil 2.2. 2018 yili her iki cinsiyet i¢in kanser tiirleri ve Olim yiizdeleri
(https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/39-All-cancers-fact-sheet.pdf,  Erisim
tarihi: 10.05.2020)

Diinya saghk orgiitiiniin (WHO) 2018 yili istatistiklerine gore Tiirkiye’de kanser
tirlerinin goriilme siralamasi erkeklerde akciger (%24.7), prostat (%14.6), kolon ve
rektum (%9.7), mesane (%8.1), mide (%6.2), diger kanser tiirleri (%36.7) seklinde olup
kadinlarda ise meme (%24.4), tiroit (%11.5), kolon ve rektum (%9.3), rahim (%6),
akciger (%5.8), diger kanser tiirleri (%43.1) seklindedir (Sekil 2.3)
(https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/792-turkey-fact-sheets.pdf, Erisim
tarihi: 10.05.2020).



2018 Yili Turkiye'de Kanser Tiirleri ve Oliim Oranlari
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Sekil 2.3. 2018 yili erkek, kadin ve her iki cinsiyet i¢in kanser tiirleri 6liim oranlar
(https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/39-All-cancers-fact-sheet.pdf,  Erisim
tarihi: 10.05.2020)

2.3.Kanser Olusum Mekanizmasi

Normal dis1 goriilen hiicre cogalmasinin sonucu olarak kanser daha fazla bolge ya da
organi etkileyebilmektedir. Kanserin yayilmasi ile diger organlara da bu durumun niiks
etmesine metastaz denir. Kanser nedeniyle oOlimiin goriilmesinin ana sebebi
metastazlardir  (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/ World Cancer
Report 2014, Erisim tarihi: 07.05.2020). Kanser hiicreleri normal hiicrelere gore yap1 ve
islev olarak bir takim farkliliklar gosterebilmektedir. Kanser hiicresi normalde yapilan
islevleri yerine getirebilirken, bazen ise normalde goriilmeyen yeni islevler
edinebilmektedir (Kutluk ve Kars,1994). Buna ornek olarak endokrin bir bez
olmamasina ragmen tiimoral bir kitlenin hormon salgilayabilmesi verilebilir (Sadirli,
2008; Dalgi¢ ve ark.,, 1998). Bu hiicreler doku, organ veya bolgelerde yayilim
gostererek  buralarda bulunan yapilarin  fonksiyonlarmi  yapmalarina  engel

olabilmektedir (Kutluk ve Kars,1994).
2.4.Kanser ve Hiicre Dongiisii

Hiicrenin biiyiiylip ¢ogalmasini saglayan hiicre boliinmesidir. Hiicreden hiicreye bu
siire¢ farklilik gostermekte olup dongiiniin tamamlanmasi bir dakika ile bir sene

arasinda stirebilmektedir (Yokus ve Cakir, 2012). Hiicre boliinme siklusu iki kisimdan



olugmaktadir. Bunlar interfaz (G1, S, G2) ve mitoz (M)’dur (Canpolat, 2016). Boliinme
olaymin gerceklesmedigi faz Go fazidir (Giines, 1999). Hiicrelere boéliinme emri
gelmezse Go fazinda beklemektedirler (Canpolat, 2016). Dongiiyli baslatan bir uyari
geldiginde Go fazindaki hiicreler G1 fazina gegerler. Bu uyar1 ortadan kalktig1 vakit Go
fazina doniis gerceklesir (Ho ve Dowdy, 2002). Hiicrelere boliinme emri geldiginde
boliinme Oncesi bir hazirlik donemine gegerler. Bu hazirlik doneminde bulunan hiicreler
hacimsel olarak biiyiirler. Boliinmeye hazirligin yapildigi bu evreye interfaz evresi
denir. Interfaz evresi ise ii¢ alt kisimdan olusmaktadir. Bunlar G1, S, G2 evreleridir

(Canpolat, 2016).

Sekil 2.4. Normal Hiicre Boliinmesinin Evreleri (https://webders.net/522/hucre-
dongusu-siklusu.html, Erigim tarihi: 12.05.2020)

G1, DNA replikasyonu i¢in gerekli olan protein ve RNA sentezinin yapildigi evredir
(Topal ve ark., 2009). Ayrica Gl evresindeyken ATP sentezi hizlanarak, hiicredeki
organellerin sayis1 artar ve metabolizma daha yiiksek seviyelere c¢ikar. Hiicreyi
boliinmeye zorlayan proteinler (biiylimeyi saglayan faktorler) aktif hale gecer. Biiylime
icin uygun sartlar saglandiginda sentez evresine geg¢ilir (Canpolat, 2016). Sentez (S)
fazinda iken replikasyon i¢in bolgeler belirlenir ve DNA diploit bir hal alir (Topal ve
ark., 2009). G1 evresindeki RNA sentezine S evresinde de devam edilir. Protein sentezi
en st diizeye cikarilir (Canpolat, 2016). G2’de ise mitoz boliinme i¢in son hazirlik
yapilarak hiicre M fazina hazir hale gelir (Topal ve ark., 2009). G2 evresindeyken
DNA’nin sentezi durdurulup, RNA ve protein sentezine devam edilir. Sentrozom

kopyalanmasi1 tamamlanir. Mitoz boliinme evresine gecildiginde sentrozom duplike



olur. Yeni yavru kromozomlar olusur. Mitoz’un profaz, metafaz, anafaz ve telofaz
evreleri vardir. Telofazda sitoplazma boliinmesi tamamlanarak ayni genetik materyale
ve Ozellige sahip iki yeni hiicre meydana gelir (Canpolat, 2016). M fazinin sonunda yeni
iki hiicre olusarak boliinme tamamlanir (Topal ve ark., 2009). Toplam hiicre dongiisii 24
saat olup hizli ¢ogalabilen bir insan hiicresinde G; evresi 11 saat, S evresi 8 saat, G2

evresi 4 saat ve M evresi de 1 saat stirmektedir (Canpolat, 2016).
2.5.Hiicre Siklusunun Konrol Edilmesi

Boliinme sirasinda kontrol edilmeyen hiicreler, kontrolsiiz bir ¢cogalma gostererek tiimor
olusumuna neden olmaktadirlar. Hiicre bdliinmesini kontrol eden, denetleyen bir takim
kontrol noktalar1 bulunmaktadir. Hiicre dongiisiiniin boliinme siklusu siklinler (cyc),
siklin bagimh kinazlar (CDK) ve siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CK1) tarafindan
kontrol edilmektedir. Bu kontrol noktalar1 G1’den S fazina geciste ve G2’den M fazina
geciste bulunmaktadir. Bu kontrol noktalarinda hiicre béliinmesinin devam edilip
edilmeyecegine karar verilmektedir. G1’de bulunan kontrol noktasinda hiicrenin
bliyiikliigiine bakilir. Hiicre yeterli biiyiikliikteyse ve DNA’da hasar bulunmuyorsa
boliinme gergeklesir. M’de bulunan kontrol noktasinda kromozomlarin ig ipliklerine
baglanmasi kontrol edilir bir sorun yoksa bdliinme gerceklesir (Yuan ve Yankner, 2000;

Giacinti ve Giordano, 2006; Canpolat, 2016).
2.6.Karsinojenez

Normal hiicre dongiisiiniin baslatilmasi, siireclerin belirlenmesi ve asamalarin diizenli
hata olusmayacak sekilde devam ettirilmesi bir¢ok protein sayesinde gerceklesir. Bu
proteinlerin sentezini yapan genler protoonkogenler veya tiimdr baskilayicit genlerdir.
Protoonkogenlerin ¢alisma mekanizmasinda meydana gelen bozulmalar kanser
gelisimine engel olan proteinlerin yapimini etkileyip kansere yol acgabilirler. Bu
mekanizmanin bozulmasina mutasyonlarin ve c¢esitli sebeplerle meydana gelen DNA
zincirindeki hasarlarin veya bozulmalarin etki ettigi disiiniilmektedir (Topal ve ark.,
2009). Biitiin bu evrelerden sonra kanserli olan hiicrelerin 6liimstiiz olabilmesi telomeraz
ve apopitoz asamalar1 ile agiklanmaktadir. Telomerler kromozomlarda u¢ kisimlarda
bulunmakla birlikte mitozlardan sonra kesilerek kisaltilir. Hayat devam ettigi siirece
boliinmeler devam eder, kromozomlar kisalir, en sonunda hiicre yaslanarak Oliir.
Kanserli olan hiicrelerde ise artmis telomeraz enzimi sonucunda mitoz bdliinmede

olusan kisalma biter. Bu sekilde boliinme evresi sinirlandirilamaz hale gelir.



Apopitoz’da ise hiicreler planli bir sekilde 6lmektedirler. Apopitoz’da normal olan
hiicrelerin farklilasip devam eden mekanizmaya bagkaldirmasi engellenmis olur.
Apopitoz vasitasiyla kanser riski tagiyan hiicreler yok edilmis olmaktadir (Kocakaya,

2017; Topal ve ark., 2009).
2.7.Kansere Neden Olan Faktorler

Kanser birden ¢ok degiskene bagli olan karmasik ve stabil olmayan kompleks bir
hastaliktir. Kanser alanindaki ¢aligmalarin hizla ilerlemesine ragmen yapilan molekiiler
biyoloji ve hiicre kiiltiirii calismalari, neoplastik hiicrelerin (yeni olusmus hiicreler) nasil
karsinojen ve metastatik yetenek kazandigini tam olarak agiklayamamaktadir. Bu durum

giiniimiizde hala tartisma konusu olmaktadir (Grizzi ve Chiriva-Internati, 2006).

Kansere neden olan etkenler kisisel ve cevresel olarak ikiye ayrilabilir. Kisisel olan
faktorler aileden gelen kromozomlara bagli genetik faktorler ve genetik yatkinliktir.
Cevresel etkenler ise bakteriler ve viriisler, parazitler, radyasyon ve x isinlar1 gibi
fiziksel etkenler; sanayilesmeye bagli olarak olusan hava kirliligi, sigara ve kimyasal
ajanlar; beslenme unsuru, cinsellik ve dogurganlik; hormonlara bagl faktorler ve
immiinolojik bagisikliktir. Kansere neden olan unsurlara bakildiginda c¢evresel

etkenlerin %80’lik bir orana sahip oldugu goriilmektedir (Sadirli, 2008; Bilir, 2008).
2.8.Kanserin Tam ve Tedavisi

Kanserin bircok belirtisi olmakla beraber bazi belirtilere klinikte siklikla
karsilagilmaktadir. Bu belirtilerden bazilar1 viicudun herhangi bir yerinde sislik
goriilmesi, zor iyilesen ya da iyilesme goriilmeyen yaralar, viicutta cesitli bolgelerde
goriilen ben ve sigillerde meydana gelen yaralar ve renk degisimleri, normal dis1
goriilen sebepsiz kanamalar, yutkunmada goriilen giicliikler, siklikla goriilen oksiirtik,
seste meydana gelen kisiklik, idrar ve digki aliskanligindaki degisikliklerdir. Bu
belirtilerden bir ya da birkacinin goriilmesi kanser siiphesini akla getirmektedir (Kutluk

ve Kars, 1994).

Kan tetkikleri, biyokimyasal analizler, radyografi, radyoizotop taramalari, endoskopi,
ultrasonografi, magnetik rezonans goriintiilleme (MR), sitoloji, biyopsi ve histopatolojik

muayeneler kanser tanisi i¢in 6nemlidir (Kutluk ve Kars,1994).

Kanser tedavisi uzun bir siire¢ olmakla beraber tedavide siklikla basvurulan yontemler

kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yontemlerdir. Hormon tedavisi ve biyolojik yontemler
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de diger ana tedavi yontemlerine destek olmasi maksadiyla klinikte tercih edilmektedir

(Baykara, 2016).

Tim bu yontemlerin yanisira son zamanlarda kullanimi artan bir diger tedavi yontemi

tamamlayici tedavilerdir.
2.9.Tamamlayic1 Tedaviler

Tamamlayici tedavi, bilimsel tedavilere destek maksadiyla yapilan tedavidir. Son 15
yilda giderek kullanimi artan tibbi tedavilere destek olan tedavilerdir. (Molassiotis ve
ark., 2005). Geleneksel tibbi tedavilerinin yerine kullanilabilen tamamlayici tedavi
ekseriyetle hastalarin isteklerine bagli olarak tercih edilmektedir (Kurt ve ark., 2019;
Kocakaya, 2017). Kendi basina tedavi amacli kullanilmayip baska tedavilere destek
olarak kullanilmaktadir. Kanserin tekrarlamasina engel olmak, yasam standartlarini
gelistirmek, diger ilaglarin yan etkilerini azaltarak semptomlar1 hafifletmek amaciyla
son zamanlarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Hastalara fiziksel ve psikolojik bir
destek sagladigi diisiiniilmektedir (Kocakaya, 2017; Kav ve ark.,, 2008). Kanser
tedavilerine destek olarak tamamlayici tedavilerin kullanimi giderek artmaktadir.
Literatiirde tamamlayici tedaviler konusunda degisik tilkelerde kullanim sikliginin %7
ile %64 arasinda oldugu (ortalama olarak %31.4) belirtilmektedir. Tiirkiye nin de i¢inde
yer aldig1 Avrupa’da bulunan 14 iilkede yiiriitiilen ¢aligmalarda kanserli olan hastalarin
tamamlayici tedavi kullanim sikliginin %36 oldugu belirtilmis ve %15 ile %73 arasinda

genis bir yelpazede dagilim gosterdigi belirtilmistir (Kav ve ark., 2008).

Kanser tedavisinde tamamlayici tedaviler hastada gevsemeyi ve sedasyonu saglamayi,
stres ve anksiyete halini Onlemeyi, olusabilecek diger semptomlar ve bunlara eslik
edebilecek agriy1 azaltmayi, goriilebilecek yan etkileri azaltmayr ve uyku sorunlarini

gidermeyi amaglamaktadir (Ernst, 2001).

Ulusal Tamamlayic1 ve Alternatif Tedavi Merkezi (National Center for Complementary
and Alternative Medicine) (NCCAM) 200’den fazla tamamlayici tedavinin oldugunu

belirtmektedir. Bunlar1 temel olarak 5 sinifa ayirmaktadir.

1) Alternatif tedaviler ve medikal sistem tedavileri (Uzakdogu ¢in tibb,
akupunktur, homeopati ve aurveda)
2) Bedensel ve zihinsel tedaviler (Imarjinasyon, hipnoz, biofeedback, miizik ve

hayal kurma)
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3) Biyolojiden temel alan tedaviler (Bitkisel tedaviler, etkili yiiksek doz vitamin
takviyeleri, 0zel diyetler)

4) Enerji aktarimi ile yapilan tedaviler (Dokunma ile iyilestirme ve reiki)

5) Manupulatif ve bedensel egzersize dayali tedaviler (Masaj, egzersiz,

chiropractic, yoga, hidroterapi, refleksoloji, akupressur) (Yildirim ve ark., 2006)
2.10.Mantarlar

Mantar kelime olarak grek¢edeki mykes’ten tiiretilmistir. Mantarlar1 inceleyen bilim
dalina mikoloji denir. Giinlimiiz sartlarinda mikoloji bilimi diinya tniversitelerinin
bazilarinda botanik bilimi ile birlikte, bazilarinda ise mikrobiyoloji bilimi iginde

ogretilmektedir (Siimer, 2006).

Mantarlar heterotrof olan, klorofil bulundurmayan oOkaryotik canlilardir (Keaton ve
Gould, 2004). Mantarlar hem hayvanlarla hem de bitkilerle benzer yanlarinin
bulunmasindan dolay1r uzunca bir siire siniflandirilamamiglardir. Mantarlar bitkilerle
olan benzerliklerinden dolay1 uzun yillar bitkiler alemine dahil edilmekteydiler. Bilim
adamlar1 degisik smiflandirmalar yapmislardir. Giinlimiizde ise mantarlar bitkilerden

ayr1 bir mantarlar alemi (Regnum mycota) olarak kabul gérmektedir (Stimer, 2006).

Mantarlar birgok yiyecekten daha iyi sindirilebilir protein kaynagidir. Protein icerigi ise
%10 ile %40 arasinda degismektedir. Taze mantarlarin kuru agirhigmmin %3-21’ini
karbonhidrat, %3-35’ini lifler olusturur. Mantarlar yapisal olarak fosfor, demir,
kalsiyum ve potasyum gibi minerallerin ¢ogunu igerdigi i¢in mineral bakimindan
olduk¢a zengindir. Ayrica mantarlar tiamin (B1), riboflavin (B2), niasin, biyotin ve
askorbik asit gibi vitaminleri de igermektedir. A ve D vitaminlerini de yaygin
olmamakla beraber birka¢ tiir icermektedir. Mantarlarin igeriginde bulunan doymus
yaglar, serbest yag asitleri, trigliserit tiirevi lipit bilesikleri, steroller, esterler eser
miktarda bulundugu i¢in genellikle oranlar1 diisliktiir. Yenilebilen mantarlarin
tiiketilmesi bireyin fonksiyonelligine ve diyetine katki saglamaktadir (Smith ve ark.,

2002).

Mantarlar1 tarihte bu kadar on plana ¢ikaran bir diger yonii ise mantarlarin psikoaktif
haliisinojenik etkileridir. M.O. 3000 yillarina ait oldugu bilinen Amerika’daki mantar
taglarida mantarlarin ge¢misi hakkinda bizlere ipuglar1 vermektedir. Bu taslar Pasifik
Guatemala yamaglarindaki maya bolgesinde Ispanyollarm yeni Diinya kesfi sirasinda

bulunmustur (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Pasifik Guatemala’nin yamaclart Kaminaljuyu’da bulunan mantar taslar
(Borhegyi ve Borhegyi-Forrest, 2015).

2.11.Mantarlarin Yapilari ve Uremeleri

Mantarlar tiremelerini sporlari sayesinde gerceklestirmektedirler. Spor ise kelime olarak
Grekee’de tohum anlamina gelmektedir. Mantarlarin vejetatif biinyesi tek veya cok
hiicreli iplik gibidir. Bu iplikgiklerden her birine Grek¢e’de doku anlamina gelen hif
(Hyphe veya Hypha) denir. Hiflerin bir araya gelerek olusturduklar1 vejetatif yapiya ise
Grekge’de sigil, elos anlamina gelen misel (Mycelium veya mykes) denir. Hifler

mantarlarda dallanmis veya dallanmamis olarak bulunmaktadir (Siimer, 2006).

Mantarlar genellikle renksizdirler. Klorofilleri bulunmamaktadir. Baz1 mantarlarin koyu
renkli olmasi ise hiicre ¢eperlerine biriken melanin maddesi ile acgiklanabilir. Mantarlar
klorofil bulundurmadiklarindan dolay1 heterotrof, parazit veya saprofit olarak yasarlar.
Karbon olusturan kaynaklardan yararlanirlar. Mantarlar konuk¢u canlinin dokularindaki
hiicre bosluklarina yerlesirse emeg (haustorium) adi verilen 6zel hiflerle besin ihtiyacin

karsilarlar (Stimer, 2006).
2.12.Mantarlarin Ektomikorizal Yasamsal Dongiileri

Mikoriza kelimesini 1885 yilinda incelemeler yapan Alman botanik¢i ve ayn1 zamanda
ilk orman patolojisti olan AB Frank tarafindan mantarlarin agaglar ile olan iligkilerini
tanimlamak icin kullanmistir. Mikoriza kelime olarak Yunanca’da mantar anlamina

gelen mykes ve kok anlamina gelen rhiza’dan tiiremis olup kék mantart anlamina
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gelmektedir. Mikorizal birliktelik dogadaki bitkilerin yaklasik olarak %92’sinde
goriilmektedir. Bu birliktelik ototrof olan konuk¢u bitki ile hetetrof organizma
arasindaki besin ve oksijen aligverisine dayanmaktadir. Ektomikoriza tanimi orman
calilar1 ve agaclar gibi yiiksek yapili bitkiler ile makromantarlar arasindaki iki tarafinda
yarar gordiigii simbiyotik birlikteligi ifade etmektedir (Kibar ve Peksen, 2007). Bizim
de calismamizda kullandigimiz Tricholoma anatolicum mantar1 ektomikorizal yasam

dongiisiine sahip bir mantardir.

Ektomikorizal simbiyotik yasamda mantarlarin miselleri agacin kokiinii ¢evreler ve
yogun bir kilif, manto olustururlar. Agac¢ kokiiniin topraktaki su ve mineralleri alma
gorevi artik mantarlarin miselleri tarafindan tstlenilir. Mantar miselyumunun bir kismi
agacin kok kismindaki korteks hiicrelerin arasina girer ve hiicre disinda kok hiicrelerine
girmeden ags1 bir yap1 olusturur (Sekil 2.6). Mantar miselleri ile aga¢ kokleri arasinda
olusan bu ag besin aligverisini daha kolay hale getirir. Miselleri sayesinde mantarlar
topraktaki su ve mineralleri alarak bitkiye ulastirirken, bitki ise mantara fotosentez

sonucu olusan karbonhidrat kaynagini saglar (Kocakaya, 2017). Bu sekilde iki tarafinda

yararina olan ektomikorizal simbiyotik birliktelik saglanmis olur.

Sekil 2.6. Ektomikorizal birliktelikteki bitki kokiiniin goriniimii
(http://apelasyon.com/Yazi/430-mikoriza-mantarlari-ve-tarimsal-acidan-onemi, Erisim
tarihi: 16.05.2020)

Tarihsel siirecte mantarlarin uzunca bir siire ¢esitli hastaliklarin tedavisinde basarili

olarak kullanildig1 goriilmektedir. Geleneksel Cin tibbinda bagisiklik diizeyini artirmak
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icin kullanilan tedavi yontemlerinde mantarlar tercih edilmektedir. Besin olarak
kullanilmasimnin yami sira mantarlardan elde edilen birgok tibbi iirlin giiniimiizde
Japonya, Kore, Cin gibi iilkelerde ilag sirketleri tarafindan iiretilip yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle son 20 yilda modern tipta mantarlarin kullanimi giderek
yayginlasmistir. Mantarlar sadece Uzakdogu iilkelerinde kullanilmakla kalmayip
Amerika’da da insan ve hayvan metabolizmalarina etkileri ile ilgili calismalar
yapilmaktadir.  Mantarlarda  bulunan  polisakkaritlerin  insan ve  hayvan
metabolizmalarinda bagisiklik sistemini dengeledigi ve bazi timdral olusumlart inhibe
ettigi bilinmektedir. Mantarlardan elde edilen ekstrelerin kanserli hastalarda ki yasam

kalitesi lizerine olumlu etkilerinin oldugu goriilmiistiir (Smith ve ark., 2002).
2.13.Mantarlarin Tibbi Kullanimi

Makromantarlar yiizyillardir hem besleyici gida olarak hem de farmakolojik olarak ilag
yapiminda siklikla tercih edilmektedirler (Hilszczanska, 2012; Oyetavo, 2011).
Geleneksel tipta Japonya, Cin ve bir¢ok iilkede mantarlar ilag olarak kullanilmaktadir
(Oyetavo, 2011). Mantarlarin besleyiciligi ve tibbi tedavi gidalari olarak kullanilmalari
gbz Oniline aliarak biiyliyen diinya populasyonunda gelecekteki yeri gida giivenligi
acisindan oldukca 6nemli goriilmektedir (Dutta ve Acharya, 2014). Mantar tiirlerinin
antioksidan, antitiimoral, antimikrobiyal, immiin sistemi dengeleme ve giiclendirme gibi
etkilerinin oldugu bilinmektedir. Etkilerini icerisinde barindirdiklar1 biyoaktif bilesikler
sayesinde gostermektedirler. Bunlar yag asitleri, glikolipitler, fenoller, poliasetilamin,
sikimik asit trevleri, poliketitler gibi bilesiklerdir. Gida bakimindan besleyici ve
farmakolojik bakimdan tedavi edici etkisi oldugu kadar mantarlarin yan etkileri de

bulunmaktadir (Oyetavo, 2011).

Biinyesinde barindirdig1 folik asitin anemi hastaliginda tedavi edici etkisi oldugu
goriilmiistiir. D vitamini igermesinden dolayr mantarlar kas ve iskelet sistemi gelisimi
acisindan cocuklarin biiyiime donemi i¢in ciddi bir besin kaynagidir (Gliven, 2019).
Cogu mantarin kendisinin ya da ekstresinin antitiimoral etkisi oldugu bildirilmistir.
Bunlarin  disinda mantarlar hipertansiyon, hiperkolesterol, kronik bronsit gibi

hastaliklarda da tedavi etmek amagh kullanildig: bilinmektedir (Uslu, 2007).

Mantarlarin iceriginde bulunan polisakkarit ve polisakkarit-peptit komplekslerinin
immiin bagisiklik sistemini aktive etme Ozelligi bulunmaktadir. Metastaz ve

karsinojenez olusumunu engelleyici antitimoral etkileri mevcuttur. Mantarlar
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kullanilarak yapilan antikanserojen ¢alismalar1 1970’1 yillarda Lentinus edodes (Berk.)
Singer’ den elde edilen ‘‘lentinan’’ isimli bir B-glukan ile basglamistir. Sonraki yillarda
bagka bir mantardan elde edilen ‘‘sizofilan’’ ile calismalar devam etmistir. Sizofilan
hasta olan hiicrelerde makrofaj yolu ile antitiimoral etkinlik gdstermistir. Yapilan
caligmalar neticesinde homoglukan, heteroglukan, heteroglikan ve polisakkarit-protein
kompleksi gibi birden fazla bilesik izole edilmistir (Hilszczanska, 2012). Son yillarda
mantar polisakkaritleri ile yapilan deneysel calismalar oldukca popiiler bir konuma

gelmigstir (Oyetavo, 2011).
2.14.Tricholoma anatolicum (Katran-Sedir Mantari)

Tricholoma anatolicum bitkiler aleminde basidiomycota subesinin, agaricomycetes
sinifinin, agaricales takiminin, 7Tricholomataceae ailesine, Tricholoma cinsinin,

Tricholoma anatolicum H.H. Dogan & Intini tiiriine aittir (Ilban, 2011).

Tricholoma koken olarak Yunanca’da killi anlamina gelen ‘tricho’’ ve sagak anlamina
gelen ‘“‘loma’” kelimelerinden tiiretilmistir. Ust kisminda sapkalarmin kenarlarinda
bulunan kalintisal olusumlar mantara (Bu 6zellik tiim mantarlarda goériilmeyebilir) bu
ismin verilmesini saglamistir. Ektomikorizal bir yasam dongilisiine sahip olan
Tricholoma tiirii mantarlar genellikle kayin, hus, mese, sogiit, ladin, cam, kavak, pamuk,

koknar gibi agaclarin altlarinda yasamlarina devam etmektedirler (Trudell, 2013).

Yenilebilen ektomikorizal yasam dongiisiine sahip mantar tiirlerinden 7Tricholoma
anatolicum ve ona ¢ok benzeyen Tricholoma caligatum iilkemizde en ¢ok giineybati
Anadolu bolgelerinde hasat edilir (Kalmis ve ark., 2011). Tricholoma anatolicum
Tiirkiye’de yetisen endemik bir tiir mantardir. Oldukga lezzetli ve kaliteli besin igerigine
sahip olan bu mantar sadece lilkemizde yetisen bir tiir olmasiyla beraber Anadolu
mantar1 anlamina gelen Tricholoma anatolicum olarak isimlendirilmistir. Ulkemizde
yetisebilen Tricholoma tiiri mantarlar arasinda en degerli olan1 Tricholoma
anatolicum’dur. Tricholoma anatolicum’un toplanmasinda belirli bir kural olmamasi ve
asirt toplanmasi tiirlin gelecegini tehdit altina almaya devam etmektedir. Tiirlin
devamliliginin saglanmasinda mantar1 toplayan yerel halkin bilinglendirilmesi biiytik

onem teskil etmektedir (All1 ve Sen, 2016).

Tarihsel olarak bakildiginda Tricholoma tiirii mantarlara eski ¢aglardan beri verdikleri
onem ile Japon kiiltliriinde rastlanilmaktadir. Japon kiiltiiriinde yaklasik 1000 yildan

beri 6nemli bir yere sahip olan Tricholoma tiirii mantarlar halk i¢in ¢ok degerlidir.
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Tricholoma tiirii mantarlar sadece sofralar1 siislemekle kalmayip kiiltiirel ve dinsel
anlamda da 6nemli oldugu asikar ortadadir. 13. ve 17. yiizyillarda asaletin ve bollugun
bir sembolii olarak goriilen Tricholoma mantarlar1 Japon Kkiiltiiriinde *‘matsutake’’
olarak isimlendirilmektedir. Matsutake mantarlarini, toplumda 6nemli bir yere sahip
olan insanlar 6zel giinlerde birbirlerine hediye olarak vermislerdir (Kalmis ve ark.,

2009; ilban, 2011; Kocakaya, 2017).

Eski Japon kaynaklarinda milattan sonra 759 yillarinda yazilmis bir siirde 7Tricholoma
tiirli mantarlarin (Matsutake) insan sagligi icin faydasindan, 6neminden ve degerli bir
gida maddesi olmasindan bahsedilmektedir. Son yiizyila kadar Tricholoma mantarlar
tiretkenligin, comertligin, saadetin bir sembolii haline gelmistir. Japon halki i¢in
glinlimiizde de Tricholoma tirii mantarlar oldukca biiyiik 6neme sahip olmakla beraber
siklikla tiiketilmektedir. Bundan dolay1 iilkemizden ve diinyanin degisik bolgelerinden
hasat edilen Tricholoma tiirii mantarlar Japonya’ya ihra¢ edilmektedir (Kalmis ve ark.,

2009; Ilban, 2011; Kocakaya,2017).

Tricholoma anatolicum H.H. Dogan & Intini mantar yerel halk tarafindan ‘gamalak’
veya ‘¢ katran’’ mantar1 olarak bilinmektedir. Yabani bir mantar tiirii olmakla beraber
heniiz kiiltiir ortamina alinamamistir. 7richoloma anatolicum’™n (Katran-sedir mantart)
2003 yilinda bilim diinyasina kazandiran bilim adami Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji boliimii dgretim iiyelerinden Prof. Dr. Hasan Hiiseyin DOGAN’dir (ilban,
2011; Kaya ve ark., 2009).

2.15.Tricholoma anatolicum (Katran-Sedir Mantari) Morfolojik Ozellikleri

Sapka: Yaklasik 4 ile 20 cm c¢apinda olmakla beraber, gencken sapla birlesik, daha
sonra acilarak yarim bir kubbe seklini alarak diizgiin bir form kazanmaktadir. Gengken
beyaz ve krem rengi arasinda bir renge sahipken ilerleyen donemlerinde sarimtirak
kremsi bir renge biiriiniir. ince bir yiizeye sahiptir ve yiin gibi tiiyler bulunmaktadir.
Kenarlarinda ise yiine benzeyen venar kalintilart mevcuttur. Sapkasindaki etli kisim 2
ile 5 cm arasinda kalinlikta beyaz renkli, siki1 dokulu, dolgun ve katran kokusunda olup

tatlims1 bir yapidadir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Topraktan yeni toplanmis Tricholoma anatolicum

Lamel Yapisi: Sap kismina girinti yaparak birlesen bir yapidadir. Gengken krem renkte

olup, gelismesi ilerlediginde kahverengi ve kirmizimtirak lekeli bir hal alir.

Sap Yapisi: 4-10 cm uzunlugunda ve 1-3 cm ¢apinda silindirik sekilli, tabana dogru
ilerledikce incelen bir yapiya sahiptir. Gencken beyaz renkteyken, gelisim evrelerinde
sirastyla krem beyaza, daha sonra ise krem sar1 renge doniisiir. Ayn1 sapka gibi iizerinde
ince yiine benzeyen velar kalintilar ve annulus bulunmaktadir (lban, 2011; Dogan ve

Akata, 2011).

Genel olarak bakildiginda beyaz ile krem rengine yakin, katran gibi koku veren,
siyanofilik sporlara sahip, kendine has farkli bir aromas1 olan mantarlardir (Dogan ve

Akata, 2011).
2.16.Tricholoma anatolicum’un (Katran-Sedir Mantari) Yetistigi Yerler

Tricholoma anatolicum sedir (katran) agaclarinin (Cedrus libani) altlarinda, bu
agaclarla ektomikorizal birliktelik kurarak yasayan bir mantar tiliriidiir. Akdeniz’de
rakim 1400 ile 1700m arasinda olan bolgelerde Toros Daglarinda bulunan bir mantar
tiiridiir. Genellikle 25 yasindan biiyiik sedir (katran) agaclarinin altinda drenaji iyi olan
verimsiz kumlu toprakta yasarlar. Hasat donemi genellikle Sonbahar’da Ekim ile Kasim
aylart aras1 olmaktadir. Akdeniz iklim tipine uyum saglayan bir tiirdiir (Dogan ve
Akata, 2011). Sedir (Katran) agaglarinin altlarinda kumlu iyi drene olmus topragin

altinda kolonileserek gelismektedir. Topraktaki ¢Op tabakasinin hemen alt kisminda
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olan Tricholoma anatolicum’un miselleri topragin 10 ile 15 cm kadar altinda toprak
graniilleri ve kayalarin arasindan gidebilmektedir (Dogan ve Akata, 2011). Bolgeye ilk
defa gitmis arastirma yapmamis bireyler i¢cin mantarin hangi agag¢larin altinda oldugunu
bulmak bir hayli zor goriilse de, yore halki i¢cin mantarlari bulmak ve ¢ikarmak kolay bir
eylem olarak goriilmektedir. Topragin iistene ¢ikmayip altinda gizlenen mantar, ancak
yardime1 kazi aletleri ile esildiginde kendini gostermektedir. Tricholoma anatolicum’un
bu ozelligi isleri zorlastirmakta ve mantarin toplanmasini geciktirmektedir. Toros
daglarinda mantarin yetistigi yerlere Ekim ve Kasim aylar1 arasinda giin aydinlanmadan

gidildiginde mantar toplayicisi yore halkin1 burada gorebilirsiniz.

Sekil 2.8. Adana Feke’de Cadir¢cukuru ve Findik yaylalar1 (Toros Daglart)

Bagta Adana olmak {izere Kahramanmaras, Osmaniye, Mugla, Antalya ve Alanya
bolgelerinde sedir (katran) agac¢larinin altlarinda bulunmaktadir.  Tricholoma
anatolicum’un lilkemizde yetistigi yerler Adana’nin Goéller yoresi, Kozan’da Gorbiyes
ve Ahirkuyusu, Aladag, Cambogazi, Aladag Katran Cukuru, Feke’de Cadirgukuru,
Hidirusag1r Aytepesi, Cataloluk mevkileri ve burada bulunan findik yaylalarinda
yetismektedir. Antalya’da Gazipasa, Karatepe, Asarbasi, Kag, Siitlegen yorelerinde,
Osmaniye’de Kaypak, Yarpuz ve Culhali bolgelerinde, Kahramanmaras’ta Andirin,
Elmadag, Goksun, Sogukpinar yorelerinde yetismektedir. Mugla’da Fethiye, Arpacik,
Yaylakoru, Gedre, Babadag ydrelerinde yetismektedir (Dogan ve Akata, 2011).
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Calismamizda kullanilan mantarlar Adana ilinin Feke ilgesine bagli Cataloluk
mevkisindeki Cadirgukuru ve Findik yaylalarindan (Toros Daglarindan) topland1 (Sekil
2.8).

2.17.Katran-Sedir Mantarr’nin (7richoloma anatolicum) Kimyasal Bilesenleri

Tricholoma matsutake’nin kimyasal kompozisyonunu gostermeye yonelik yapilan
calismada igeriginde %20.3 protein, %29.10 lifsi yap1, %5.04 yag, %36.67 karbonhidrat
bulundugu belirtilmistir. Mineral igerigi bakimindan da potasyum, sodyum, fosfor,
kalsiyum, ¢inko, demir, bakir, manganez igerdigi bildirilmistir (Lemieszek ve Rzeski,
2012). Tricholoma anatolicum’un kimyasal besin degeri analizi li¢ farkli gelisim
evresinde incelenmis olup, en fazla yag ve nem igerikleri miselyum kisminda, kiil ve
karbonhidrat igerikleri mantarin gen¢ déneminde sapka kisminda, sodyum miktari ise en

fazla miselyumunda 6l¢iilmiistiir (Kalmis ve ark., 2011).

Mantarlarin  6nemli bilesenlerinden olan fungal polisakkaritler hiicre duvarinin
yapisinda bulunmaktadir. Polimerik yapida olan bu polisakkaritlerin gorevi mantar igin
gerekli olan enerjiyi ve ekstraselliiler siviyr depolamaktir (Martinho, 2012). Mantarlarin
iceriginde bulunan polisakkaritleri sayesinde antitiimoral, antioksidan, antimikrobiyal
etkiler gosterdigi yapilan ¢aligmalarla teyit edilmistir. Bu etkilerin olugsmasini saglayan
polisakkaritler genellikle mantarlarin hiicre duvarinin yapisindadirlar (Liu ve ark.,
2010). Mantarlarin yapisinda bulunan fungal polisakkaritler etkilerini kanserden
koruma, bagisikligi giiclendirme ve direk olarak apopitozi indiikleyerek
gostermektedirler (Lemieszek ve Rzeski, 2012; Martinho, 2012; Meng ve ark., 2016).
Kitin ve kitosan her ne kadar hiicre duvarmin yapisinda bulunan polisakkarit veya
polisakkarit tiirevi de olsalar antikanserojen etki gostermezler. Antikanserojen etki
gosterdigi bilinen polisakkaritler genelde (1—3), (1—6) p-glukan veya (1—3) a-glukan
tirevleri olanlardir. Antikanserojen etki gosterdigi bilinen diger bir polisakkaritlerde
glukoz disindaki monosakkaritlerin bir araya gelerek polisakkaritlesmesi sonucu ortaya

c¢ikan glikanlardir (Liu ve ark., 2010).
2.17.Deneylerde Kullanilan Kanser Modelleri

Kanserle miicadelede yapilan caligmalar 14. ylizyila kadar uzanmaktadir. Kanser
alaninda yapilan ve uygulanan tedaviler kendisinden onceki donemin Ogreti ve
tekniklerinin tekrar1 ile yapilmis olup sistemli bir sekilde yapilan ilag uygulamalar

geliserek giinlimiize ulagsmay1 basarmistir (Karayel, 2009; Bozkurt, 2016). Yillardan
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beri kansere karsi yapilan miicadelede ilerleme kaydedilebilmesi ve bir takim somut
sonuglara ulasilabilmesi i¢in degisik kimyasal bilesiklerden de yararlanilarak modeller
olusturulmustur (Yenidogan, 2010; Bozkurt, 2016). Yapilan calismaya en uygun
deneysel kanser modelinin seg¢ilmesi ¢ok onemlidir (Zeybek, 2013). Arastirmada
kullanilacak olan modelin gegerli olmasi, transplante edilen tiimorler icgin {iretim
verimliliginin yiiksek olmasi, uygulanmasinin kolay olmasi, tiimoér olusma zamani,
reddedilme ylizdesi, metastaz yetenegi ile genetik, immiinolojik yapilarinin uygun

olmas1 gerekmektedir (Oylar ve Tekin, 2011; Bozkurt, 2016; Al, 2019).

Kullanilacak olan deney modelini segerken tiimoriin biyolojik 6zelliklerini ve ilacin
sitotoksik etkilerinin en iyi gosterecek deney hayvanini se¢gmek, hi¢ siiphesiz ki tlimor
olusma olasiligini artiracaktir. Hem deney hayvaninin biyolojik 6zellikleri hem de
tedaviye yonelik yapilacak uygulamanin 6zellikleri dikkate alinarak giinliimiizde
kullanilan 5 farkli deney modeli bulunmaktadir. Bunlar; kimyasal ve fiziksel
karsinojenler ile olusturulan deney modeli, spontan veya transplante edilebilen tiimor
modelleri, tiimor ksenografi, transgenik, knockout ve kimerik modeller ve intraperitonel
yolla mikroenkapsiile (Hollow fiber) timdr modeli’dir (Yenidogan, 2010; Zeybek,
2013).

Kimyasal ve fiziksel karsinojenler ile olusturulan deney modeli; dogal veya sentetik
olarak olusmus kimyasal maddeler insan veya hayvan viicudu i¢in karsinojen olarak
kabul edildigi i¢in laboratuar ortaminda deney hayvanlarinda da kansere neden oldugu
goriilmiistiir (Huff, 1993; Bozkurt, 2016). Cesitli kimyasal ajanlar deney hayvanlarina
degisik yollarla verilerek birbirinden farkli tiimor modellerinin olusturuldugu deney

modelleridir (Yenidogan, 2010; Zeybek, 2013).

Tiimor Xenografi; bu yontem baska bir canlidan alinan tiimoéral dokunun farkli bir

canliya transplantasyonuna dayanmaktadir (Yenidogan, 2010; Zeybek, 2013).

Transgenik, knockout ve kimerik modeller; DNA mikroenjeksiyonlar1 transgenik
hayvanlarda en ¢ok kullanilan yontemdir. Transgenik hayvanlar geleneksel kullanilan
tretim metodlarindan farkli olarak laboratuar ortaminda rekombinant DNA
teknolojisinin kullanimiyla iiretilmektedir (Hogan ve ark., 1994; Bozkurt, 2016).
Kullanilan bu teknoloji sayesinde dogal ortamda yetistirme yerinden farkli olarak
proniikleer DNA mikroenjeksiyon yontemi vasitasi ile tlirler arasinda gen transferleri

gergeklestirilebilmektedir (Yenidogan, 2010; Zeybek, 2013; Bagis, 2012).
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Intraperitonel yolla mikroenkapsiile (Hollow fiber) tiimér modeli; Bu model bir
mikroenkapsiilasyon yontemidir. Tiimor hiicresi yar1 yartya gecirgen jel icerisinde
kapstillenir. Kapsiillerin ¢ap1t 0.05 mm ile 1 mm arasindadir. Bu mikrokapsiiller
uygulanacak deney hayvaniin intraperitoneal kavisitesine inokule edilerek uygulanan

bir modeldir (Yenidogan, 2010; Zeybek, 2013).

Spontan veya transplante edilebilen tiimor modelleri; transplante edilebilen timér
modellerinde olusmus olan tiimorlerden elde edilen siispansiyonlardan olusmaktadir
(Karayel, 2009). Insan kanser tiplerine kinetik olarak daha benzerlik gdstermektedir
(Bozkurt, 2016). Transplante edilen tiimorlere solid tiimdrler ve assit tiimorleri 6rnek
verebiliriz.  Solid formdaki tiimorler intradermal, subkutan, intramuskuler,
intraperitoneal veya intravendz yolla transplante edilebilirken, assit tiimorler ise sadece
intraperitoneal yolla transplante edilebilmektedir (Yenidogan, 2010; Zeybek, 2013;
Bozkurt, 2016).

Transplante edilebilen tiimor modelleri kdken aldiklar1 spontan tiimdrlere erken olusum
fazlar1 bakimindan oldukca benzerlik gostermektedirler. Bu modele 6rnek modeller
arasinda Ehrlich —Lettre assit tiimorii, transplante edilebilen Wilm’s renal tiimorii,
Lewis Lung Carcinoma modelleri sayilabilir (Yenidogan, 2010; Zeybek, 2013; Bozkurt,
2016).

2.18.Ehrlich Assit Tiimori (EAT)

Son 20-30 yil i¢inde transplante edilebilen tiimér modelleri {lizerindeki deneysel
caligmalarin sayisinin arttig1 goriilmektedir. Transplante edilebilen bu deney modelleri
igerisinde en yaygin kullanilan tiimor modeli Ehrlich assit tiimérleridir (Ozaslan ve ark.,
2011). Farelerin adenokarsinomlarindan kdken alan Ehrlich assit tiimor hiicreleri, 1905
yilinda disi bir fare ilizerinde spontan olarak ortaya ¢ikmistir. 2. Diinya savasi siiresince
ve 1948 yillarindan beri Lettre ve ark. tarafindan birtakim caligmalar yapilmistir.
Yapilan ¢aligmalarda Ehrlich kanser hiicre hattinin nitel ve nicel anlamda yapilacak yeni
kanser calismalarima yardimci olmasi i¢in uygun bir test sistemi haline getirilmesi
amaclanmistir (Lettre R ve ark, 1972). Daha sonralar1 Alman bakteriyoloji uzmani Paul
Ehrlich ve Alman patolog Hugo Apolant tarafindan laboratuar ortaminda bir fareden
diger fareye es zamanli olarak transplante edilen bir deneysel tiimoér modeli haline

gelmistir (Chakrabarti ve ark., 1990; Lazebnik ve ark., 1991).
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Ehrlich assit tiimdrii gibi modellerde amag¢ deney hayvanlar ile yapilan tiimdoral
modellerin ve kanser tedavilerinde yeni tekniklerin gelistirilmesidir. Yeni tedavi
teknikleri ve modellemeler bundan dolay1r c¢ok 6nemlidir. Ehrlich assit tiimorleri
baslangigta hiperdipliod olup, regresyon oOzelligi gostermeyen, kisa Omiirld,
proliferasyon hizi ve transplante yetenegi yiiksek olan tlimor modelidir. Ehrlich assit
tiimorleri kemoterapiye en duyarli olan insan tiimorlerine benzediginden dolay1
farklilasmamis olup biiyiime hizlar1 olduk¢a fazladir. Ehrlich assit tiimoérlerinin bu
Ozelliklerinden dolay1 alternatif kanser terapilerinde olduk¢a Onemli bir yeri

bulunmaktadir (Ozaslan ve ark., 2011).

Ehrlich assit tiimorii farelere 6zgii olmakla beraber %100 transplante ve malignite
ozelligi ile giiniimilize ulasmis deneysel timdr modelidir (Elsaid, 2013). Hizli biiylime
ve virulans 6zelligine sahiptir. Esit biiyiikliige sahip olmayan tiimor hiicreleri yaklasik
20 ile 30 mikron ¢apindadir (Zeybek, 2013). Ehrlich assit tiimorleri asit ve solid formda
kullanilabilmektedir. Tiimor hiicresini iceren asit sivist deney hayvanlarma karindan
intraperitoneal yoldan verilirse asit form elde edilirken, subkutan yolla enjekte edilirse
solid formda tiimor elde edilebilmektedir (Giiler, 2011). Ehrlich assit sivisi gri ile beyaz
arasinda bir renge sahiptir. Igerisinde kanda bulundugu durumda viskoz bir siv1 elde
edilebilmektedir (Ozaslan ve ark., 2011). In vitro olarak yapilan deneylerde Ehrlich assit

s1visinin yapay yiizeylere yapismama 6zelligi bulunmaktadir (Giiler, 2011).

Assit (S1v1) Formu: Loewanthal ve Jahn bu tiimoriin asit formunu 1930’lu yillarda fare
tizerinde elde etmislerdir. Karindan intraperitoneal enjeksiyon ile 500.000/ml timor
hiicresi farelere enjektekte edildiginde asit formda tiimoriin olustugu gézlemlenmektedir

(Zeybek, 2013).

Cok hiicrelilerde homeostazin saglanmasi, hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve
Olimiiyle olmaktadir (Nagata ve Golstein, 1995). Hiicre sayisinin kontrolii ise hiicre
artig1 ve hiicre 6liimii arasindaki denge vasitasi ile yapilmaktadir (Thomas ve ark., 1979;
Tutkun, 2019). Bu i¢ ve dis dengenin bozulmasi kanser ve otoimmiin hastaliklar gibi
bircok hastalig1 beraberinde getirmektedir (Thomas ve ark., 1979; Erdogan ve Uzaslan,
2003). Bunlardan yola ¢ikilarak kanserin de hiicre dongiisiindeki dengesizlige bagh
gelisen bir hastalik oldugu goriilmektedir (Ekmekgei ve ark., 2008).
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3.GEREC VE YONTEM

Deneysel calismamizda hayvanlar {izerinde yapilan islemlerin hayvan deneylerine
uygunlugu, Erciyes Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan
06.03.2019 tarihinde gerceklestirilen 03 numarali toplantidaki 19/052 numarali karari
ile onaylanmistir. Hayvanlarla yapilan uygulamalar ile in vitro olarak yapilan hiicre
kiiltiirii calismalar1 Betiil-Ziya Eren Genom ve K&k Hiicre Merkezi’nde (GENKOK)
gergeklestirilmis.

3.1.Deney Materyali Tricholoma anatolicum’un (Katran-Sedir Mantarinin)

Toplanmasi

Deneysel ¢alismamizda kullanilan Tricholoma anatolicum (Katran-sedir mantari), 2018
yilinda 26-30 Ekim tarihleri arasinda (Mantarin olgunlasip hasat edilme dénemi Ekim-
Kasim aylar1 aras1) Adana ili Feke Ilcesi’nde Cataloluk mevkisi, Cadirgukuru ve Findik
yaylalarinda katran-sedir agaglarinin (Cedrus libani) altlarindan toplandi (Sekil 3.1).
Mantarin teshisi Selcuk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji béliimii dgretim iiyelerinden

Prof. Dr. Hasan Hiiseyin Dogan ve Biyolog Vahide Coskun tarafindan yapilmstir.
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Sekil 3.1. Deneysel ¢alismada kullanilacak olan Tricholoma anatolicum’un toplanmasi

3.2.Deney Materyali Tricoloma Anatolicum’un (Katran-Sedir Mantarinin)

Kurutulmasi

2018 yilimin Ekim ay1 sonunda toplanan mantarlar tlizerindeki toprak ve camur
kalintilar1 kabaca mantarlara zarar vermeyecek sekilde titizlikle temizlendi. 24-25°C

sicaklikta hava akiminin iyi oldugu oda ortaminda kurutma islemi yapildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Tricholoma anatolicum kurutma islemi

Kurumus mantarlar kabaca tekrar temizlendikten sonra blender yardimi ile toz haline
getirilerek ekstre elde etmek icin Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’ne gétiiriildii

(Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Tricholoma anatolicum kiigiik parcalara ayrilip toz haline getirilmis hali
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3.3.Tricholoma anatolicum (Katran-Sedir Mantar1) Ekstrelerinin Elde Edilisi

Tricholoma anatolicum ekstreleri 3 farkli yolla elde edilmektedir. Bunlar; etanol
ekstresi (EE), polisakkaritce zengin sicak su ekstresi (PS) ve ultrasonik etki ile elde
edilen polisakkaritce zengin su ekstresidir (PSU). Toplam fenol, flavonoit ve protein
bakimindan ultrasonik etki ile elde edilen polisakkaritce zengin su ekstresi (PSU),
toplam seker bakimindan polisakkarit¢ce zengin sicak su ekstresi (PS) ve ultrasonik etki
ile elde edilen polisakkaritce zengin su ekstresi (PSU) teknikleri ile elde edilen
ekstraktin yiiksek verim ihtiva ettigi bildirilmistir (Kocakaya, 2017). Calismamizda
kullanilan Tricholoma anatolicum ekstresi polisakkarit¢ce zengin sicak su ekstresi (PS)

teknigi ile elde edilmistir.
3.4.Polisakkarit¢ce Zengin Sicak Su Ekstresi (PS) Hazirlanisi

Oda sicaklhiginda kurutulduktan sonra toz haline getirilen mantarlar 100°C’de ¢oziici
olarak distile su yardimiyla 3 saat araliklar ile 3 kez ekstre edildi. Her ekstrede
slipernatant kismi siizme islemi gergeklestirilip alindi. Alinan siipernatantlar farkli bir
kapta bir araya getirilerek birlestirildi. Birlestirilen siipernatant kistm 4000 rpm’de 30
dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 pellet kisim uzaklastirilarak olusan siipernatant
kisim ayr1 bir kaba alindi. Olusan siipernatant kisim vakumda rotapavorda bir miktar

konsantre edildi (Ding ve ark., 2010; Kocakaya, 2017).
3.5.Sevag Yontemiyle Deproteinizasyon Islemi

Olusan siipernatantin 100 ml’sine 20 ml kloroform ve 4 ml n-biitanol eklendi. Karisim
ayirma hunisine alinarak 20 dk kadar dikkatlice muamele edildi. Denature olan
proteinler su faziyla ayrim yiizeyinde gozlendi. Kloroform ve n-biitanol fazi ayirma
islemi yapilarak su fazi igin islem tekrarlandi. Genelde 3 kez uygulanan islem
sonucunda su fazi ayri bir kaba aktarild1 ve diger islemlere gecildi (Sevag ve ark., 1938;

Kocakaya, 2017).

Sevag yontemi kullanilarak yapilan deproteinizasyon islemi sonunda olusan su fazina
hacimsel olarak bes kat1 absoliit etanol eklenip 4°C’de 12 saat bekletildi. 12 saat
sonunda polisakkaritlerin beherin tabaninda yogun bir ¢okelti olusturdugu goriildii.
Beher tabaninda olusan yogun bu ¢okelti 5000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek toplandi.
Daras1 alinan saat cami iizerinde biriktilmis olan ¢okelti 40°C’de etiiv icinde

kurutulmaya birakildi. Sonunda olusan ekstre alinarak saklandi. Bu yontemle elde
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edilmis olan ekstre polisakkaritce zengin sicak su ekstresi (PS) olarak

isimlendirilmektedir (Ding ve ark., 2010; Kocakaya, 2017).
3.6.Stok Hayvanlarin Olusturulma Protokolii

Deneysel ¢alisma in vitro olarak gerceklestirildi. Ehrlich assit timor (EAT) hiicrelerinin
cogaltilmasi i¢in hayvanlar kullanildi. Calismamizda yaklagik 25-30 g agirliginda 8-10
haftalik erkek Balb/C 1rki fareler kullanildu.

Sekil 3.4. Stok hayvandan intraperitoneal yolla Ehrlich assit tiimor hiicresi ¢ekilmesi

Calismada kullanilacak olan Ehrlich assit tiimér hiicreleri (EAT) Erciyes Universitesi
Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali’'nda -80°C de saklanan rezerv kullanildi.
Kriyotiipler 37°C deki sicak su banyosunda ¢ozdiiriildii. Once tripan mavisi ile boyanan
ve thoma lamma alinarak canliliklar1 kontrol edilerek sayilan Ehrlich assit timor

hiicreleri Balb/C 1rki farelere intraperitoneal olarak enjekte edildi (Sekil 3.4).

Ehrlich assit timor hiicreleri hayvanlara enjekte edildikten sonra 5 ile 7 giin sonra asit
tiimdr olusumu gozlendi. Hayvanin karin bolgesinde goz ile goriilebilen bir siglik ortaya

cikmasi asit timor olusumunun belirtisi olarak kabul edildi (Sekil 3.5).



28
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Sekil 3.5. Stok fare olusturulmasi (11 giin sonra farenin durumu)

3.7.Hiicre Sayim Protokolii

Stok hayvanin karin boslugundan c¢ekilen 100 pl EAT assit sivist iizerine 400 pl
Phosphate Buffer Saline (PBS) eklendi. Pipet vasitasi ile homojenize edilen sividan 100
ul cekilerek ependorf tiipii icine koyuldu ve tizerine 100 pl tripan blue eklendi. Elde
edilen karisim homojenize edildi. Karisimdan 50 pl alinarak onceden iizeri lamel ile
kapatilan thoma lamina aktarildi. Thoma lamia eklenen bu sivi 151k mikroskobunda
40’Iik objektifle bakilip biiyiik karelerde olan hiicreler tek tek sayildi (Sekil 3.6). Olii
hiicreler tripan blue sayesinde maviye boyanmis olacagi i¢in parlak ve beyaz kanser
hiicreleri canli kabul edilerek sayim iglemi yapildi. Sayim bolgesinde bulunan dort orta
buiytikliikteki karelerdeki hiicreler sayildiktan sonra orta biiytikliikteki kare basina diisen
hiicrelerin ortalamasi belirlendi. Cikan sonug lamdaki biiyiik kare sayis1 16 oldugu i¢in
16 ile garpilip thoma laminda bulunan toplam hiicre sayisina ulasildi. 1 ml’deki hiicre
sayisin1 bulmak igin, elde edilen sonug¢ 10* ile garpilarak her kuyucuga ekilecek hiicre

sayist hesaplanmis oldu.
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Canli hiicre

Ol hiicre ' )

Sekil 3.6. Mikroskopta (40’lik objektif ile) canli ve 6lii Ehrlich assit tiimor (EAT)
hiicrelerinin sayilmasi

3.8.Kullamlacak Olan Kiiltiir Besiyeri Hazirlanmasi

Kiiltiir besiyeri hazirlama islemleri steril glivenlik kabininde gergeklestirildi (Sekil 3.7).
Kiiltiir besiyeri hazirlama isleminde %85 DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
%14 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %]l penicilin/steptomisin kullanildi. Besiyeri
hazirlamadan 6nce kullanilacak tiim maddeler steril enjektorler ile ilk olarak 0,45°lik
filtrelerden sonra ise 0,22°lik filtrelerden gegirildi. Kiiltiir besiyeri elde edildikten sonra

islem tekrarlandi. Hazirlanan kiiltiir besiyeri +4°C’ de azami bir hafta saklandi.
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Sekil 3.7. Steril ortamda (steril enjektor ve filtre ile) DMEM’in (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) 0,22°lik filtreden gecirilme islemi

3.9.in Vitro Yapilan Testler

Testlerin uygulanmasinda Muse Cell Analyzer (Milipore, ABD) cihaz1 ve cihaza
uyumlu kitler tercih edildi (Sekil 3.8). Testler 24, 48, 72 saatik zaman dilimindeki
periyotlar1 takiben planlandi. In vitro protokol i¢in 24 kuyucuklu kiiltiir kaplar
kullanildi. 1.grup kontrol grubu olup standart kiiltiir besiyeri disinda bir sey eklenmedi.
2. grup 25 pg/ml mantar grubu, 3. grup 50 pg/ml mantar grubu, 4. grup 100 pg/ml
mantar grubu 5. grup 200 pg/ml mantar grubu olarak belirlendi. Pozitif kontrol grubu

olarak 5-FU kullanildi.
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3.10.Annexin V ve Olii Hiicre Testi

Testin yapilis amac1 erken apopitotik ve gec¢ apopitotik fazlarda bulunan hiicrelerin
sayisin1  belirlemektir. Test aym zamanda toplam apopitotik hiicre o6lii hiicre

konsantrasyonunun belirlenmesinde de kullanilmaktadir.

Kuyucuklara ekilmis olan hiicreler ve besiyerleri steril pipet ucu yardimiyla karigtirildi.
Bu islemin ardindan kiiltiir kaplar1 37°C’de %95 nem ve %5 karbondioksit (CO2)
oranina sahip inkiibatoriin igine yerlestirildi. Kuyuculara hiicrelerin yerlestirilme islemi
yapildiktan sonra hiicrelerin konulmasi i¢in 1,5 ml’lik ependorf tiipleri kuyucuk sayisi
ve grubuna gore karigiklik olmamasi i¢in ependorflarin iizerine etiketler yapistirildi.
Siiresi geldikten (24, 48, 72 saat) sonra inkubatorden c¢ikarilan kiiltiir kaplarindaki
kuyucuklar pipet ile cekilip Onceden etiketlenmis olan ependorflara bosaltildi.
Hiicrelerin dibe ¢okme ihitimalleri goz oniinde bulundurularak pipet yardimi ile pipetaj
yapild1 ve kiiltiir kaplar1 45 derece egim ile tutuldu. Ependorf tiiplerine alinan hiicreler
2470 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra ependorflarin {izerinde biriken
stipernatant kisim dikkatli bir sekilde mikropipet yardimi ile alindi. Siipernatant kismi
atilan tiiplere 1ml PBS (Phosphate Buffer Saline) ilave edildi. Tiipler vorteks yardimai ile
karistirildi. Vortekslenmis olan tiipler tekrar 2470 rpm’de santriflij edildi. Ependorf
tiiplerinin lizerinde biriken silipernatant kisim mikropipet yardimui ile dikkatli bir sekilde
uzaklastirildi. Annexin V kit s1visi dolaptan ¢ikarilip oda sicakligina birakildi. Ependorf
tiiplerine 100 pl %1’lik PBS (Phosphate Buffer Saline) ve oda sicakligina gelmis olan
Annexin V kit sivisindan 100 pl ilave edildi. Ependorf tiiplerindeki son karisim

tekrardan vorteks yardimi ile karistirildi. 24°C’de karanlik ortamda 20 dk inkiibe edildi.

Kullanilacak olan cihaz uygun temizleme soliisyonu ile temizlendi ve sonrasinda okuma
islemine baslandi. Ilk olarak kontrol grubu ile baslayan okuma isleminde hiicrelerin
yogunlukla bulundugu kisimlardan sonuclar alinmasi i¢in gerekli olan ayarlamalar
yapildi. Gruplar arasinda gecis yapilirken cihaza hizli yikama islemi yapildi. Cihaza
kaydedilmis olan sonuglar taginabilir bellek ile alind1 (Sekil 3.8). Ayni1 islemler 48 ve 72

saat icin tekrarlandi.
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Sekil 3.8. Muse Cell Analyzer

3.11.Hiicre Dongiisii Testi (Cell Cycle Test)

Testin uygulanma amaci hiicre dongiisiiniin Go/G1, S ve G2/M evrelerindeki hiicrelerin
ylzdesinin hizli ve niceliksel Olglimlerinin yapilmasidir. Hiicre ddgiisiiniin
diizenlenmesi, kontrol edilerek devam etmesi hiicrenin canlilig1 i¢in olduk¢a dnemlidir.
Hiicre dongiisiiniin bir diger 6nemi ise genetik olusabilecek hasarin onarilmasi, kontrol
dis1 hiicre boliinmesi ve ¢ogalmasimnin durdurulmasidir. Hiicre siklusu sirasinda
olusabilecek bozukluklar, tiimor hiicrelerinin spesifik bir gostergesidir. Hiicre
siklusunun analiz edilmesi, antitiimdral maddelerin olas1 etkilerini anlamak i¢in veya
hiicre boliinmesinde fazlarin ve metabolizmanin incelenmesi icin oldukca

ehemmiyetlidir (Tutkun, 2019).

Cell cycle protokolii icin kuyucuklara ekilmis olan hiicreler 37°C’de %95 nem ve %5
karbondioksit (CO;) oranina sahip inkiibatorde tutuldu. Daha onceki testteki gibi
ependorf tiiplerinin {izerleri kuyucuk sayisi ve grubuna gore etiketlendi. 24, 48 ve 72
saat sonunda inkiibatorden disar1 alinan Kkiiltiir kaplar1 steril pipetler yardimiyla
etiketlerine uygun ependorf tiiplerine aktarildi. Hazirlanmis olan ependorf tiipleri 300 g’
de 5 dakika santrifiij edildi. Ependorf tiiplerinin {izerinde biriken siipernatant kismi
mikropipet kulanilarak atildi. Siipernatant kismi uzaklastirilan ependorf tiiplerine 1 ml
PBS (Phosphate Buffer Saline) eklendi. Eklenen tiipler diisiik hizlarda vorteks yardimi
ile kanistirildi. Vortekslenen ependorf tiipleri tekrar 300 g’de 5 dakika santrifiij edildi.
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Ayni iglemler tekrarlanarak ependorf tiiplerinin iizerinde kalan siipernatant kisim
uzaklastirildi. Sonrasinda her bir ependorf tiipiine 50 pul PBS (Phosphate Buffer Saline)
ilave edildi. PBS (Phosphate Buffer Saline) ilavesinden sonra vortekslenen ependorf
tiipline -20°C’de saklanmis olan %70’lik 1 ml etanol eklendi. Sizinti ve dokiilme
olmayacak sekilde kapaklar1 kapatilan ependorf tiipleri -20°C’de bir gece bekletildi.
Ertesi giin -20°C*deki ependorf tiipleri ¢ikarilip vortekslendi. Her bir ependorf tiipiinden
200 pl alinarak ayni numara ve grup adiyla etiketlenen temiz diger ependorfa transfer
edildi. Yeni ependorf tiipii ile 300 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij edilen
ependorf tiiplinlin lizerinde kalan siipernatant kisim mikropipet kullanilarak atildi.
Siipernatant kisim atildiktan sonra ependorf tiipiliniin i¢indeki pellet kisim {izerine 250
ul Muse hiicre dongii kitinden ilave edilerek tiipler vortekslendi. Daha sonra tiipler 30
dakika siire ile oda sicakliginda karanlik bir yerde bekletildi. Bekleme siiresinin
sonlamastyla uygun soliisyonlar yardimi ile Muse Cell Analyzer cihazi temizlendi.
Temizlenen cihazda 6rnekler okunmaya baglandi. Okuma islemine yine kontrol grubu
ile basland1 ve onceki testte oldugu gibi hiicrelerin yogunlukla bulundugu kisimlardan
sonuglar alinmasi i¢in gerekli ayarlamalar yapildi. Gruplar arasinda gecis yapilirken
cihaza hizli yikama islemi yapildi. Cihaza kaydedilmis olan sonuglar taginabilir bellek

ile alind1 (Sekil 3.8). Ayni islemler 48 ve 72 saat i¢in tekrarlandi.
3.12.Mitotik Aktivite Testi (Mitopotential Test)

Testin uygulanma amaci toplamdaki canli hiicre, depolarize olmus ve 6lii hiicrelerin
konsantrasyonunu hesaplamaktir. Test iki Onemli parametrenin hesaplanmasina
yardimct oldu. Bunlar hiicresel stresin ve apopitozun erken belirtisinin diigiiniildiigii
evre ile plazma membran gecirgenligi veya hiicre Oliimiiniin gerceklestigi

parametrelerin l¢limiidiir.

Oncesinden taze hazirlanmis olan besiyeri ile hiicreler steril giivenlik kabininde
kuyucuklara eklendi. Steril bir pipet yardimi ile besiyeri ve hiicrelerin karigmasi
saglandi. 37°C sicaklik ve %5 neme sahip inkiibatorde kiiltiir kaplar1 24, 48 ve 72 saat
birakildi. Bu siire zarfinda her bir kuyucuk i¢in grup adi ve numaralar verilerek
ependorf tiipler hazirlandi. 24, 48 ve 72 saat sonunda kiiltiir kaplar1 inkiibatérden
cikarildi. Daha oOnceden grup adi ve numarasina gore hazirlanmis olan ependorf
tiiplerine steril pipetler yardimi ile alindi. Ependorflar sikica kapatildiktan sonra 1200

rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi. Ependorf tiiplere 1 ml PBS
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(Phosphate Buffer Saline) eklendi ve vortekslendi. Vortekslenmis olan ependorf tiipleri
1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij edilen ependorf tiiplerindeki siipernatant
kisim uzaklastirildi. Ependorf tiiplerinin her birine 1 ml mitopotential assay tampon
stvist ilave edildi. Sivi eklenen ependorf tiipler vortekslendi. Vortekslenen tiiplerden
100 pl alimarak daha onceden grup adi ve numaralarina gore etiketlenmis olan temiz
ependorf tiiplerine aktarildi. Ependorf tiiplerindeki sivilara 95 pl 6nceden hazirlanmig
olan mitokondri potansiyeli soliisonu ilave edildi. Ependorf tiipleri tekrar vortekslendi.
37°C sicakliktaki inkiibator icine 20 dk birakildi. Inkiibatorden 20 dk sonra disar
c¢ikarilan ependorf tiiplerine +4°C’de bekletilmis olan 5 pl 7-AAD belirteci ilave edildi.
Eklenen belirtecten sonra ependorf tiipleri vortekslendi. Vortekslenmis olan ependorf

tiipleri oda sicakliginda karanlik bir ortamda beklemeye birakildi.

Muse Cell Analyzer cihazi uygun soliisyon yardimi ile temizlendi. Temizlenen cihazda
ornekler okunmaya baslandi. Okuma islemine yine kontrol grubu ile baglandi ve 6nceki
testte oldugu gibi hiicrelerin yogunlukla bulundugu kisimlardan sonuglar alinmasi igin
gerekli ayarlamala yapildi. Gruplar arasinda gecis yapilirken cihaza hizli yikama islemi

yapildi. Cihaza kaydedilmis olan sonuglar taginabilir bellek ile alind1 (Sekil 3.8).
3.13.istatistiksel Veri Analizi

In vitro olarak gerceklestirilen calismadan elde edilen verilerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk, histogram ve ¢-q grafikleri yardimiyla degerlendirildi.
Varyanslarin homojenlikleri Levene testi araciligiile test edildi. Grup sayisi ikiden fazla
olmasindan dolay1 gruplar arasindaki nicel degiskenliklerdeki kiyaslamalarda tek yonlii
varyans analizi ve Kruskal Wallis testleri kullanildi. Turcosa Cloud (Turcosa Ltd. Co.)
istatistik yazilimu ile veriler analiz edildi. Istatistiksel olarak anlamlilik degeri olarak p <

0.05 (karsilastirma sonucunda anlamli farklilik var) olarak kabul edildi.



4.BULGULAR

4.1.1In Vitro Bulgular

In vitro olarak Ehrlich Assit Tiimor (EAT) hiicreleri {izerinde yapilan bu ¢aligmada 25
png/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml katran-sedir mantar1 gruplari, kontrol ve pozitif
kontrol (5-FU) grubu olmak iizere alti deney grubu planlandi. Katran-sedir mantari
(Tricholoma anatolicum) ekstraktlarinin in vitro olarak Ehrlich Assit Tiimor hiicreleri
lizerine olan etkilerini gézlemlemek amaciyla 24, 48, 72 saat siirelerle kiiltiir ortaminda
inkiibe edilmis olan hiicrelerde apopitoz (Annexin V & dead cell test), hiicre dongiisii
(Cell cycle test) ve mitotik aktivite (Mitopotential test) test sonuglarina ait bulgular

asagida verilmistir.
4.2.Annexin V Testi Sonuclari

Annexin V testi ile hiicre drneklerinde erken apopitoz, ge¢ apopitoz ve toplam apopitoz
oranlar yiizdelik olarak belirlendi. Elde edilen sonuglar 24, 48 ve 72 saatlik gruplar

arasinda istatistiksel olarak ve karsilastirmali olarak not edildi.

Tablolarda elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir. Ayn
satirda yer alan kiigiik harflere gore gruplar aras1 benzerlikler ve farkliliklar belirtilmis
olup, aym harflerle belirtilen gruplar benzerligi, farkli harflerle belirtilen gruplar ise
farklilig1 gostermektedir. Ayni siitunda yer alan harflere gore gruplar arasi1 benzerlikler
satirda yapilan uygulamaya benzer olarak ayni siitunda yer alan biiyiik harflere gore
gruplar arasi benzerlikler ve farkliliklar belirtilmis olup, ayn1 harflerle belirtilen gruplar
benzerligi, farkli harflerle belirtilen gruplar ise farklilig1 gostermektedir. Satir ve siitun
sonlarinda bulunan p= degerleri gruplar arasindaki anlamlihig p'= degerleri 24, 48 ve

72 saat arasindaki anlamlilig1 géstermektedir (Sekil 4.1, 4.4 ve 4.6).

Muse Cell Analyzer cihazindan alinan ham veri grafikleri sonuglari sekillerde verildi.
Cihazdan elde edilen ham veri grafiklerine gore yataydaki ve dikeydeki ¢izgilerin

birbirini kesmesi sonucu dort alan olusmaktadir. Grafikte yer alan dort alandan sol {ist
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kisimdaki alanda Olii hiicre oranlari, sag list kisimdaki alanda ge¢ apopitoza giren
hiicrelerin oranlari, sol alt kisimdaki alanda canli hiicre oranlari, sag alt kisimdaki

alanda ise erken apopitoza giren hiicrelerin oranlar1 gosterilmistir (Sekil 4.1, 4.4 ve 4.6).
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Sekil 4.1. Katran-sedir mantar1 ihtiva eden gruplarin 24 saat kiiltiire sonundaki Muse
Analzyer cihazt Annexin V & Dead Cell testi ham veri grafikleri. 1. 25ug/ml katran
mantar1 grubu 2. 50ug/ml katran mantart grubu 3. 100pg/ml katran mantar1 grubu 4.

200 pg/ml katran mantar1 grubu 5. Kontrol grubu 6. 5-FU grubu

FT55%

4.3.Erken Apopitotik Hiicre

Farkli dozlarda katran mantar1 ihtiva eden gruplarda 24 saat sonunda erken apopitoz
degerleri incelendiginde 200 pg/ml katran mantar1 grubunda kontrol grubuna gore erken
apopitoz oraninda anlamli bir diisiisiin oldugu, diger mantar gruplar1 ve 5-FU grubunda
kontrol grubuna goére anlamli bir fark olmadigi goriildii (p<0,05) 48 saatlik sonuglar
incelendiginde 100 pg/ml ve 200 pg/ml katran mantar1 uygulanan gruplarda erken
apopitoz oranlarinin kontrol grubuna goére anlamli olarak diisiik oldugu not edildi
(p<0,001). 72 saat sonunda erken apopitotik degerlerinde istatistiksel olarak tiim gruplar

arasinda farklilik (p>0,05) kaydedilmedi (Tablo 4.1 ve Sekil 4.2).

Mantar gruplarinin erken apopitoz oranlarmmin zamana gore degisimleri arasinda

istatistik olarak anlamli fark goriilmedi (p>0,05).

24 saat sonundaki en az erken apopitotik hiicre oran1 200 pg/ml grubunda gozlenirken,
en fazla erken apopitotik hiicre oran1 5-FU grubunda goriilmiistiir. 48 saat sonunda en
az erken apopitotik hiicre oram1 200 pg/ml grubunda goézlenirken, en fazla 5-FU

grubunda goriilmiistiir. 72 saat sonunda en az erken apopitotik hiicre orani degerleri
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birbirine yakin olan sirastyla 200 pg/ml ve 100 pg/ml gruplarda gozlenirken, en fazla
erken apopitotik hiicre orani ise degerleri birbirine yakin olan sirasiyla 50 pg/ml ve 25

ng/ml gruplarinda gorilmiistiir.

Tablo 4.1. 24, 48 ve 72 saat sonundaki gruplarin erken apopitoz degerleri

Erken Gruplar
Apopitoz
% 25 50 100 200 Kontrol | 5-FU

pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

24 saat 4330+ | 2875+ [ 2875+ | 745+ |48.90+ | 67.50+ | 0,007
11.3134 [ 21,8434 | 25.95%A | 0.14%4 | 6.4134 | 1.37%

48 saat | 49.92+ | 4477+ [23.75+ | 17.60+ |52.81+ |53.50+ | 0,000
3.57% 14.20% | 4.94°% | 374 12164 | 447

72 saat 3720+ [38.17+ | 2555+ | 2542+ |27.07+ |27.78+ | 0,807
15.83%A [ 26.4124 | 17.96% | 13.11* | 3.388 | 1.02%¢

p 0,570 0,727 0,961 0,202 1,000 1,000

Erken apopitoz

80,00

70,00 67,50

52,8153,50

60,00
50.00 48,90 49,92
' 43 30 44,77
40,00
30,00 28,75 28,75 27,0727,78
23,75 4

20,00 17,60
10,00 7,45

0,00

24 saat 48 saat 72 saat

37.20 38,17

25,5525

m 25 pug/ml m50 ug/ml m100 pg/ml 200 pg/ml  mKontrol m5-FU

Sekil 4.2. Annexin V & Dead Cell testi 24, 48 ve 72 saat sonu erken apopitotik hiicre
ylizde degerleri
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Sekil 4.3. Katran-sedir mantar1 ihtiva eden gruplarin 48 saat kiiltiire sonundaki Muse
Analzyer cihazi Annexin V & Dead Cell testi ham veri grafikleri. 1. 25pg/ml katran
mantar1 grubu 2. 50pg/ml katran mantar1 grubu 3. 100pg/ml katran mantar1 grubu 4.
200pg/ml katran mantar1 grubu 5. Kontrol grubu 6. 5-FU grubu

4.4.Geg¢ Apopitotik Hiicre

Farkli dozlarda katran mantar: ihtiva edilmis olan gruplarda 24 saat sonunda 200 pg
katran mantar1 grubunun ge¢ apopitoz degerinin kontrol grubuna gére anlamli olarak
ylksek oldugu, diger gruplar arasinda fark olmadigi kaydedildi (p<0,05). 48 saatlik
sonuglar degerlendirildiginde 100 pg/ml ve 200 pg/ml katran mantart uygulanan
gruplarin ge¢ apopitoz degerlerinin kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek oldugu
(p<0,05), diger gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig1 not edildi. 72 saatlik siire¢
sonunda ge¢ apopitoz degerlerinde mantar gruplari ile kontrol grubu arasinda anlaml

bir farklilik gériilmedi (p<0,05) (Tablo 4.2 ve Sekil 4.4).

Mantar gruplarinin ge¢ apopitoz oranlarinin zamana gore degisimi incelendiginde 50
pg/ml ve 100 pg/ml gruplarinda zamana gore anlamli bir degisim goriilmezken 25
pg/ml ve 200 pg/ml katran mantar1 gruplarinda zamana goére anlamli bir azalma

kaydedildi (p>0,05).
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Gec¢ Gruplar
Apopitoz
% 25 50 100 200 Kontrol | 5-FU
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml P
24 saat | 3892+ | 6494+ | 6325+ | 74.10+ | 38.50+ | 30.46 + 0,011
0.532A | 22.192A | 25.312A | 0.14%* [ 3.2024 | 1.502A
48 saat | 28.57+ | 28.57+ 4220+ | 3997+ |27.67+ |27.55+ 0,001
0.60°B | 1.94%A |4.38%4 | 5698 |2333B |)3p234
72 saat 1570+ | 18.12+ | 16.87+ | 13.80+ | 19.86+ | 37.13 + 0,000
1.76 %€ | 1.30* [3.212 |2.89% |4332C 1.53B8
p* 1,000 0,710 0,104 1,000 1,000 0,205
Ge¢ apopitoz %
80,00 74,10
70,00 64,94
63,25
60,00
50,00
s000 3892 38,50 122039,07 37,13
30,00 240 28,5738 57 27,67 27 55
18,12 19,86
20,00 7 ;
15,70 16'813'80
10,00 I I
0,00
24 saat 48 saat 72 saat
W25 pug/ml  mW50 ug/ml  m100 pg/ml 200 ug/ml  mKontrol m5-FU

Sekil 4.4. Annexin V & Dead Cell testi 24, 48 ve 72 saat sonu geg¢ apopitoz oranlari
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Sekil 4.5. Katran-sedir mantar1 ihtiva eden gruplarin 72 saat kiiltiire sonundaki Muse
Analzyer cihazi Annexin V & Dead Cell testi ham veri grafikleri. 1. 25pg/ml katran
mantar1 grubu 2. 50pg/ml katran mantar1 grubu 3. 100pg/ml katran mantar1 grubu 4.
200pg/ml katran mantar1 grubu 5. Kontrol grubu 6. 5-FU grubu

4.5.Toplam Apopitotik Hiicre

Farkli dozlarda katran mantari igeren gruplarin toplam apopitoz oranlar1 arasinda 24 ve

72 saatlik siirecler sonunda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi (p<0,05).

48 saat sonunda 100 pg/ml ve 200 pg/ml katran mantar1 gruplarindaki toplam apopitoz
oraninin kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik oldugu, diger gruplarla kontrol

grubu arasinda fark olmadigi not edildi (p>0,05) (Tablo 4.3 ve Sekil 4.6) .
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Tablo 4.3. 24, 48 ve 72 saat sonundaki gruplarin toplam apopitotik degerleri

Toplam Gruplar
Apopitoz
% 25 50 100 200 Kontrol | 5-FU

pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

24 saat | 8222+ [93.69+ |92.00+ | 81.55+ [87.40+ |97.96+ | 0,037
11.84°4 | 0.34°4 | 0.63°* | 0.28** |5.66°* |0.29*

48 saat | 78.50+ | 7335+ [ 6595+ [57.57+ | 8048+ [81.05+ | 0,000
296 | 6.1534 | 0.56%AB | 1.9454B | 06124 |2.192B

72saat | 5290+ | 5630+ |4242+ 3922+ |4693+ | 6491+ | 0,231
14.07°A | 25,10 | 14.74°B | 10.2128 | 3.69°B | 2.44%C

p 0,140 0,167 0,136 0,108 1,000 1,000

Toplam apopitoz %
120,00

100,00 93,695, 37.36

87,40
81,55 78,50 80,4881,05
73,35
65,95 64,91
57,57 56,30
52,90
2,42 469
I39 22I

24 saat 48 saat 72 saat

82,22
80,00
60,00

0,00 I

40,00
20,00

W25 pg/ml W50 pg/ml ® 100 pg/ml 200 pg/ml  ®mKontrol m5-FU

Sekil 4.6. Annexin V & Dead Cell testi 24, 48 ve 72 saat sonu toplam apopitotik hiicre
ylizde degerleri

4.6.Cell Cycle Testi Sonuclar

Yapilan bu test ile hiicre dongiisiinde Go/G1, S, G2/M evrelerinde bulunan hiicrelerin
ylizdesinin Ol¢iimii yapilmistir. Farkli dozlarda katran mantar1 ihtiva edilmis olan

gruplarin hiicre dongiisii testi yardimi ile 24, 48 ve 72 saat sonundaki evrelerdeki hiicre

oranlar1 belirlenmistir.
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4.7.Go/G1 evresi

Go/G1 evresine iligkin sonuglar degerlendirildiginde 24, 48 ve 72 saatlik periyotlar
sonunda katran mantar1 gruplarinin hicbirinde kontrol grubuna goére anlamli bir
degisikligin olmadig1 (p<0,05), 5-FU gruplarinda ise her {i¢ zaman periyodunda da
kontrol grubuna kiyasla anlamli bir yiikselis oldugu not edildi (Tablo 4.4 ve Sekil 4.7).

Katran mantar1 gruplarinin higbirinde ve 5-FU grubunda Go/G1 evresinde bulunan
hiicrelerin oraninda zamana gore bir degisim goriilmezken (p>0,05) kontrol grubunda
Go/G1 evresinde bulunan hiicrelerin oraninda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis

(p>0,05) gortildii (Tablo 4.4 ve Sekil 4.7).

Tablo 4.4. 24, 48 ve 72 saat sonunda gruplarin Go/G1 evresindeki hiicre orani degerleri

Gruplar

Go/G1 25 ng 50 ng 100 pg | 200 pg | Kontrol 5-FU
%o p

24 saat | 3535+ | 3745+ 3790+ 4195+ |40.12+ | 5856+ 0,001
0.7724 0.9124 0.00*4 4,594 5.33%4 4.53%A

48 saat |35.50+ |[38.05+ |35.65+ |3525+ |30.33+ |53.60+ | 0,001
1.55°4 | 3.74% 14174 1 2.61°% [ 1.92°8 | 4.85"

72 saat | 4450+ |37.10+ |3580+ |37.60+ |31.90+ |61.30+ 0,001
7.77%4 0.984 6.22%4 1.97%4 1.07%8 4.38°A

p 0,262 0,913 0,868 0,247 0,821 0,238
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G,/G1
70,00
61,30
60,00 58,56
53,60
50,00
44,50
7, 90 e 40 12 3760
40,00 37,45 8,0 37,10 )
35,35 35, 50 35,65 35,25 5,80
— 31,90

30,00
20,00
10,00

0,00

24 saat 48 saat 72 saat

H25ug m50pug m100 pug 200 ug ®Kontrol m5-FU

Sekil 4.7. Cell Cycle testi 24, 48 ve 72 saat Go/G1 evresi hiicre yiizde degerleri

4.8.S evresi

24 saatlik sonuglar incelendiginde S evresinde bulunan hiicrelerin oraninin sonunda 100
png/ml, 200 pg/ml katran mantart ve 5-FU gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli
olarak farkliligin yiiksek oldugu goriildii (p<0,05) (Tablo 4.5 ve Sekil 4.8). 48 ve 72
saatlik periyotlar sonrasinda gruplar arasinda istatistik olarak analmli bir fark

kaydedilmedi (p<0,05).

Gruplarin zamana kars1 degisimleri arasinda da anlaml bir fark goriilmedi (p>0,05)

(Tablo 4.5 ve Sekil 4.8).
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Gruplar
S 25 50 100 200 Kontrol 5-FU
% pg/ml pug/ml pug/ml pug/ml P
24 saat | 4735+ 4035+ |38.05+ |28.10+ |44.02+ |29.30+ 0,000
0.91% 1.90%A 1.62%4 | 3,53bA 4.433A 2.76
48 saat | 41.20+ |41.20+ |[42.55+ [42.00+ |3526+ |29.33+ 0,390
1.55%4 1.31%4 0.21%4A 4.38% 15.06* | 1.59%A
72saat | 19.65+ |4290+ |37.70+ |42.10+ |40.10+ |25.50=+ 0,193
27.78%A | 2.96% | 438 | 2963 | 1.64%F | 1.41%
p* 0,332 0,534 0,311 0,063 0,360 0,194
S
50,00 4735
45,00 0,35 - 41,20 41,20*°°42,00 4290 1, 010
40,00 38 05 37.70
35,00 35,26
30,00 28,1000 29,30 29,33
55 00 25,50
15,00
10,00
5,00
0,00
24 saat 48 saat 72 saat
W25 pug/ml ®m50 ug/ml  ®100 pg/ml 200 ug/ml ®mKontrol M 5-FU

Sekil 4.8. Cell Cycle testi 24, 48 ve 72 saat S evresi hiicre yiizde degerleri

4.9.G2/M evresi

G2/M evresinde bulunan hiicre yiizdeleri agisindan her ii¢ zaman periyodunda da

gruplar arasinda anlamli bir fark kaydedilmedi (p>0,05) (Tablo 4.6 ve Sekil 4.9).
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Tablo 4.6. 24, 48 ve 72 saat sonundaki gruplarin G2/M evresindeki hiicre orani

degerleri
Gruplar
G2/'M 25 50 100 200 Kontrol 5-FU
% ug/ml pg/ml pg/ml ug/ml P
24 saat | 8.75 =+ 8.70 £ 7.15+ 1395+ | 840+ 7.06 0,494
0.21%A 1.9724A 0.63%A 10.96* | 0.89%A 1.022A
48 saat | 7.15+ 545+ 585+ 8.15+ 6.46 = 9.50 + 0,417
2.473%4 0.63%4 0.63%4 4.87% 0.20%4 2.2734
72 saat | 4.50 £ 7.80 1320+ | 870+ 12.17+ [ 9.75+ 0,200
6.36% 0.56%A 5.933A 2.12%4 1.35%B 2.89%
p* 0,588 0,153 0,233 0,716 0,074 0,370
G2/M
16,00
14,00 13,95 56
12,17
12,00
10,00 9,50 9,75
8,75 870 8,40 815 8,70
8,00 7,15 7,06 7,15 e 780
6,00 5 455,85 :
4,50
4,00
2,00 I
0,00
24 saat 48 saat 72 saat
H 25 pug/ml m50 ug/ml m100 pg/ml 200 ug/ml mKontrol m5-FU

Sekil 4.9. Cell Cycle testi 24, 48 ve 72 saat G2/M evresi hiicre yiizde degerleri

4.10.Mitopotential Test Sonuclari

Mitopotential test ile saatlere gore inkiibe edilmis olan gruplardaki canli, depolarize
canli, depolarize 6lii ve toplam depolarize hiicrelerin yiizdesel olarak degerleri
karsilastirilmistir. Annexin testinde oldugu gibi bu testin sonucglar1 da Muse Analyzer
cihazindan elde edilen ham veri grafiklerinden elde edilmistir. Cihazdan alinan ham veri

grafiklerinde yatay ve dikey ¢izgiler birbirini kesmekte ve dort farkli alan olusmaktadir.
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Grafikte yer alan bu dort alandan sol {ist kisimdaki alan depolarize 6lii hiicre oranlarini,
sag list kisimdaki alan 6lii hiicre oranlarini, sol alt kisimda kalan alan depolarize canli
hiicre oranlarini, sag alt kisimda kalan alan ise canli hiicre oranlarin1 vermektedir. Elde
edilen veriler ile 24, 48 ve 72 saat sonundaki sonuclar karsilastirilmistir (Sekil 4.10,

4.14 ve 4.16).

CELL HEALTH PROFILE i CELL HEALTH PROFILE 4 CELL HEALTH PROFILE

i Depolarized/Dead Depolarized/Dead Depolarized/Dead
015 %

vad

Dead
Dead

De

0.40 % 0.05 %

1 ’ 14 : % 1 /
) 0.15 % .5 2060 % - 0.25% = 2815 % R 0.15 %
5 g Depolarized/iv Live = ]DepolarizediLiv Live] 5, |PssolarzediLiv

T T T T v
0 1 2 3 - 0 1 2 3 4 0 1 2 3 -
Low MITOPOTENTIAL  High Low MITOPOTENTIAL  High Low MITOPOTENTIAL  High

CELL HEALTH PROFILE 4 CELL HEALTH PROFILE CELL HEALTH PROFILE

{Depolarized/Dead Depolarized/Dead E Depolarized/Dead
jo10% = 0.00 %

O Y - )
2858 s
1 G 1
. Jo2s% . 18.15% . Jo30% 2740% _  {o10%
2 0 Depolarized/Liv © Live 2 0 Depolarized/Liv ' " Live = 0 Depolarized/Liv
T

0 1 "2 3 4 0 1 2 3 2 0 1 2 3 4
Lew  MITOPOTENTIAL  High low MITOPOTENTIAL High Lew  MITOPOTENTIAL High 6]

Sekil 4.10. Katran-sedir mantar1 ihtiva eden gruplarin 24 saat kiiltiire sonundaki Muse
Analzyer cihaz1 Mitopotential testi ham veri grafikleri. 1. 25pug/ml katran mantart grubu
2. 50pg/ml katran mantar1 grubu 3. 100pug/ml katran mantar1 grubu 4. 200ug/ml katran
mantar1 grubu 5. Kontrol grubu 6. 5-FU grubu
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4.11.Depolarize Canh Hiicre

Farkl1 dozlarda katran mantar1 uygulanmis gruplarda 24 saat sonunda kontrol ve 5-FU
gruplar1 arasinda farklilik goriiliirken, kontrol grubu ile 25 pg/ml, 50 pug/ml, 100 pg/ml,
200 pg/ml gruplan arasinda farklilik goriilmemektedir. 5-FU grubu ile 25 pg/ml, 50
pg/ml;, 100 pg/ml, 200 pg/ml arasinda farklilik goriilmemektedir. 24 saat sonunda
gruplar arasinda depolarize canli hiicre oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik (p<0,05) bulunmaktadir. 48 saat sonunda gruplar arasinda depolarize canli
hiicre oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p>0,05) bulunmamaktadir. 72
saat sonunda gruplar arasinda depolarize canli hiicre oranlarinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik (p>0,05) bulunmamaktadir (Tablo 4.7 ve Sekil 4.11).
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25 pg/ml katran mantar1 uygulanmis gruplarda 24, 48 ve 72 saat sonunda depolarize
canli hiicre oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihk (p">0,05)
bulunmamaktadir. 50 pg katran mantar1 uygulanmis gruplarda 24, 48 ve 72 saat
sonunda depolarize canli hiicre oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
(p™>0,05) bulunmamaktadir. 100 pg/ml katran mantari uygulanmis gruplarda 24, 48 ve
72 saat sonunda depolarize canli hiicre oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik (p*>0,05) bulunmamaktadir. 200 pg/ml katran mantar1 uygulanmis gruplarda
24 ve 72 saat arasinda farklilik goriilmezken, 48 saat ile aralarinda farklilik
bulunmaktadir. 200 pg/ml katran mantar1 uygulanmis gruplarda depolarize canli hiicre
oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p>0,05) bulunmamaktadir. Kontrol
gruplarinda 24 ve 72 saat arasinda farklilik goriilmezken, 48 saat ile aralarinda farklilik
bulunmaktadir. Kontrol gruplarinda depolarize canli hiicre oranlarinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik (p*>0,05) bulunmamaktadir. 5-FU gruplarinda 24 ve 48 saat
arasinda farklilik goriilmezken, 72 saat ile aralarinda farklilik bulunmaktadir. 5-FU
gruplarinda depolarize canli hiicre oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

(p™>0,05) bulunmamaktadir (Tablo 4.7 ve Sekil 4.11).

24 saat sonunda depolarize canli hiicre oranlar1 en fazla olan kontrol grubu disinda 50
png/ml grubu olarak gozlenirken, en az olan 25 pg/ml grubu olarak goriilmiistiir. 48 saat
sonunda depolarize canli hiicre oranlar1 en fazla 25 pg/ml grubu olarak gézlenirken, en
az olan pozitif kontrol grubu disinda 200 pg/ml grubu olarak goriilmiistiir. 72 saat
sonunda depolarize canli hiicre orani en fazla olan 100 pg/ml grubu olarak gézlenirken,
en az olan kontrol grubu disinda 50 pg/ml grubu olarak goriilmiistiir. 48 saat sonunda
deney gruplarinin canli hiicre oranlarin azalma goriilmemis olup, artis en fazla olan 25
png/ml grubu olarak gozlenirken, pozitif kontrol grubunda azalis goriilmiistiir. 72 saat
sonunda depolarize canli hiicre oranlarinda azalma en fazla 25 pg/ml grubunda

gOriilmiistiir.
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Tablo 4.7. 24, 48 ve 72 saat sonundaki gruplarin depolarize canli hiicre oran1 degerleri

Depolarize Gruplar
Canh
25 50 100 200 Kontrol | 5-FU
% pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml .
24 saat 020+ 047+ [025+ 022+ |048=+ 0.06 = 0,037
0.07°%4 | 0.31%°A | 0.14%A | 0.03%A | 0.13%4 0.05%4
48 saat 642+ |[530+ |[3.70+ 1.70+ | 4.60+ 0.00 + 0,150
3.57% | 4.59%4 1.41*4 | 0.07%B 2.83%8 0.00*
72 saat 047+ (030 [055+ [040=+ |027x 0.30+ 0.628
0.03*A | 0.07*4 ]0.4224 | 0.21* |0.20¢4 0.10%8
p* 0,111 0,288 0,055 0,469 0,982 0,483
Depolarize canli hiicre
7,00
6,42
6,00
5,30
2,00 4,60
4,00 3,70
3,00
2,00 1,70
1,00
' 0,47 0,48 0,47 0,550 40
oo |0 EOE O O 00| g 0 I S
24 saat 48 saat 72 saat
W25 pg/ml w50 ug/ml m 100 pg/mi 200 ug/ml  mKontrol m5-FU

Sekil 4.11. Mitopotential testi 24, 48 ve 72 saat depolarize canli hiicre ylizde degerleri
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Sekil 4.12. Katran-sedir mantar1 ihtiva eden gruplarin 48 saat kiiltiire sonundaki Muse
Analzyer cihazi Mitopotential testi ham veri grafikleri. 1. 25ug/ml katran mantar1 grubu
2. 50pg/ml katran mantar1 grubu 3. 100pg/ml katran mantar1 grubu 4. 200pug/ml katran
mantari grubu S. Kontrol grubu 6. 5-FU grubu

4.11.Depolarize Olii Hiicre

Farkli dozlarda katran mantar1 uygulanmis gruplarda 24 ve 72 saat sonunda gruplar

arasinda depolarize Olii hiicre oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

(p>0,05) bulunmamaktadir. 48 saat sonunda depolarize 6li hiicre yiizdesinde kontrol

grubuna gore 50 pg/ml mantar grubunda anlaml bir artis kaydedildi (p>0,05) (Tablo

4.8 ve Sekil 4.13). Depolarize 6li hiicre oranlar1 acisindan gruplar arasinda zamana

bagli anlamli bir degisiklik goriilmedi (p>0,05) (Tablo 4.8 ve Sekil 4.13).
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Tablo 4.8. 24, 48 ve 72 saat sonundaki gruplarin depolarize 6lii hiicre orani degerleri

Depolarize Gruplar
Olii
25 50 100 200 Kontrol | 5-FU
% ug/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml .
24 saat 025+ 030+ (007 |020%+ |O0.15+ 0.03 + 0,243
0.14%4 | 0.14*A | 0.03*A |0.14* |0.14*A 0.05%
48 saat 027+ 1060+ (012 |[042+ |036=% 0.00+ 0,056
0.17%A 1 0.14% | 0.17%A | 0.24%4 | 0.22%°A | 0.00%
72 saat 007+ 007 [025+ |0.02+ |0.06=+ 0.06 £ 0,065
0.03%4 | 0.10°4 | 0.07*4 |0.03*4 |0.07°A 0.02%A
p 0,402 0,055 0,383 0,181 0,067 0,151
Depolarize 610 hiicre
0,70
0,60 0,60
0,50
0,42
0,40
0,30
0,30 0,25 0.35
0.20 0,20
0,15
0,10 0,07 - 0,07 0,07
’ , =2V, 0,06 0,06
0 3 )
24 saat 48 saat 72 saat
m 25 pug/ml m50 ug/ml m100 pug/ml 200 ug/ml mKontrol m5-FU

Sekil 4.13. Mitopotential testi 24, 48 ve 72 saat depolarize 6lii hiicre yiizde degerleri
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Sekil 4.14. Katran-sedir mantar1 ihtiva eden gruplarin 72 saat kiiltiire sonundaki Muse
Analzyer cihazi Mitopotential testi ham veri grafikleri. 1. 25ug/ml katran mantar1 grubu
2. 50pg/ml katran mantar1 grubu 3. 100pg/ml katran mantar1 grubu 4. 200pug/ml katran
mantari grubu S. Kontrol grubu 6. 5-FU grubu

4.12.0lii Hiicre

Farkli dozlarda katran mantar1 uygulanmis gruplarda 24 saat sonunda Olii hiicre
oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p>0,05) bulunmadi. 48 saat sonunda
50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml mantar gruplarinda kontrol grubuna gore 6lii EAT
hiicresi ylizdesinde anlamli bir artisin oldugu kaydedildi. 5-FU grubunda diger tiim
gruplardan daha biiyiik bir anlamli artisin oldugu goriildi (p<0,05) (Tablo 4.9 ve Sekil
4.15). 72 saatlik kiiltiir sonunda da 48 saatlik sonuglara benzer olarak mantar
gruplarinda 6lii hiicre yiizdesinde anlamli bir artig goriiliirken yine 5-FU grubunda diger

tiim gruplardan daha biiyiik bir anlamli artisin oldugu goriildii (p>0,05).

24 saat sonunda 01l hiicre oranlar1 en fazla 200 pg/ml grubunda, en az pozitif kontrol
grubu disinda 25 pug/ml grubunda goriildii. 48 saat sonunda 6lii hiicre oranlar1 en fazla
pozitif kontrol grubu disinda 200 pg/ml grubunda goézlenirken, en az 25 pg/ml grubunda
goriildii. 72 saat sonunda o6lii hiicre oranlar1 en fazla pozitif kontrol grubu diginda 100

png/ml grubunda gozlenirken, en az kontrol grubu disinda 25 pg/ml grubunda gorildii.



Tablo 4.9. 24, 48 ve 72 saat sonundaki gruplarin 6lii hiicre oran1 degerleri
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Gruplar
Olii 25 50 100 200 Kontrol 5-FU
% pg/ml pug/ml pug/ml pg/ml b
24 saat 69.42+ | 70.82+ |73.42+ |76.20% | 69.81+ | 60.05+ 0,084
0.95%A 3.35% 6.96%A 10.323A | 3.75%A 4.523A
48 saat 51.47+ |64.15+ | 5855+ |70.47+ | 55.08+ | 78.08 + 0,017
3.9238 11.5930A | 3.743PA | 0.452bA | 10.2028 | 1.51bB
72 saat 7192+ |78.20+ | 7832+ |76.67+ | 7137+ |83.00% 0,057
1.802bA | 1.973bA | 4273bA | § 19abA | § 39aA 3.03b8
p* 1,000 0,261 0,063 0,662 1,000 1,000
Oli hiicre
20,00 83,00
80,00 73 17820 78,08 78,2082
69,42 69,81 70,47 71,92 71 37
Zzzz 60,05 Tiless
' 51,47 P8
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00
24 saat 48 saat 72 saat
W25 pg/ml w50 pg/ml m 100 pg/ml 200 ug/ml  mKontrol m5-FU

Sekil 4.15. Mitopotential testi 24, 48 ve 72 saat 6lii hiicre ylizde degerleri

Toplam Depolarize Hiicre

Farkli dozlarda katran mantar1 uygulanmis gruplarda 24 saat sonunda 50 pg/ml ile

kontrol grubu arasinda farklilik goriilmezken, 25 pg/ml, 100 pg/ml ve 200 pg/ml

mantar gruplarinda toplam depolarizasyonda kontrol grubuna gore anlamli bir diisiis
kaydedildi (p<0,05).
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48 ve 72 saatlik kiiltiir sonunda gruplar arasinda toplam depolarize hiicre oranlarinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p>0,05) bulunamadi (Tablo 4.10 ve Sekil 4.16).

25 pug/ml ve 50 pg/ml katran mantar1 uygulanmis olan gruplarda 24, 48 ve 72 saatlik
periyotlarda toplam depolarize hiicre oranlarinda zamana bagli olarak anlamli bir

farklilik (p">0,05) goriilmedi.

50 pg/ml katran mantar1 uygulanmis gruplarda 24, 48 ve 72 saat arasinda toplam
depolarize hiicre oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p™>0,05)
bulunmamaktadir. 100 pg/ml ve 200 pg/ml katran mantar1 uygulanmis gruplarda 24 saat
ile 48 saat arasinda artis goriiliirken 24 saat ve 72 saat arasinda fark goriilmedi (p>0,05)

(Tablo 4.10 ve Sekil 4.16).

Tablo 4.10. 24, 48 ve 72 saat sonundaki gruplarin toplam depolarize hiicre orani

degerleri
Toplam Gruplar
Depolarize
P 25 50 100 200 Kontrol 5-FU
% ug/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

24 saat 045+ |0.77+ |032+ 042+ |0.63% 0.10+ 0,022
0.213°A | 0.17*A | 0.173* | 0.10%* | 0.23%A 0.00b"

48 saat 6,70t | 590+ |382+ |[212+ |496+% 0.00 + 0,112
3.74% | 4.45%A | 1.23%8 | (0.17%® | 2.75% 0.00%

72 saat 055+ | 037+ |080+ |042+ |0.33% 0.36+ 0,288
0.07%A | 0.172A | 0.49°"8 | 0.24°* | 0.14* 0.10%

p 0,123 0,228 0,824 1,000 0,962 0,184




54

Toplam depolarize hiicre

8,00
7,00 6,70
6,00 5,90
< 00 4,96
4,00 3,82
3,00
2,00 =
1,00 0,77 0,63 0,55, 5,220
0,45 . 0,320,42 g 0,10 0,00 0,37 g 0420,330,36
0,00 [ = = - .

24 saat 48 saat 72 saat

W25 pug/ml  m50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml mKontrol m5-FU

Sekil 4.16. Mitopotential testi 24, 48 ve 72 saat toplam depolarize hiicre yiizde degerleri

Yapilan testlere ek olarak mikroskopta manuel olarak da hiicre sayimi yapildi. Deney
hayvanindan intraperitoneal olarak ¢ekilip santrifiij islemleri yapilan Ehrlich assit timor
stvisi ependorfa alindi. Ependorfa alinmis olan EAT sivisindan 100 pl pipet yardimiyla
cekilerek baska temiz bir ependorfa eklendi. Uzerine 400 ul Phosphate Buffer Saline
(PBYS) ilave edilip homojen karisim saglandiktan sonra 100 pl alinip baska temiz bir
ependorfta 100 pl tripan blue (Olii ve canli hiicreleri ayirt etmek igin) ile karistirildi.
Karigimdan aliman 100 pl thoma lami kanallarindan eklendi. Thoma laminda once
mikroskopta 5x ile alanlar1 belirlendi. Daha sonra 40x ile thoma lamdaki alanlarda
bulunan canli ve olii hiicreler sayildi. Alan sayimi yaparken 4 farkli alan sayilip
ortalamasi alindi. Bulunan hiicre sayisi seyreltme oranlar1 ve sabit katsay1 ile ¢arpilarak
[x (Hiicre sayis1). 16 (Thoma lamdaki alan). 2 (Tripan blue seyreltme katsayisi). 5 (PBS
seyreltme katsayis1). 10% (Sabit katsay1) = toplam hiicre sayisi] toplamdaki hiicre
sayisina ulasildi. Yapilan c¢alisma sonucundaki verilere ait istatistiksel tablo ve

degerlendirmeler asagidaki tabloda ifade edildi.
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Tablo 4.11. Canli hiicre sayilarinin istatiksel sonuclari ve kontrol grubuna gore
ortalama + standart sapma degerleri

Grupla Kontrol 100 pg/ml 200 pg/ml 400 pg/ml P
r Mantar Mantar Mantar
24. saat | 93000017598 | 300000£11109 | 250000+12421 | 580000+£19942 | 0.000
canhhk 7 82 12 7° 1
48. saat | 10100003081 | 410000499713 | 80000+£74065° | 20000+56568° | 0.000
canhlik 74 a 1
72.saat | 1100000+4376 | 290000+84852 | 540000+10253 0+0P 0.000
canhlk 56 ab 9? 1

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir. Kontrol ile karsilastirildiginda
2b<0.05 anlamli farklilik vardir.

24 saatlik inkiibasyon sonunda elde edilen verilere gore (Tablo 4.11), Kontrol grubu ile
diger gruplar karsilastirildiginda mantar uygulanan tiim gruplardaki canli hiicre
sayilarinin kontrol grubuna gdre anlamli olarak azaldig1 goriildii (p<<0.05). Gruplar arast
canlt hiicre sayilarinin azdan-¢oga dogru sirlamasi; 200 pg/ml, 100 pg/ml, 400 pg/ml,
kontrol seklindedir (Sekil 4.17).

24. saat canli hiicre sayisi

1200000
1000000

b
800000
600000
a a
400000 i
0 Ii.l

200000
Kontrol 100 ug Mantar 200 pug Mantar 400 pg Mantar

Sekil 4.17. 24 saatlik inkiibasyon sonundaki canli hiicre sayilar1.

48 saatlik inkiibasyon bulgularina gore (Tablo 4.11), Kontrol grubu ile diger gruplar
karsilagtirildiginda mantar uygulanan tiim gruplardaki canli hiicre sayilarmin kontrol
grubuna gore anlamli olarak azaldigi goriildii (p<0.05). Bu gruplar arasinda canli hiicre
sayisinin azdan-¢oga dogru sirlamasi; 400 pg/ml, 100 pug/ml, 200 pg/ml, Kontrol
seklindedir (Sekil 4.18).
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48. saat canli hiicre sayisi

1400000

1200000
1000000
800000
600000 3
400000
200000 b b
o —— T

Kontrol 100 pg Mantar 200 pug Mantar 400 pg Mantar

Sekil 4.18. 48 saatlik inkiibasyon sonunda ki canli hiicre sayilari.

72 saatlik inkiibasyondan elde edilen verilere gore (Tablo 4.11), kontrol grubu ile diger
gruplar karsilagtirildiginda mantar uygulanan tiim gruplarda ki canli hiicre sayilarinin
kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi gorildii (p<0.05). Ancak 400 pg/ml
mantar uygulanan grupta canli hiicreye rastlanmadi. Bu gruplar arasinda da canli hiicre
sayisinin azdan-¢oga dogru siralamasi; 400 pg/ml, 200 pg/ml, 100 pg/ml, kontrol
seklindedir (Sekil 4.19).

72. saat canli hiicre sayisi
1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000

a
ab
N ;

Kontrol 100 pg Mantar 200 pg Mantar 400 pg Mantar

0
-200000

Sekil 4.19. 72 saatlik inkiibasyon sonunda ki canli hiicre sayilari.



S.TARTISMA VE SONUC

Kanser diinyanin bir¢ok yerinde ciddi bir halk saglig1 problemi olarak goriilmektedir.
Giliniimiizde kanser teshisi koyulan bireylerin sayis1 artmaya devam etse de milyonlarca
kanserli insanin erken teshis ve tedavi sayesinde yasam siireleri artmaktadir (Sudhakar,
2009; Siegel ve ark., 2012). Kanser tedavisinde asil hedef semptomlarin ortadan
kaldirilmasi, tamamen yok edilmesi, bireylerin kalan yasamlarini agrilardan,
semptomlardan uzak kaliteli bir sekilde devam ettirmesidir (Diizen, 2015). Son yillarda
yapilan aragtirmalar ve ¢aligmalar neticesinde teknolojinin genis ¢apli kullaniminin da
katkis1 ile kanserde sag kalim oranmi giderek artmistir (Isikhan, 2007). Kanser
tedavisinde bilimsel tipta cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hormon terapisi,
immunoterapi gibi uygulamalar kullanilmaktadir (Cheng ve ark., 2015). Kanser
tedavisinde kullanildig1 bilinen yontemlerin viicuda ciddi yan etkilerinin oldugu
goriilmektedir. Kanser tedavisi i¢in daha gilivenilir yan etkileri olmayan ya da standart
tedavilere nazaran daha az yan etkisi olan dogal kaynaklardan elde edilen etkili
antikanserojen bilesenlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Cheng ve ark., 2015). Bireylerin
psikososyal diinyasini degistirdigi bilinen kanserin tedavisinde bilimsel tibba destek
olmas1 amaciyla tamamlayici tedaviler siklikla tercih edilmektedir (Yavuz ve ark., 2007;
Tuncay, 2009). Yapilan arastirmalara gore bilhassa kronik rahatsizlii olan hastalarin
tan1 konulmadan 6nce veya tan1 konulduktan sonra diger tedavi yontemlerine ek olarak
veya tek basina tamamlayici tedavi yontemlerine basvurduklart bildirilmistir (Yesil ve

ark., 2018).

Bitkisel destekli diyetler insan sagliginda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir (Manivannan ve
ark., 2019). Epidemiyolojiye yonelik yapilan ¢alismalardan elde edilen bulgular da bu
durumu destekler nitelikte olup meyve ve sebzelerden zengin diyetin kanser riskini
azalttigini ortaya koymaktadir (Giovannucci, 1999). Antikanserojen etki neredeyse cogu

meyve, sebze, bitki ve mikroorganizmalarda goriilmektedir. Bu etkinin olusmasim
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yapilarinda bulunan polisakkaritler saglamaktadir. Mantarlarda hiicre duvarlarinda
bulunan polisakkaritleri ve diger cesitli bilesenleri sayesinde tibbi amagclarla tercih

edilmektedirler (Ozdemir, 2014).

Kanser {izerine yapilan c¢aligmalarin sayis1 olduk¢a fazla olup, yapilan bu ¢alismalarin
ortak amaci kanserin biyolojisini agiklayip yeni tedavi yontemleri liretmek ya da var
olan tedavi yolunu gelistirmektir. Kanser iizerine yapilan ¢alismalarda tiimorlerden elde
edilen hiicre hatlar1 kullanilmaktadir. Hiicre hatt1 elde etmek icin kullanilan bir timér
modeli de Ehrlich assit tlimor modelidir. Gliniimiizde Ehrlich assit tiimoér modeli bir¢ok
deneysel calismanin konusu olmaya devam etmektedir. Ehrlich assit tiimorii iizerine
yapilan ¢aligmalarin  bir kisminda ise bitkilerden elde edilen ekstraktlar
kullanilmaktadir. Bu sekilde bitkisel ekstraktlarin Ehrlich assit tiimor modeli iizerine
dogrudan ya da dolayli olarak tedavi edici etkileri arastirilmaktadir (Aktas, 1996;
Ehrlich ve Apolant, 1905; Ozaslan ve ark., 2011; Yilmaz, 2016). Yapilan bu calisma ile
katran-sedir mantarinin (7richoloma anatolicum) Ehrlich assit tiimorii {izerine olan

antikanserojen etkisi aragtirildi.

Kocakaya (2017) Tricholoma anatolicum’un ekstre verimleri agisindan ekstraksiyon
yontemlerini mukayese ettiginde etanol ekstresinin (EE) en verimli (%20.6) oldugunu
bunu sirastyla polisakkaritge zengin sicak su ekstresi (PS) ve ulstrasonik etkiyle elde
edilen polisakkarit¢e zengin su ekstresinin (PSU) takip ettigini bildirmistir. Polisakkarit

verimi agisindan ise polisakkaritce zengin sicak su ekstresi en verimli olanidir.

Wang ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada Tricholoma matsutake ekstresinin
HepG2 ve SMMC-7721 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi degerlendirilmistir.
Doza ve zamana bagh Tricholoma matsutake ekstresi uygulanan hiicrelerde canliligin

azaldig1 raporlanmustir.

Ren ve ark. (2014) yaptig1 calismada Tricholoma matsutake’den elde edilen
polisakkaritlerin lefositler iizerinde in vitro etkisi gozlemlenmis ve formiile edilen
matematiksel islem sonucunda en fazla etkinin 200 pg/ml dozda bulundugu not
edilmistir. Ozdemir (2014) Tricholoma anatolicum’dan elde edilen etanol ekstresinin
MCF-7/S hiicre hatt1 iizerinde ICso degerinin 2.22 mg/ml, metanol ektresinin 4.98
mg/ml, su ekstresinin 4.28 mg/ml olarak bulundugunu bildirmistir. Yapilan literatiir
taramasi calismamizda kullandigimiz mantar dozlarini belirlememiz agisindan dikkate

alinmustir.
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Komatsu ve ark. (1969) yaptig1 calismada mantarlarin yapisinda da bulunan sizofilan
kombininin kiiltiire ortaminda transplante edilebilen tiimdrlerden assit ve solid formdaki
tiimorlere karsi olan antitiimoral etkisi arastirilmistir. Subkutan enjekte edilmis olan
Sarkom-37, Sarkom-180, Ehrlich assit karsinomu, Yoshida sarkomu tiimorlerinde 0.5-
10 mg/kg dozlarinda sizofilanin azaltici etki gosterdigi rapor edilmistir. Yapilan
uygulamada tedavinin assit tlimorlerin biliylimesini inhibe edemedigi, Sarkom-180

disinda yagam siiresini uzatmadig bildirilmistir.

Chattarjee ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada Tricholoma gigantum mantarinin Ehrlich
assit tiimdrii tizerindeki apopitotik etkisini aragtirmiglardir. Yapilan analizler sonucunda
EAT (Ehrlich assit tiimdr) hiicrelerinin sayist Go/G1 fazinda artma, G2/M fazinda azalma
gostermis olup apopitoz etkisinin oldugu bildirilmistir. Calismamizda bu bilgiyi

destekleyen bir sonug elde edilmedi.

Gurusamy ve Arthe (2012) tarafindan yapilan calismada Auricularia auricula-judae
mantarindan elde edilen polisakkaritlerin farelerde olusturulan Ehrlich assit karsinomu
lizerine olan antitlimdral etkisi arastirilmistir. 9 giin boyunca Auricularia auricula-judae
mantart ile agilama tedavisi (200 mg/kg) uygulanmistir. Calisma sonunda kontrol grubu
ile kiyaslandiginda mantar polisakkaritleri ile tedavi edilen gruplardaki hiicrelerde

hacimsel olarak azalma, hiicre sayis1 bakimindan artma gdstermistir.

Sharvit ve ark. (2012) 12 farkli mantar tliriinii kullanarak hazirladiklar1 31 farkli mantar
ekstraktinin insan adenokarsinom hiicreleri (HPAF-II, PL5) tizerindeki canlilik etkisini
arastirmiglardir. Ekstraktlar hazirlanirken ¢oziicii olarak etanol, etil asetat ve kloroform
kullanmislardir. Hazirlanan tiim ekstraktlar 50 mg/ml dimetil siilfoksit ile
seyreltilmistir. 31 farkli mantar ekstreleri kullanilarak 72 saat siiren uygulamada 50-500
png/ml arasindaki dozlar kullanilmis olup hiire canliligindaki en belirgin azalmay1
Cyathus striatus mantarinin ekstresi saglamistir. 24 ve 48 saat siiren uygulamalarda da
disiik dozlara maruz kalan hiicrelerin canlilik oranlarinda 6nemli derecede azalma
gosterdigi raporlanmistir. Sonug olarak Cyathus striatus mantar ekstresinin insan
adenokarsinom  hiicrelerinin  canliligim1i  azalttigi ~ goriilmiistiir.  Biiylimenin
engellenmesini mantar ekstresine diisiik dozlarda kisa siireli maruz kalma ile
saglanabildigi belirtilmistir. Adana Feke ydresinden toplanip, ekstre haline getirilerek

degisik fraksiyonlarda EAT hiicreleri lizerine uygulanan katran-sedir mantarinin
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hiicrelerde sitotoksik etkisinin oldugu ve bu etkinin istatistik olarak anlamli oldugu

tarafimizca kaydedildi.

Smina ve ark. (2016) Ganoderma lucidum mantar1 total triterpenlerinin Dalton’un
lenfoma asitleri (DLA) ve Ehrlich assit karsinomu hiicre hatlar1 {izerindeki etkilerini
swiss albino farelerinde incelemislerdir. Total triterpenler igin ICso sitotoksik degerler
Dalton’un lenfoma asitleri (DLA) ve Ehrlich assit karsinomu i¢in sirasiyla 5 + 0.32
png/ml ve 7.9 £ 0.2 pg/ml olarak bulunmustur. Triterpenlerin her iki hiicre hatt1 izerinde
de apopitozu indiikledigi, doza bagli olarak antitiimdral aktivite gosterdigi belirtilmistir.
Triterpenlerin kati tiimorler {izerindeki etkisi siv1 timorlere gore daha aktif oldugu rapor
edilmistir. Calismamizda katran-sedir mantarinin 100 ve 200 pg/ml dozlarmin geg

apopitoz’u anlamli olarak artirdig belirlendi.

Tricholoma anatolicum ile ilgili literatiir taramasi sonucunda Ehrlich assit timori
lizerine yapilmis bir ¢alisma ile karsilasilmadi. Yapilan bu c¢alisma ile 7richoloma
anatolicum’dan elde edilen sicak su ekstraktinin Ehrlich assit tiimor hiicreleri iizerine
muhtemel antikanserojen etkisi arastirildi. Kocakaya (2017) ¢calismasinda polisakkaritge
zengin sicak su ekstresinin toplam seker orani bakimindan en yiiksek oldugu rapor
edilmistir. Mantarlarin antikanserojen etkinlik gosteren bilesikleri hiicre duvari
yapisindaki polisakkaritler oldugu bildirilmistir (Ozdemir, 2014). Calismanmizda
Tricholoma anatolicum’un polisakkaritce zengin sicak su ekstresi kullanilarak
antitiimoral aktivite calismalar1 yapildi. In vitro olarak ¢ogunlugu steril giivenlik
kabininde gerceklestirilen ¢aligmada katran-sedir mantar1 ekstresi uygulanan 25 pg/ml,
50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml ile kontrol ve pozitif kontrol grubu olan 5-FU deney

gruplar1 bulunmaktadir.

Yapilan bu ¢alisma ile katran-sedir mantar1 (7richoloma anatolicum) tiikketiminin
yayginlasmasinin giiniimiizde siklikla karsilasilan saglik problemlerinden biri olan

kanser olusumuna ve ilerlemesine kars1 faydali olabilecegi diistiniilmektedir.
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