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OZET

KELES AY, Cesitli Mantar Ekstraktlarinin Kolorektal Kanser Hiicre Hatlarinda Genotoksik,
Apoptotik, Sitotoksik ve Gen EKkspresyonu Uzerine Etkisi, Van Yiiziincii Yil ﬂniversitesi, Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji, Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2021. Kolorektal
kanser, diinyada akciger ve meme kanserinden sonra en fazla tani1 konulan ti¢iincii kanser tiirtidiir. Son
yillarda kanser tedavisi arastirmalarinda dogal bilesikler 6n plana ¢ikmaktadir. Bu c¢alismanin amaci
Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii ve Inonotus hispidus mantar ekstraktlariin
HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanser hiicre hatlari iizerinde olusturduklari sitotoksik ve apoptotik etkiyi
ve bu ekstraktlarin sebep olduklart DNA hasarin1 ve oksidatif stresi aragtirmakti. Bu dogrultuda mantar
ekstraktlarinin farkli dozlar1 in vitro ortamda kolorektal kanser hiicre hatlari tizerine uygulanmig ve MTT
deneyi ile 1Csy sonucu elde edilmistir. 1Csy sonucuna gore, Ganoderma lucidum lucidum ekstraktinin
kullanilan biitiin mantar ektraktlar1 arasinda en etkili sitotoksisite degerine sahip oldugu tespit edilmistir.
Ganoderma lucidum ekstraktinin oksidaif stres lizerindeki molekiiler etkisinin arastirmak igin TAS, TOS
ve NRF-2 seviyeleri, DNA hasari tizerindeki etkisini belirlemek i¢in DNA ladder test sonucu, hiicre gocii
(migrasyon) analizi i¢in Scratch assay yontemi ve hiicrelerin koloni olusturma potansiyelini belirlemek
icin koloni analiz y6ntemi kullanildi. Elde edilen Sonuglar, Ganoderma lucidum mantar 6ziitiiniin hiicre
proliferasyonunu, koloni olusumunu ve NRF-2'yi azalttigini, DNA hasarint indiikledigini, hiicre gociinii
yavaslattigini ve oksidatif stresi arttirdigimi gostermistir. Bu ¢alismada, Ganoderma lucidum mantar
ekstraktinin hiicresel DNA'ya zarar vererek hiicre ¢ogalmasini azalttigt ve kolorektal kanser hiicre
hatlarinda sitotoksik etkiye sahip oldugu gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, DNA Hasar1, Ganoderma lucidum, Kolorektal kanser, Sitotoksisite.



ABSTRACT

KELES AY, The Effect of Various Mushroom Extracts on Genotoxic, Apoptotic, Cytotoxic and
Gene Expression in Colorectal Cancer Cell Lines, Van Yiiziincii Y1l University, Institute of Health
Sciences, Medical Biology, Master's Thesis, Van, 2021. Colorectal cancer is the third most diagnosed
cancer type in the world after lung and breast cancer. In recent years, natural compounds have come to
the fore in cancer treatment research. The aim of this study was to investigate the cytotoxic and apoptotic
effects of Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii and Inonotus hispidus fungal
extracts on HT-29 and HCT-116 colorectal cancer cell lines and to search the DNA damage and oxidative
stress caused by these extracts. Accordingly, different doses of mushroom extracts were applied to
colorectal cancer cell lines in vitro and 1Cs, result was obtained with MTT test. According to the 1Cs
result, Ganoderma lucidum extract was found to have the most effective cytotoxicity value among the all
used mushroom extracts. TAS, TOS and NRF-2 tests were used to investigate the molecular effect of
Ganoderma lucidum extract on oxidative stress, DNA ladder test result was performed for determining
DNA damage, Scratch assay method was applied for cell migration analysis, and colony assay method
was used to assign colony formation potential of cells. The obtained results showed that Ganoderma
lucidum mushroom extract reduces cell proliferation, colony formation and NRF-2 as well as induces
DNA damage, slows cell migration and increases oxidative stress In this study, it has been shown that
Ganoderma lucidum mushroom extract reduces cell proliferation through damaging cellular DNA and has
a cytotoxic effect in colorectal cancer cell lines.

Keywords: Apoptosis, DNA Damage, Ganoderma lucidum, Colorectal cancer, Cytotoxicity
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1.GIRIS

Glinlimiizde kanserin ger¢eklesen Olim vakalarimin en 0nemli nedenlerinden
birisi oldugu diistiniilmektedir ve diinya ¢apinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
ikinci onde gelen 6liim nedenlerinden biri olarak tahmin edilmektedir (Stewart ve Wild,
2014). Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’ne gére 2018 yilinda yaklasik olarak 9,6 milyon
6lim meydana gelmistir. Kanser nedeniyle gerceklesen dliimlerin yaklasik %701 diisiik
ve orta gelirli iilkelerde meydana gelmektedir. DSO’ye gore diinya da en sik rastlanilan
kanserlerin basinda ilk olarak akciger kanseri (2.9 milyon vaka) gelmektedir, ikinci
sirada meme kanseri (2.9 milyon vaka) ve tgilincii sirada ise kolorektal kanser (1.8

milyon vaka) bulunmaktadir (WHO, 2018).

Kolorektal kanser (KRK), diinyada en fazla tani alan tiglincii malignite ve ikinci
onde gelen kanser 6liim nedenidir. 2018'de yaklasik 1.8 milyon yeni vaka ve yaklasik
862.000 oliime neden olmustur (WHO, 2018). KRK, kadinlarda ve erkeklerde sirasiyla
ikinci ve lglincli en sik goriilen kanserdir. 2012 yilinda 614.000 kadin (tim yeni
kanser vakalarinin% 9.2'si) ve 746.000 erkek (yeni kanser vakalarinin% 10'a) diinya
capinda KRK tanisi konulmustur (Globocan, 2012). Kanser de kullanilan tedavi

yontemleri ve ilaglar teknolojinin ilerlemesi ile hizla gelismektedir.

Cerrahi miidahale, radyoterapi ve kemoterapi giinlimiizde kanser tedavisinde en
yaygin kullanilan yontemlerdir. Daha az siklikla hormon tedavileri, biyolojik tedavi
yontemleri (biyoaktif maddeler) ve hedefe yonelik tedaviler kullanilir. Kanseri
tedavisinde kemoterapi, kolon kanseri i¢in ¢ok dnemli ve temel tedavi yontemidir fakat
ileri evre KRK’ da basar1 orami ¢ok diisiiktiir. Tim bu nedenlerden dolay1 KRK

hastalarinin tedavisinde yeni modellere ihtiyag¢ vardir.

Kanser tedavisi i¢in kemoterapik uygulamalar elli yildan fazla bir siire dnce
klinige girmistir. Bu tedavi sekli testis kanseri ve bazi losemiler gibi bazi tiimdrlerin
tedavisinde basarili olmasma ragmen, meme, kolon ve akcigerin yaygin epitelyal
tiimorlerinin tedavisinde yeterli diizeyde etkili olmamustir. ideal olarak, kemoterapotik
ilaclar spesifik olarak sadece neoplastik hiicreleri hedef almali ve normal hiicrelere
minimum “kollateral hasar” ile sitotoksik veya sitostatik etkileri indiikleyerek tiimor

yiikiinii azaltmalidir (Johnstone, 2002).



Yiizyillar boyunca, dogal bilesikler esas olarak Dogu tibbinda kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, giiniimiizde kullanilan kemoterapdtiklerin bircogu dogal kdkene
sahiptir. Ornegin vinkristin, irinotekan, etoposid ve paklitaksel bitki kaynakli
bilesiklerdir (Demain ve Vaishnav, 2011). Dogal bilesikler hiicre icerisinde apoptozis,
hiicre dongiisii yolaklar1 gibi birden fazla sinyal yolunu hedefleyebilir. (Ranjan ve ark.,
2015). Uzun 6miirlii mantar olarak da bilinen Ganoderma Lucidum (GLC), geleneksel
Cin tibbinda iki bin yildan fazla bir siiredir kullanilan dogal bir bilesiktir (Wachtel-
Galor ve ark., 2011).

Apoptozis programli hiicre 6liim siirecidir. Bu siire¢ icerisinde organizmada
kimyasal degisiklikler olur, bdylelikle hiicre Oliime stiriiklenir. Bu degisiklikler
icerisinde niikleer fragmantasyon, hiicrenin biiziilmesi, kromatinlerin kondensasyonu,

mRNA pargalanmasi ve kromozamal DNA’nin fragmantasyonu yer alir (Chen ve Lai,
2009).

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ile antioksidan
savunma aktivitesi arasindaki dengesizlikten kaynaklanir. Siddetli oksidatif stres,
osteoporoz, kanser, yaglanma ve Alzheimer, Parkinson ve amiyotrofik lateral skleroz
gibi norodejeneratif hastaliklar dahil bir¢ok kronik ve dejeneratif hastalikta rol
oynamustir (Yan ve ark., 2014).

Bu calismada mantar ekstraktinin KRK hiicre hatlart ( HT-29 ve HCT-116)
tizerinde in vitro ortamda sitotoksik, genotoksik, apoptotik ve gen ekspresyonu iizerine

etkisinin belirlenmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, anormal hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde c¢ogalmasi, akabinde
metastaz ile bu hiicrelerin diger doku, organlara taginmasi ve tasian hiicrelerin bu yeni
lokalizasyonlarda poliferasyonlarint hizla siirdiirmeleri sonucunda doku, organ
biitiinliiglini ve islevselliginin bozulmasi olayidir. Neoplazm ve habis tiimor terimleri

kanser i¢in kullanilan diger yaygin isimlerdir (WHO, 2018).

Kanser 2018 yilinda yaklasik olarak 9.6 milyon insanin 6liimiine neden
olmustur, bu agidan bakildiginda diinyada en ¢ok 6liime neden olan 6 etmenin ikinci
sirasinda yer almaktadir. Akciger, prostat, kolon, mide ve karaciger kanserleri
erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleridir. Kolon, akciger, servikal ve tiroid kanserleri

kadinlar arasinda en yaygin olanlaridir (WHO, 2018).

Timor baskilayict ve proto-onkogenler, kanser gelisiminden sorumlu olan
genlerdir. Timor baskilayici genlerde veya proto-onkogenlerde meydana gelen herhangi

bir mutasyon genellikle kanserin ilerlemesine yol agmaktadir (Zender ve ark., 2006).

Timor, malign ve benign olmak tizere iki smifa ayrilir. Benign iyi huylu bir
timor olup lokalizedir, yayilim gostermez. Bu nedenle kanserojenik degilidir. Malign
kotii huylu timor olup invaziftir, yayilim gosterir. Bu nedenle kanserojeniktir (Hanahan
ve Weinberg, 2011). Malign tiimorler gelisimleri sirasinda daha agresif 6zelliklere
sahiptir (Duesberg ve ark., 2000). Timér olusumumun kokenine gore kanser bes ana
gruba ayrilir. Karsinoma; ciltte veya diger organlari tutan dokularda baglayan kanser
turtidiir. Sarkoma; kemikler, kaslar, kikirdak ve kan damarlar1 gibi bag dokularinda
olusan kanser tiirlidiir. Ldsemi; kan hiicrelerinde olusan kemik iligi kanseridir. Lenfoma
ve myeloma; immiin sistem, merkezi sinir sistemi, beyin ve spinal kortta olusan

kanserlerdir (Yin, 2011).
2.2. Kolorektal Kanser

KRK, kolon ya da bagirsak kanseri olarak bilinir. KRK, diinyada en yaygin
kanser tiirlerinden biridir ve diinya capinda akciger kanserinden sonra kansere baglh

hastalik ve o6limler KRK’dan kaynaklanmaktadir (Siegel ve ark., 2016). KRK’ in



goriilme siklig1 toplumdan topluma degisim gdstermektedir. Gelismekte olan iilkelerde
KRK prevalansinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bati Avrupa, Avustralya ve
Kuzey Amerika’ da KRK’ in goriilme sikligi ve neden oldugu 6liim oranlar yiiksek

iken, Afrika ve Asya toplumlarinda bu oranlar daha da diisiiktiir (Tiliice ve ark., 2018).

Kotii beslenme aligkanliklari, sigara ve alkol kullanimi, genetik yatkinlik,
diyabet ve sedanter yasam tarzi gibi faktorler KRK olusumu olasilig1 artirmaktadir

(Siegel ve ark., 2014).

Giiniimiizde KRK standart tedavisinde cerrahi ve kemoterapi yontemleri one
cikmaktadir (Siegel ve ark., 2014). KRK ileri evresindeki hastalar genellikle
kemoterapik ilaclar ile tedavi edilir. Ornegin, yalmz 5-fluorouracil ya da oxaliplatin ve

avastin gibi adjuvan ile kombine sekilde uygulanir (Cutsem ve ark., 2015).
2.3. Kemoterapi

Kanser tedavisinde sik¢a kullanilan yoOntemler cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapidir. Bunlara ek olarak hormon terapisi ve biyolojik yontemler mevcuttur.
Her bir tedavi yontemin kendi igerisinde avantajlari ve dezavantajlari bulunmaktadir
(Baykara, 2016). Kemoterapi uygulamasinin hedefi kemoterapétik ajanlar vasitasi ile
kanserli hiicreleri oldiirmektir. Kemoterapi tedavisinde sitotoksik anti-neoplastik

uygulamalar 6n plandadir (Mian ve ark., 2016).

Son yillarda inflamasyon, kanser, immiin rahatsizliklar, diyabet, bakteriyel ve
viral enfeksiyonlar1 gibi durumlarda fonksiyonel besinler basta olmak iizere alternatif
uygulamalari1 arastirmacilarin odak noktasi olmustur (Saxena ve ark., 2016). Ayrica
biyoaktif bilesikler de klinik ve klinik Oncesi ¢alismalarda kullanilmistir. Biyoaktif
bilesikler hiicre dongiisiinii durdurulmasini, angiogenesisin engellenmesi, immiin
yanitinin artirilmasi, apoptozisin indiiksiyonu ve DNA hasarinin 6nlenmesi gibi timor
eliminasyonunu tesvik eden c¢esitli sinyalleri etkinlestirme yetenegine sahiptir (Sheikh

ve ark., 2017). Biyoaktif bilesiklerin biri de mantarlardir.
2.4. Ganoderma lucidum

Ganoderma lucidum’un tibbi etkileri bundan 2500 y1l énce Uzakdogu’da fark

edilmis ve mantar sifali bir bitki olarak kullanilmaya baslanmistir.  Diinya’da



Oliimstizliik mantar1 iilkemizde ise reishi ve 6liimsiizliik mantar1 olarak bilinmektedir.
Ulkemizin Marmara, Karadeniz, Ege ve Akdeniz Bolgeleri’nde yayilim gdstermektedir.
Son yillarda Ganoderma lucidum’un tibbi etkisine yonelik olarak ¢ok sayida arastirma
yapilmis ve bu c¢alismalarin 15181 altinda Ganoderma lucidum’un antitiimor,
antibakteriyel, antiviral, antihiv, yaslanmay1 geciktirici ve bagisiklik sisteminini
giiclendirmede etkili oldugu belirtilmektedir. Ganoderma lucidum’un igerisinde suda
eriyen polisakkaritler, triterpenler, aminoasitler ve proteinler bulunur. Arastiricilar en
etkili maddesinin polisakkaritler ve triterpenler oldugunu ortaya koymuslardir (Chen ve

ark., 2004). Ganoderma lucidum’un sistematigi;

Alem : Fungi

Filum : Basidiomycota

Takim : Polyporales

Familya : Ganodermataceae

Cins : Ganoderma

Tiir : Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst.
2.5. Apoptoz

Apoptoz ¢ok hiicreli canlilarda enerjiye bagimli olarak diizenlenmis programli
hiicre 6limiidiir. Apoptozis doku hemoastasizinin yani sira hastalikli anormal hiicrelerin
yok edilmesinde kritik ve fizyolojik olarak rol oynar. Apoptozis hiicresel stres ve hiicre
dongiisii bozuklugunda gelismis sinyalleri igeren bir uyarici tarafindan baslatilabilir.
Bilinen apoptoz aracilar1 arasinda kurulan etkilesimlere dayanarak memeli hiicrelerinde
iki klasik apoptotik sinyallesme yolu ortaya ¢ikmustir. ilki, apoptotik etkilesim yoluyla
sinyal vermeyi iceren digsal yoldur. Bu sekilde hiicre yiizeyi oliim reseptorleri ile
ligandlar1 uyarir, bu daha sonra kaspaz adaptor molekiilleri araciligiyla kaskede yapar.
Ikincisi i¢sel yoldur, biiyiime faktorlerinin geri cekilmesiyle baslayan mitokondri
tarafindan yonetilir ve kemoterapi ilaglariyla tedavi edilir. Bu yolun aktivasyonu
mitokondriden salinan sitokrom c’nin salinmasi, Apaf-1’in  ve kaspazlarin
aktivasyonunun tetiklenmesi ile baglatilir. Elde edilen verilere gore apoptozun birkag
sinyal yolu tarafindan siki bir sekilde diizenlenen dinamik bir siiregtir. Bu siireg

kazpazlarin aktive edilmesi, Bcl-2 protein ailesinin seviyesin artmasi ve lokasyonundaki



degisiklikleri igerir, i¢sel yolda apoptozis inhibitdr ailesi (IAP) proteinlerinin seviyesi

anahtar rol oynar. Her iki yolda apoptotik hiicre 6liimiinii uyarir (Chen ve Lai, 2009).
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Sekil 1. Apoptozis Regiilasyonu (Inci ve ark., 2009)

2.6. Sitotoksisite

Sitotoksisite deneyleri, hiicre kiiltlirii ve ilag gelistirme c¢aligmalarinda siklikla
kullanilmaktadir. Sitotoksisite deneylerinin kullanilmasinin amaci, uygulanacak olan
maddenin sitotoksik etkiye sahip olup olmadigini gostermektir. Hiicre kiiltiiri
sitotoksisite ¢alismalarinin sik¢a tercih edilmesinin sebebi deney hayvanlari {izerinde
yapilan deneylere alternatif olmasidir. in vivo ¢alismalarinda alinan sonuglarin hayvan
deneylerindeki alinan sonuglara uyum gostermesi ve deneylerin uygulanmasinin kolay
olmasiyla bu c¢aligmalar daha fazla tercih edilmektedir. Sitotoksisitede, uygulanan
maddenin dozuna ve zamanima bagli olarak hiicrelerde degisik derecelerde zarar
gerceklesebilir. Sitotoksik maddeye maruz kalan hiicreler, hiicre 6liim mekanizmalari

tarafindan Oldiiriilebilir ya da proliferasyon 6zelligini kaybedebilir. Hiicre canliliginin



tespit edilmesi igin ¢ok sayida sitotoksisite testi vardir. Uygulanan sitotoksisite
testlerinin ¢esidi ne olursa olsun, temel olan calisma sonundaki hiicre/6lii hiicre
miktarinin dogru bir sekilde belirlenmesidir. Sitotoksisite testlerinde genel olarak
kolorimetrik, liiminesans ve enzimatik yontemler kullanilmaktadir. Bilim insanlari
tarafindan siklikla tercih edilen metot tetrazolyum testleridir (MTT, MTS, XTT, WST)
(Tokur ve Aksoy, 2017).

2.7. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, doku veya hiicrelerde olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS)
konsantrasyonunun antioksidan kapasiteye asmasi olay1 olarak tanimlanir (Tez ve ark.,
2005). Oksidatif stres, kanser gelisiminde rol oynar. Kanser de oksidatif stresi artirir.
Kanser hiicrelerinde oksidatif stres mitokondriyal disfonksiyon, artan ROS seviyeleri ve
daha yiiksek metabolik aktivite ile iliskilidir. Dahasi, kanser hiicrelerindeki oksidatif
stres, hiicresel ¢ogalmayi uyarir, mutasyonlart tesvik eder ve hiicrenin antikanser
maddelere karsi1 duyarliligimi degistirir. Baz1 kemoterapotik ajanlar tedavi sirasinda
hastalarin hiicrelerinde ROS olusturabilir. ROS DNA hasarina neden olmakla birlikte
kanser hiicrelerinde apoptozun indiiksiyonu i¢in ©Onemlidir. Antioksidanlar ROS
olusumunu engeller ve bu sekilde antioksidan kullannominin kanser hiicrelerinde
apoptozu onleyebilecegini soyleyebilir. Antioksidanlarin tedavi esnasinda kemoterapik
ajanlarin da kanserli hiicrelerde olusturacagt ROS’a karst da etkili olabilecegi,
boylelikle kanser hiicrelerinin apoptozunu Onleyecegi ongoriilmektedir. Bu nedenle
kanser tedavisi sirasinda ayni anda antioksidan kullanimindan kaginilmasi gerektigine
inanilmaktadir. Pek ¢ok antikanser ilag ROS'u indiiklese de, bu ilaglarin etkileri sadece
serbest radikallere baglh degildir. Kanser tedavisinde antioksidanlarin etkisi ile ilgili
klinik ¢alismalar siirli olmasina ragmen, deneysel ¢alismalar antioksidan vitaminlerin
kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyebilecegini, anjiyogenezi ve metastatik yayilmay1
Onleyebilecegini gostermektedir. Bunun kanser tedavisinde adjuvanlar olarak

antioksidanlarin potansiyel rolii tizerinde bir etkisi olabilir (Girek ve ark., 2019).
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2.8. NRF-2 (Niikleer Faktor Eritroid 2 ile iliskili Faktor 2)

Insan Nukleer Faktor Eritroid 2-ile iliskili Faktor 2 (NRF-2) geni tarafindan
kodlanan bir transkripsiyon faktoriidiir. NRf-2, yaralanma ve enflamasyonun tetikledigi
oksidatif hasara karsi koruma saglayan ve antioksidan proteinlerin ekspresyonunu
diizenleyen temel 16sin fermuar proteinidir (bZIP). bZIP alani, DNA baglayici1 6karyotik
proteinde bulunur (Gold ve ark., 2012). Tiim hiicrelerde inaktif halde bulunan ve NRf-2
aktivatorii tarafindan serbest birakilinca aktiflesen Nrf-2, apoptoziste rol alarak tiimor
onlenmesinde gorevli olan 6nemli bir proteindir. Niikleer faktor 2 (NRF-2), Cap n'
Collar transkripsiyon faktorleri ailesinin bir iyesidir, ayrica sitoprotektif (hiicre

koruyucu) genlerin indiiklenebilen hiicresel sisteminin ana regiilatoriidiir (Basak ve ark.,
2017).

NRF-2 aktivitesinin kismen Sitosolik protein Keapl tarafindan kontrol edildigi
iyi bilinmektedir. Aktivator (Keapl) ile serbest birakilan Nrf-2 proteini hiicre
cekirdegine gecerek insanlarda bulunan tiim antioksidan sistemin ana regiilatorii olan
insan antioksidan yanit elemanint (hARE)’yi DNA'ya baglar. Nrf-2 cekirdekte
aktifleserek katalaz, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz gibi antioksidan

enzimlerin {iretimini tesvik etmektedir. Uretilen bu antioksidanlar sayesinde de



yaslanma ve hastaliklara karsi miicadele kolay hale gelebilmektedir. NRF-2
aktivasyonundan sorumlu olan genel olarak kabul edilen bir mekanizma, Keapl'de
(Insanlarda Keapl geni tarafindan kodlanan bir proteindir) bulunan anahtar sensor
sistein kalintilarnin  ROS veya elektrofiller tarafindan oksidatif veya kovalent
modifikasyonunu icerir; bu, Keapl'in Nrf2 ve Cullin 3 (insanlarda CUL3 geni
tarafindan kodlanan bir proteindir) ubikuitin ligaz kompleksi ile etkilesimini bozar
(Kobayashi ve ark., 2004). Keapl'den serbest birakildiginda, Nrf2 ¢ekirdege go¢ eder,
burada kii¢iik bir Maf proteini ile etkilesime girer. Elde edilen kompleks, antioksidan
cevap elementine (ARE) baglanir, boylece antioksidan enzimleri ve diger sitoprotektif
proteinleri kodlayan bir genin ekspresyonunu harekete gegirir ve transkripsiyon baslar
(Itoh ve ark., 1997).

2.8.1. NRF-2’nin Kanser ile Tliskisi

NRF-2, geleneksel olarak bir tiimor baskilayici olarak kabul edilmistir, ¢linkii,
ksenobiyotikler ve oksidatif stres dahil olmak iizere, endojenik ve ekzojenik aktivitelere
kars1 ana hiicresel savunma mekanizmasi olarak kabul edilir. Aslinda, NRF-2, sadece
normal hiicrelerin degil, kanser hiicrelerinin de sag kalimin1 desteklemektedir. Bununla
birlikte, bazi yeni ¢aligmalar NRF-2 yolunun hiperaktivasyonunun, normal ve malign
hiicrelerin hayatta kalmasini destekleyen, onlar1 oksidatif strese, kemoterapdtik ajanlara
ve radyoterapiye karsi koruyan bir ortam olusturdugunu gostermektedir. Insan tiimor
numunelerinde ve hiicre hatlarinda, NRF-2 aktivasyonu, ilag metabolizmasinda yer alan
genlerin ifadesini arttirir. Boylece kemoterapdtik ilaglara ve radyoterapiye karsi direnci
stirdiiriir. Bu nedenle, kanserde NRF-2 pozitif ve negatif etkiler arasindaki sinirlar
tanimlamaya yonelik biiyliyen bir arastirma spektrumu vardir. Hiicresel antioksidan
savunmasinin ana diizenleyicisi olan NRF-2'nin kanser gelisiminde iki ucu keskin bir
kilig gibi davranir. Ornegin; yapilan bir arastirmada, bir diyabet tedavi yaklasimi ile
iliskili DPP4 inhibitorlerinin, ROS seviyelerini disiirmek igin antioksidan
transkripsiyon faktorii NRF-2'yi aktive ederek metastatik kapasiteyi arttirdigini
gostermektedir (Basak ve ark., 2017).



2.9. Koloni Olusumu

Koloni olusturma veya klonojenik tahlil, tek bir hiicrenin klonal genisleme
yoluyla biiyiik bir koloni halinde biiyiime kapasitesini incelemek igin in vitro kantitatif
bir tekniktir (Rajendran ve Jain, 2018).

2.10. Hiicre Gogii (Migrasyon)

Gog deneyleri, in  vitro olarak tiimor hiicrelerinin invazif ve metastatik
potansiyelini degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. En yaygin olarak,
yara veya ¢izilme deneyi, epitel tabakalarinin hiicrelerden temizlenmis alanina gogiinii

degerlendirmek i¢in kullanilir (Peplow ve Chatterjee, 2013).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada kullanilmis olan stok hiicre hatlar1 daha once Yiiziinci Yil
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji, Anabilim dalinda mevcut olup ATCC
(American Type Culture Collection)’den 6nceki yillarda ticari olarak temin edilmistir.
Deneylerin gerceklesebilmesi i¢in kolorektal kanser hiicre hatlar1 olan HT-29 ve HCT
116 kullanildi. Hiicre hatlar1 %10 FBS ve %1 glutamin ile desteklenmis DMEM besi
yerinde ¢ogaltildi. Biitiin hiicreler %5 CO;’li atmosferde 37°C’de inkiibe edildi.
ATCC’nin tavsiye ettigi sekilde hiicreler %0.25 tripsin, %0.03 EDTA karisimi ile
kaldirilip 1:3 oraninda olacak sekilde pasajlanarak, kullanilmayan hiicreler ise %95
besiyeri ve %5 DMSO igerecek sekilde hazirlanan hiicre dondurma soliisyonu icerisinde
once -80 °C’lik derin dondurucuda kisa siireli veya uzun siireli olarak siv1 azota alinarak

saklandi.

Hiicre sayimi igin hematositometre lameli kullanildi. Bunun igin besiyeri
uzaklastirilan hiicreler 1XPBS ile yikandi. Uzerine tripsin ilave edilerek hiicrelerin petri
tabanindan ayrilmasi saglandi. Petri tabanindan ayrilan bu hiicreler igerisinde 5 ml
besiyeri bulunan 15 ml’lik bir falkon tiipe aktarilarak karistirildi. Stoktan alinan
hiicreler 1/10 oraninda besi yeriyle diliie edildi. Buradan 100 pL alinarak thoma lami
lizerine birakildi. Inverted (ters) mikroskopta incelenen ve merkez alana diisen hiicreler

sayilarak toplam hiicre say1s1 asagidaki formiille belirlendi.
Hiicreler / ml = her kare X ortalama seyreltme faktorii X 10
Esit hacimlerde hiicre siispansiyonu uygun yogunluklarda yeni plaklara aktarildi.
3.2. Mantar Ekstraktlariin Hazirlanmasi

Calismada Dog. Dr. Ali keles tarafindan teshis edilen ve Van Yiiziinci Yil
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii fungaryum laboratuvarinda muhafaza
edilen Ganoderma lucidum (Reishi, Oliimsiizliik mantari), Pleurotus eryngii (Casir
mantar1), Pleurotus ostreatus (Kavak, Istiridye mantar1) ve Inonotus hispidus (Kav

mantart mantarlart kullanilmigtir. Elde edilen mantarlar toprak dstii tim kisimlari
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blender makinesinde toz haline getirildi. Toz haline getirilen mantarlardan 6 gram
alinarak daha 6nceden hazirlanmis %80°lik etanolun icerisine konuldu, vorteks ile 5-10
dakika arasinda calkalandi. Iyice karistirilan 6rneklere 30 dakika boyunca sonikasyon
islemi uygulandi. Sonikosyon isleminden ¢ikarilan 6rnekler 10.000 rpm donme hizinda
10 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrast iist kisimda bulunan sivi faz alindi
ve filtrasyon yapildi. Filtrasyon sonrasinda elde edilen mantar sivisi evaporatdre
konularak igindeki ethanol uguruldu. Evaporatérden ¢ikan mantar ekstraktlarini
liyofilizator cihazina Konularak i¢indeki su uguruldu, boylece ham mantar ekstraktlar
elde edilmis oldu. Kisa zaman iginde kullanilacak ise +4°C de eger uzun zaman

igerisinde kullanilacak ise -20°C de muhafaza edilmelidir.
3.3. MTT ile Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)
ile sitotoksik etkinin belirlenmesi i¢in Ganoderma lucidum, Pleurotus eryngii,
Pleurotus ostreatus ve Inonotus hispidus mantar ekstraktlarmin etkileri inceledi. MTT
testi canli hiicrelerdeki metabolik aktiviteyi, hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz
enzimi araciligi ile MTT parcalayarak, ¢oziilebilir formazan tuzlari olusturmasi
prensibine dayanarak yapilmaktadir. Hiicreler stoktan almarak 25 cm?® flasklara ekilip,
hemen hemen tiim yiizeyi kaplayinca tripsinizasyon ile kaldirilip 1x10° hiicre/kuyucuk
olacak sekilde 96 kuyucuklu steril petrilere eklendi. 24 saatlik siire ardindan besi yerleri
atildi ve mantar ekstraktlari igin farkli konsantrasyonlar1 (5-200 pL) uygulandi ve
sitotoksik doz bulunmaya c¢alisildi. Uygulanilan mantar ekstraktlari her bir kuyucuga
100 pL olacak sekilde eklendi ve ardindan 24, 48, 72 saatlik inkiibasyon siiresince %5
CO2’li atmosferde 37 °C’lik etiivde inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklardaki besi yerleri ortamdan
uzaklastirilarak dnceden hazirlanmig 100 pl besi yerinde 0,05 ul MTT soliisyonu olacak
sekilde kuyucuklara eklendi ve ortalama 2-4 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonunda plaklardaki besi yeri uzaklastirildi, formazon kristalleri 100 ul DMSO ile
cozdiiriildikten sonra absorbans degerleri spektrofotometrede 570-690 nm dalga
boyunda olgiilerek kaydedildi (Mosmann, 1983; Urgen, 2010).
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3.4. 1Csp Degeri

Uygulanan mantar esktraklariin doza ve zamana bagimli cevap egrisi,
GraphPad Prism yazilimi (GraphPad prism 8 Yazilimi, San Diego, CA, ABD)
kullanilarak konsantrasyonlara karsi inhibisyon yiizdesi ¢izilerek elde edildi. Dogrusal
olmayan regresyon analizi yapildi, bu ¢alismada kullanilan HT-29 ve HCT-116 hiicre
tirlerinde mantar ekstraktlarinin ICsy degerleri benzer islemler yapilarak hesaplandi
(Tuliice ve ark., 2019).

3.5. Total Antioksidan Statiis (TAS) Olciimii

Total Antioksidan Statiis (TAS) dlglimleri ticari olarak satin alinan Rel Assay
Total Antioksidan Statiis (TAS) kit ile 6l¢iildii. Ganoderma lucidum 5 pL’lik etkin
dozunun kullanildigt HT-29 ve HCT-116 KRK hiicre hatlarinda hazirlanan lizatlardan
18 puL kuyucuklara yiiklendi. Numuneler hiicrelere yiiklendikten sonra {izerine R1
soliisyonu eklendi ve 660 nm’de ilk okuma yapildi. ilk okumadan sonra numunelerin
tizerine R2 solusyonu eklenir ve oda sicakliginda 10 dk bekletilir. Ardindan 660 nm’de
ikinci okuma yapilir. Sonuglar, Sonug = [(A AbsStd) - (A Ab 6rnek) / [(A Abs Stdl) — (A
Abs Std2)] formiilii ile hesaplandi.

3.6. Total Oksidan Statiis (TOS) Diizeyi Ol¢iimii

Total Oksidan Statiis (TOS) 6l¢timleri ticari olarak satin alinan Real Assay Total
Oksidan Statiis (TOS) kit ile 6l¢iildii. Ganoderma lucidum 5 pL’lik etkin dozunun
kullanildigi HT-29 ve HCT -116 CRC hiicre hatlarinda hazirlanan lizatlardan 45 pl
kuyucuklara yiiklendi. Numuneler hiicrelere yiiklendikten sonra iizerine R1 soliisyonu
eklenir ve 530 nm’de ilk okuma yapildi. Ilk okumadan sonra numunelerin iizerine R2
solusyonu eklendi ve oda sicakliginda 10 dk bekletildi. Ardindan 530 nm’de ikinci
okuma yapildi. Sonuglar, Sonu¢ = [(A AbsStd) - (A Ab 6rnek) / [(A Abs Std1) — (A Abs
Std2)] formiilii ile hesapland.
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3.7. Oksidatif Stres indeksi (OST) Ol¢iimii

Oksidatif stresin bir gostergesi olarak gosterilen oksidatif stres indeksi (OSI),
total oksidan status diizeylerinin total antioksidan diizeylerine oraninin yiizde derecesi
olarak ifade edilir. Orneklerin OSI hesaplanirken TAS diizeyleri 10 ile ¢arpilarak TOS

diizeyleri ile birimler esitlenir (Tiiliice ve ark., 2017).
Sonuglar Arbitrary Units (AU) olarak ifade edildi.
OSI degeri asagidaki formiile gére hesapland:
TOS, umol H,0, Equiv. / g

OSi = X 10

TAS, pmol trolox Equiv./ g
3.8. Apoptotik Etki ve DNA Hasarinin Tespit Edilmesi

Apoptotik siirecin sonunda DNA’nin veya baska bir deyisle kromatinin
parcalanmasi1 gerceklesmektedir, bu olay birden fazla farkli asamada meydane gelir
(Suman ve ark., 2012). Apoptotik etki ve DNA hasarinin tespiti i¢in, DNA ladder Kit
protokoliine uygun olarak 5-10x10° hiicre olacak sekilde, sitotoksisite testi ile
Ganoderma lucidum ve cisplatin maddelerinin belirlenen etkin dozlari kullanilarak 24,
48 ve 72 saatlik hiicre ekimi yapildi. Hiicreler 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
aktarilarak 2500 rpm doniis hiziyla 5 dakika santrifiij edildi, akabinde siipernatant atildi.
Lizata 35 uL TE Lyzis Buffer tamponu eklendi ve vorteks yardimi ile homojen olana
kadar karistirildi. SuL Enzim A soliisyonundan eklendi ve vorteks ile karistirildi.
37°C’de 10 dakika su banyosunda inkiibe edildi. 5 pL. Enzim B soliisyonu eklendi ve
50°C’de 30 dakika yeniden inkiibe edildi. 5 puL Amonium Asetat soliisyonundan
eklendi, sonra iizerine -20°C’de sogutulmus absulute etil alkolden 100 pl eklendi.
Mikrosantrifiij tiipleri vortekslenerek -20°C’de 10-15 dakika bekletildi. 12.000 rpm
dontis hiziyla 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant yavasca atildi. Karisim -20°C’de
sogutulmus %70’lik etil alkolden 500 pL eklenerek DNA pelleti yikandi. 12.000 rpm
doniis hiziyla 10 dakika santrifiij edildi, siipernatant yavasca atildi. DNA pelletinin
kurumasi igin tiipler oda Sicakliginda 10 dakika bekletildi. 30 pL DNA Siispansiyon
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eklendi ve ¢oziilme islemi yapildi. Her bir 6rnekten alinan 15-30 pL’lik DNA 0.5 pg/ml
etidium bromid iceren % 1-2’lik agaroz jele yiiklendi. Agaroz jeli 5 Volt’da 1-2 saat
DNA fragmentleri kosturuldu. Sonuglar UV gériintiilleme cihazinda UV 1s18inda

gorlntiillenme yapildi.

3.9. NRF-2 Gen Ekspresyonunun Belirlenmesi

Stoktan alinan hiicreler gogalmasi igin steril flasklara ekim yapildi, hiicreler %5
CO2’li atmosferde 37°C’de inkiibe edildi. Hiicreler yeterli sayiya ulastiktan sonra
hiicreler tripsin yardimiyla petri tabanindan kaldirilarak thoma laminda hiicre sayimi
yapildi. Alt1 kuyucuklu petrilere 500.000 hiicre ekildi. Tiiplere 24 saat sonra mantar
ekstrakti ve cisplatin eklendikten sonra 24, 48 ve 72 saat inkibasyona birakildi.
Inkibasyon sonrasinda petri kaplarma hiicre parcalama tamponu eklendi ve hiicre
styirict ile hiicrelerin lizatlari toplandi. Elde edilen lizatlar -80°C’de saklandi. NRF-2
gen ekspresyonu NRF-2 ELIZA kit protokolii ile Tibbi Parazitoloji laboratuvarinda

tespit edilmistir.
3.10. Koloni Formasyon Testi

Stoktan alinan hiicreler ¢ogalmast igin steril flasklara ekim yapildi, hiicreler %5
COy’li atmosferde 37 °C’de inkiibe edildi. Hiicreler yeterli sayiya ulastiktan sonra
hiicreler tripsin yardimiyla petri tabanindan kaldirilarak thoma laminda hiicre sayimi
yapildi. Hiicreler alt1 kuyucuklu petrilerin her bir kuyusuna 500 adet hiicre ekildi. Her
iki hiicre hatt1 i¢in de ayni islem yapildi. Mantar ve cisplatin maddeleri gruplara
verilerek 21 giin boyunca inkibasyona birakildi. Inkibasyon siireci sonrasinda
petrilerdeki besi yerleri uzaklastirildi ve PBS ile yikama islemi gerceklestirildi. Olusan
kolonilerin petri tabanina yapigmasi i¢in 20 dakika boyunca %100’liik metanol ile
muamele edildi. Kolonilerin net bir sekilde goriinmesi igin kristal viyole boyasi ile

boyandi. Ortaya ¢ikan koloniler sayilarak grafige dokiildii.
3.11. Hiicre Gocii Testi (Scratch Assay)

Stoktan alinan hiicreler gogalmasi igin steril flasklara ekim yapildi, hiicreler %5
COy’li atmosferde 37 °C’de inkiibe edildi. Hiicreler yeterli sayiya ulastiktan sonra alt1
kuyucuklu petrilere pasajlanmasi yapildi. Alti kuyucuklu petrilerdeki hiicreler ylizey
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alaninin  %80-90’nin1  kaplayincaya kadar beklendi. Yiizey alaninin 80-90’nin1
kapladiktan sonra alti kuyucuklu petrilerin her bir kuyucuguna 200 pl mikropipet ucu
ile bir hat ¢izildi. Her iki hiicre hatt1 i¢in de aymi islem yapildi. Her bir kuyucuga
Ganoderma lucidum ve cisplatin maddeleri verildikten sonra 24, 48 ve 72 saat de
migrasyonu incelendi vehiicre migrasyonlarinin fotograflar1 ¢ekildi. Image J programi

ile hesaplamalar yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. MTT ile Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii ve Inonotus
hispidus mantar ekstrakti KRK hiicre hatlar1 tizerindeki (HT-29 ve HCT-116 )
sitotoksisite etkisi MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide) yontemiyle belirlendi. Oncelikle her bir mantara ait ekstraktlarin
farkli konsantrasyonlar1 (5,10,25,50,100 ve 200 pg) 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siirecleri ile hiicre hatlarina uygulanarak her bir mantar ig¢in
sitotoksik doz belirlenmeye ¢alisildi. MTT analizlerine gore Ganoderma
lucidum, Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii ve /nonotus hispidus ekstraktlari
hem HT-29 hem de HCT-116 hiicre hatlarinda zamana ve doza bagli olarak sitotoksik
etki gostermistir. Bu mantar ekstraktlarinin iginde Ganoderma lucidum sitotoksik

anlamda en etkili mantar ekstrakt1 olmustur.
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Sekil 3. HCT-116 hiicrelerinde 24 saatlik Ganoderma lucidum uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 4. HCT-116 hiicrelerinde 24 saatlik /nonotus hispidus uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 5. HCT-116 hiicrelerinde 24 saatlik Pleurotus eryngii uygulamasmin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 6. HCT-116 hiicrelerinde 24 saatlik Pleurotus ostreatus uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 7. HT-29 hiicrelerinde 24 saatlik Ganoderma lucidum uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 8. HT-29 hiicrelerinde 24 saatlik Inonotus hispidus uygulamasmin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 9. HT-29 hiicrelerinde 24 saatlik Pleurotus eryngii uygulamasinin hiicre

proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 10. HT-29 hiicrelerinde 24 saatlik Pleurotus ostreatus uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 11. HCT-116 hiicrelerinde 48 saatlik Ganoderma lucidum uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 12. HCT-116 hiicrelerinde 48 saatlik /nonotus hispidus uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 13. HCT-116 hiicrelerinde 48 saatlik Pleurotus eryngii uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 14. HCT-116 hiicrelerinde 48 saatlik Pleurotus ostreatus uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 15. HT-29 hiicrelerinde 48 saatlik Ganoderma lucidum uygulamasinin hiicre

proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 16. HT-29 hiicrelerinde 48 saatlik Inonotus hispidus uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 17. HT-29 hiicrelerinde 48 saatlik Pleurotus eryngii uygulamasinin hiicre

proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 18. HT-29 hiicrelerinde 48 saatlik Pleurotus ostreatus uygulamasiin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 19. HCT-116 hiicrelerinde 72 saatlik Ganoderma lucidum uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 20. HCT-116 hiicrelerinde 72 saatlik /nonotus hispidus uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 21. HCT-116 hiicrelerinde 72 saatlik Pleurotus eryngii uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 22. HCT-116 hiicrelerinde 72 saatlik Pleurotus ostreatus uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 23. HT-29 hiicrelerinde 72 saatlik Ganoderma lucidum uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 24. HT-29 hiicrelerinde 72 saatlik Inonotus hispidus uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 25. HT-29 hiicrelerinde 72 saatlik Pleurotus eryngii uygulamasinin hiicre

proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 26. HT-29 hiicrelerinde 72 saatlik Pleurotus ostreatus uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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4.2.1Cs0 Degeri

Tablo 1. Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii ve Inonotus
hispidus mantar ekstraktlar: ile muamele edilen HT-29 ve HCT-116 hiicre hatlarina ait
24, 48 ve 72 saatlik 1Cso degerleri.

1Cs0 pg

HCT-116 HT-29

Mantar Ekstrakti 24h 48h 72h 24h 48h 72h

Ganoderma lucidum 5,632 4,552 5,878 491 3,213 2,904

Pleurotus ostreatus 4484 5,374 3,812 4,657 3,099 3,325

Pleurotus eryngii 6,615 | 3,07 18,17 |2,289 |2,851 |6,451

Inonotus hispidus 17,59 18,31 13,93 15,51 4071 5,833

Cisplatin 2,587 1175 |117/5 |6,037 |1,843 |1,828

4.3. Apoptotik Etki ve DNA Hasarinin Tespit Edilmesi

Kullanilan mantar ekstraktlarinin IC50 degerleri incelendiginde en etkili
sitotoksisite degerine sahip olan Ganoderma lucidum mantari 6ne ¢ikmistir. Ganoderma
lucidum mantarinin etkin dozu kullanilarak ortaya cikan sitotoksik etkinin apoptotik
olup olmadigi, DNA hasaria yol agip agmadigi apoptotik DNA ladder yontemi ile
belirlendi. HT-29 ve HCT-116 KRK hiicrelerinde Ganoderma lucidum mantarmin etkin
dozunun 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalar1 sonucunda DNA pargalanmasinin gostergesi

olan uzamaya baglayan merdiven olusumu gézlenmemistir.
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1200 bp s 1200 bp

Sekil 27. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HCT-116 hiicrelerindeki
DNA hasari.
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48 saat 72 saat
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s 1200 bp

Sekil 28. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HT-29 hiicrelerindeki
DNA hasari.

4.4. Oksidatif Stres Bulgulari

Calismada ayrica Ganoderma lucidum ve konrol grubu olarak kullanilan
cisplatin ile muamele edilmis HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanser hiicrelerinde TAS
ve TOS parametreleri galisildi.
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Sekil 29. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HCT-116 ve HT-29
hiicrelerindeki 24 saatlik TOS degeri grafigi.
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Sekil 30. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HCT-116 ve HT-29
hiicrelerindeki 24 saatlik TAS degeri grafigi.
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Sekil 31. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HCT-116 ve HT-29
hiicrelerindeki 24 saatlik OSI degeri grafigi.

Sekil 26°da goriildigi gibi HCT-116 hiicrelerinde Ganoderma lucidum mantari
ve cisplatin grubunun 24 saatlik TOS degerleri kontrole gore daha yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica HT-29 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla Ganoderma
lucidum mantar1 uygulanan grupta TOS degeri diisiik seyrederken, cisplatin uygulanan

grubun TOS degeri beklenildigi gibi kontrolden yiiksek oldugu kaydedilmistir.

HCT-116 hiicrelerinde Ganoderma lucidum mantari ve cisplatin gruplarinin 24
saatlik TAS degerleri kontrole kiyasla istatistiksel agidan anlamsizdir. Bunun aksine
HT-29 hiicrelerinde kontrole gére Ganoderma lucidum ekstrakti uygulanan grup da 24
saatlik TAS degerinde diisiis gozlemlenmistir, ancak yine de en ¢ok diisiis cisplatin

uygulanan grupda kaydedilmistir (sekil 27).

HT-116 hiicrelerinde Ganoderma lucidum mantart ve cisplatin gruplarinin 24
saatlik OSI degerleri kontrole gdre nispeten daha yiiksek bulunmustur. Ancak HT-29
hiicrelerinde OSI degeri agisindan Ganoderma lucidum ile kontrol grubu ayn1 seviyede

iken, cisplatin grubunda 6nemli 6lgiide artis goziikmektedir (sekil 28).
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Sekil 32. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HCT-116 ve HT-29
hiicrelerindeki 48 saatlik TOS degeri grafigi.
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Sekil 33. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HCT-116 ve HT-29
hiicrelerindeki 48 saatlik TAS degeri grafigi.
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Sekil 34. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HCT-116 ve HT-29
hiicrelerindeki 48 saatlik OSI degeri grafigi.

HCT-166 ve HT-29 hiicrelerinde 48 saatlik uygulamalar sonucunda TOS
seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Elde edilen bulgulara hem cisplatin hem de Ganoderma
lucidum’a ait TOS seviyeleri kontole nazaran minimal diizeyde artis gostermistir (Sekil
29).

HCT-166 hiicrelerinde kontrole gore hem cisplatinde hem de Ganoderma
lucidum gruplarinda 48 saatlik TAS seviyelerinde diigiisiin oldugu gozlemlenmistir.
Bununla birlikte HT-29 hiicrelerinde 48 saatlik TAS ol¢timleri sonucunda kontrol
grubuna kiyasla Ganoderma lucidum grubunda TAS seviyesinde diisiis gbzlenmis,
cisplatin grubunda ise TAS seviyesinde bir fark goriilmemistir (sekil 30)

HCT-166 ve HT-29 hiicrelerinde kontrol grubuna oranla hem cisplatin hem de
Ganoderma lucidum mantar grubunda 48 saat OSI seviyelerinde artis gézlenmektedir.
Fakat Ganoderma lucidum mantar grubu, cisplatin grubuna oranla daha fazla artis

gerceklesmistir (sekil 31).
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Sekil 35. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HCT-116 ve HT-29
hiicrelerindeki 72 saatlik TOS degeri grafigi.
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Sekil 36. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HCT-116 ve HT-29
hiicrelerindeki 72 saatlik TAS degeri grafigi.
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Sekil 37. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HCT-116 ve HT-29
hiicrelerindeki 72 saatlik OSI degeri grafigi.

HTC-116 ve HT-29 hiicrelerinde kontrol grubuna oranla Ganoderma lucidum ve

cisplatin gruplarinda 72 saatlik TOS seviyesinde yiikselme goriilmistiir (sekil 32).

HCT-116 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla Ganoderma lucidum ve cisplatin
gruplarinda 72 saatlik TAS seviyelerinde herhangi bir degisim gézlenmemistir. Bunun
aksine HT-29 hiicrelerinde kontrol grubuna oranla Ganoderma lucidum ve cisplatin

gruplarinda 72 saatlik TAS seviyesinde azalma gozlenmistir (sekil 33).

HCT-116 hiicrelerinde kontrol grubuna oranla Ganoderma lucidum ve cisplatin
gruplarinda 72 saatlik OS] seviyesinde az miktarda artis olmustur. Bununla birlikte HT-
29 hiicrelerinde kontrol grubuna oranla Ganoderma lucidum ve cisplatin gruplarinda 72

saatlik OSI seviyesinde yiikselme gozlemlenmistir (sekil 34).
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4.5. NRF-2 Bulgulari
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Sekil 38. NRF-2 kit standart konsantrasyon grafigi.
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Sekil 39. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HCT-116 ve HT-29
hiicrelerindeki 24 saatlik NRF-2 grafigi.*(HT-29 degerleri seyreltme faktorii 10x’dir).
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Sekil 40. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HCT-116 ve HT-29
hiicrelerindeki 48 saatlik NRF-2 grafigi.*(HT-29 degerleri seyreltme faktorii 10x’dir).
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Sekil 41. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HCT-116 ve HT-29
hiicrelerindeki 72 saatlik NRF-2 grafigi.

Elde edilen bulgulara gore Ganoderma lucidum uygulanmig HT-29 hiicre
hattinda 24, 48 ve 72 saatlik, HCT-116 hiicre hattinda ise 48 ve 72 saatlik NRF-2
degerleri kontrole gore anlamli bir sekilde azalmistir. Fakat HCT-116 hiicre hattinin 24
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saatlik NRF-2 ol¢iimleri incelendiginde Ganoderma lucidum a ait degerlerin kontrole

gore artig gosterdigi goriilmiistiir.
4.6. Koloni Olusturma Bulgular:

Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HT-29 ve HCT-116

kolorektal kanser hiicrelerinde koloni olusumu gozlemlendi.
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Sekil 42. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HCT-116 ve HT-29
hiicrelerindeki 21 giinliik koloni olugum grafigi.

Kontrol GL Cipslatin

Sekil 43. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HCT-116 hiicresindeki

21 giinliik koloni olugum resmi.
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Kontrol GL Cipslatin

S ONTTA

Sekil 44. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HT-29 hiicresindeki 21

giinliik koloni olusum resmi.

Elde edilen bulgulara gore kontrol grubu ile karsilastirildiginda Ganoderma
lucidum mantar ekstraktt HCT-116 ve HT-29 hiicre hattinda koloni olusumunu
onlemistir. Cisplatin grubu ise hem kontrole hem de Ganoderma luciduma goére koloni

olusumunu istatistiksel agidan anlamli diizeyde diisiirmiistiir.
4.7. Hiicre Gogii Bulgulan

Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HT-29 ve HCT-116

kolorektal kanser hiicrelerinde hiicre gogii olusumu gézlemlendi.

Elde edilen sonuglara gore, hem HT-29 hem de HCT-116 hiicre hatlarina
uygulanan cisplatin kontrol grubuna gore 24, 48 ve72 saatte istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde hiicre gogiinii azaltmistir. Ganoderma lucidum ise hem HT-29 hem de HCT-
116 hiicre hatlarinda uygulanan Ganoderma lucidum ekstrakti kontrol grubuna gore 48
saatte istatistiksel olarak anlamli bir sekilde hiicre gogiinii azaltmistir. Ancak 24 ve 72
saatte Ganoderma lucidum ekstrakti konrol grubuna gore hiicre gogii istatistiksel olarak

anlaml1 bir sonu¢ bulunamamuistir.
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Sekil 45. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HCT-116 hiicresindeki

hiicre gocii.
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Sekil 46. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HT-29 hiicresindeki

hiicre gocii.
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Sekil 47. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HCT-116 hiicresindeki

hiicre gogti grafigi (Seri 1: Kontrol, Seri 2: Ganoderma lucidum, Seri 3: Cisplatin).
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Sekil 48. Ganoderma lucidum ve cisplatin ile muamele edilmis HT-29 hiicresindeki
hiicre gogt grafigi (Seri 1: Kontrol, Seri 2: Ganoderma lucidum, Seri 3: Cisplatin).
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5. TARTISMA VE SONUC

Mantarlar genel olarak saglikli bir gida kaynagi olarak bilinir ve diinyada ¢ogu
tilkelerde yaygin olarak tiiketilir. Mantarlar, riboflavin, niasin, D vitamini, lif, selenyum,
potasyum ve biyoaktif bilesikler dahil olmak iizere bircok Onemli besin igerir
(Chatterjee ve Patel, 2006). Laboratuvar g¢alismalari, mantar ve mantar Ozlerinin
antikarsinojenik ve immiinomodiilatér Ozelliklere sahip olduguna dair bazi kanitlar
gostermistir (Roupas ve ark., 2012). Ancak, mantar alimi ile kanser riski arasindaki
iliskiyi degerlendiren insan ¢alismalar1 azdir (Li ve ark., 2014). Modern tibbi ¢alismalar,
Ganoderma lucidum mantarin antiinflamatuvar, antioksidan, anti-glisemik, anti-iilser,
anti-kanser ve immiin sistemi uyarici etkiler dahil olmak iizere genis bir biyoaktiviteye
sahip oldugunu gostermistir (Yuen, 2008). Ozellikle kanser ve diyabet icin alternatif bir
adjuvan tedavi olarak kabul edilmistir (Ma, 2015). Ganoderma lucidum mantarinin
farkli konsantrasyona bagli bir sekilde insan kolon kanseri hiicrelerinde (HCT-116 ve
SW 480) hiicre canliligin1 azalttigi bulunmustur (Liang ve ark., 2014). Ganoderma
lucidum,  glikoproteinler,  polisakkaritler,  triterpenoidler, = meroterpenoidler,
seskiterpenoidler, steroidler, alkaloidler, benzopiran tiirevleri ve benzoik asit tiirevleri

gibi ¢ok ¢esitli bilesenler igerir (Baby ve ark., 2015).

Kot huylu tiimorlerin 6zelliklerinden biri olan kanser metastazi, ¢cogu kanser
hastasinda birincil 6liim nedenidir. Tiimdr hiicre gé¢li metastaz i¢in bir 6n kosuldur
(Mehlen ve Puisieux, 2006). Bu nedenle, tiimor hiicresi hareketliliginin hedeflenmesi,

kanser tedavisinde biiylik ilgi gormiistiir.

Bu ¢alismada Ganoderma lucidum mantar ekstraktinin anti kanser 6zellige sahip
olup olmadigi HT-29 ve HCT-116 KRK hiicre hatlar1 tizerinde MTT yontemiyle test
edildi. MTT deney uygulamasinda elde edilen sonuglara gore Ganoderma lucidum
mantar ekstraktinin zamana ve doza bagh olarak HT-29 ve HCT-116 KRK hiicre
hatlarinda sitotoksik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Bunun ile birlikte
kemoterapik bir ila¢ olarak kullanilan cisplatin maddesinin de KRK hiicre hatlar
izerinde zamana ve doza bagimli olarak MTT yontemi ile sitotoksisite testi yapildi.

Yapilan sitotoksisite testleri sonucunda hem Ganoderma lucidum hem de cisplatinin
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ICs0 degeri hesaplanmistir ve elde edilen ICsy sonuglart Tablo 1° de gosterilmistir.

Sitotoksite testlerinde elde edilen 1Cs degeri baz alinarak galismalara devam edildi.

Daha 6nceki ¢alismalar ile bu calismada elde edilen sonuglar bu ¢alismadaki
sonucglar1 destekler niteliktedir. HCT-116 hiicre hattinda Ganoderma lucidum
ekstraktinin in vitro tiimor hiicresi hareketliligini, invazyonunu ve in vivo timor
metastazini inhibe edebilecegini gostermistir (Liang ve ark., 2014). Hem HCT-116 hem
de HT-29 hiicrelerinin canlilifi zamana ve doza bagimli olarak Ganoderma lucidum ile
muamele sonucunda %80 oraninda bastirilmistir. Ganoderma lucidum mantar
ekstraktinin KRK hiicre hatlarinda siklin D1 ekspresyonunu asagi yone dogru, p53
ekspresyonunu yukart yone dogru regiile ederek G1 fazinda hiicre dongiisiini

tutuklanmasini indiikleyebilecegi tespit edilmistir (Xiuli ve ark., 2016).

Bu c¢alismada DNA Ladder Kit kullanilarak Ganoderma lucidum mantar
ekstraktinin ve cisplatin maddesinin ICso dozu HT-29 ve HCT-116 KRK hiicre hatlarina
uygulanarak 24, 48 ve 72 saatlik DNA hasar1 incelendi. Elde edilen sonuglara gore 24,
48 ve 72 saatlik HCT-116 hiicre hattinda cisplatin kontrol grubuna gore etkili bir sekilde
asagiya dogru bantlanma gézlemlenmistir. Fakat Ganoderma lucidum kontrol grubuna
gore belirgin bir fark gozlenememistir. HT-29 hiicre hattinda ise 24 ve 72 saatlik
Ganoderma lucidum ve cisplatin uygulamasi sonucunda, cisplatin kontrol grubuna gore
asagl yonde belirgin bir sekilde bantlanma goziikiirken Ganoderma lucidum kontrol

grubuna gore belirli bir fark olusturmamastir.

Cesitli metabolik islemlerin yan iriinleri olarak iretilen serbest radikaller ve
reaktif oksijen tiirleri, oksidasyon siiregleri ile hiicrelere ciddi sekilde zarar verebilir.
Serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin uzun siireli varlig1 yaslanmay1 ve yasla
iligkili sayisiz hastaligi hizlandirir (Bishop KS ve ark., 2015). Oksidatif stres, kanser
gelisiminde Onemli bir rol oynar. Kanserin baslamasi, nokta mutasyonlar1 veya
kromozomal anormallikler gibi DNA'daki degisikliklerle karakterizedir (Bakhoum ve
Compton, 2012). Artmis seviyelerde oksidatif stres DNA lezyonlarinin birgok kanserin

etiyolojisinde rol oynadig1 gosterilmistir (Sosa ve ark., 2013).

Bu ¢aligmada Rel Assay TAS ve TOS kitleri kullanilarak Ganoderma lucidum
mantar ekstraktinin ve cisplatin maddesinin 1Cso dozu HT-29 ve HCT-116 KRK hiicre
hatlarina uygulanarak 24, 48 ve 72 saatlik oksidatif stres olgtimii yapildi. Elde edilen
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sonuglara gore, Ganoderma lucidum ve cisplatin grubunun kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlaml bir fark olusturdugu gézlemlenmemistir.

NRF-2 deneyinde eliza kiti kullanilarak Ganoderma lucidum mantar ekstraktinin
ve cisplatin maddesinin ICsy dozu HT-29 ve HCT-116 KRK hiicre hatlarina
uygulanarak 24, 48 ve 72 saatlik NRF-2 seviyesi belirlendi. Elde edilen sonuglara gére
hem HCT-116 hem de HT-29 KRK hiicre hattinda kontrol grubuna gére Ganoderma
lucidum ve cisplatin kontrol grubuna goére NRF-2 seviyesini anlamli bir sekilde
azaltmistir. Bu nedenle bu c¢alismada cisplatin ve Ganoderma lucidum uygulanmis
hiicrelerde NRF-2 seviyesinin diisiik olmasi dikkate alindiginda, bu maddelerin kanserli
hiicrelerde NRF-2 adaptasyonunu kirdig1 varsayilabilir. Elde edilen bu sonuglar

sitotoksisite testi sonuglari ile paralellik gostermektedir.

Koloni olusumu deneyinde Ganoderma lucidum ve cisplatin maddesinin 1Cs
dozu belirli sayidaki HT-29 ve HCT-116 KRK hiicre hatlarina uygulanarak 21 giinliik
koloni sayilari tespit edildi. Deney sonuglarina gore kontrol grubu Ganoderma lucidum
ve cisplati’nin maddesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde koloni olusumunu
engelledigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda cisplatin maddesinin Ganoderma lucidum
mantar ekstraktina gore de istatistiksel olarak anlamli derecede koloni olusumunu
onledigi gorilmiistiir. Yapilan sitotoksisite testi ve NRF-2 eliza testi sonuglari ile

benzerlik gostermektedir.

Hiicre gocli (Scratch assay) testinde Ganoderma lucidum ve cisplatin
maddesinin ICso dozu kullanildi ve 24, 48 ve 72 saatlik hiicre go¢ii oranlari tespit edildi.
Elde edilen sonuclara cisplatin madesinin kontrol grubuna goére hiicre gociinii
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltmistir. Fakat Ganoderma lucidum mantar

ekstrakt1 kontrol grubuna gore hiicre gocii istatistiksel olarak anlamli degildir.

Sonu¢ olarak, bu tez ¢alismasinda Ganoderma lucidum mantar ekstraktinin
kanser tedavisinde alternatif bir yontem ya da kemoterapik bir ilag olup olamayacagi
potansiyeli arastirilmistir. Bu hipotez ile gerceklestirilen deneylerde, kullanilan mantar
ekstraktlarinin  1Csp degerlendirmesi sonucunda Ganoderma lucidum ekstraktinin
sitotoksik etkisi diger mantar ekstraktlarina gore yiiksek bulunmustur. Ganoderma
lucidum uygulamasi sonucu NRF-2 seviyesinin diisiik ¢ikmasi, bu mantar hiicrelerin

oksidatif strese kars1 antioksidan savunma adaptasyonunu zayiflattigin1 gostermektedir.
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Bagka bir deyisle Ganoderma lucidum ekstraktt NRF-2 seviyesini diisiirerek hiicresel
oksidan miktarin1 arttirmistir. Ayrica oksidatif stres analizlerindeki OSI degerinin
dalgalanma goOstermesi sitotoksik etkinin yiliksek ¢ikmasin1 desteklemektedir.
Ganoderma lucidum ekstraktinin sitotoksik ve antiproliferatif etkiye sahip oldugu

bulunmustur.

Calismadan elde edilen veriler genel olarak Ganoderma lucidum ekstraktinin
sitotoksik ve antiproliferatif etkiye sahip olduguna isaret etmektedir. Bu veriler
litaratiire katki saglayacaktir. Yine de Ganoderma lucidum mantar ekstraktinin anti-
kanserojenik etkilerinin tam ortaya ¢ikarilmasi, bu ¢alismadan elde edilen verilerin
desteklenmesi icin gelecekte hem in vivo hem de in vitro ortamlarda yapilan

calismalarin gergeklesmesi gerekmektedir.
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