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Oz: Kanser, insan saghg icin en blyik tehditlerden birini olugturmaktadir. ilag direncinin
kanser tedavisindeki temel sorunlardan biri oldugu dustnuldiaginde, dogal bilesiklerin kanser
hicreleri Uzerindeki etkilerine yonelik galismalar hizla artmaktadir. Yenilebilir mantarlar besin
degerleri bakimindan zengin olmalari nedeniyle fonksiyonel ve saglkh gida kaynagi olarak
degerlendiriimektedir. Yapilan c¢alismalarda antikanser, anti-inflamatuvar, antioksidan ve
antimikrobiyal etkiye sahip olduklari tespit edilmistir. Ulkemizin birgok bdlgesi ve Elazi§ ilinde
dogal olarak yetisen Tricholoma fracticum (Britzelm.) Kreisel besin olarak tiketilen yenilebilir bir
mantardir. Bu galismada T. fracticum’un farkl konsantrasyonlardaki (1000ug/mL, 500 ug/mL, 250
pg/mL, 125 pg/mL ve 62.5 pg/mL) metanol ekstresinin 24 ve 48 saatte Hep3B hicrelerine karsi
sitotoksik etkisinin belirlenmesi amacglanmistir. Sitotoksik etkinin tespit edilmesi ic¢in 3-
(4,5dimetiltiazol-2-iyl)-2,5-difenil tetrazolyum bromur (MTT) ydntemi kullaniimigtir. Elde edilen
sonuglarda T. fracticum’un metanol ekstresi 1000 pg/mL konsantrasyonda 24. (%1.97+0.65) ve
48. saatte (%0.61+0.27) dnemli sitotoksik etki gostermistir. Mantarin metanol ektresinin Hep3B
hicre hattina karsi 24. saatte ICso degerinin ise 166.76+7.65 pyg/mL ve 48. saatte 134.38+5.45
pg/mL olarak hesaplanmistir. T. fracticum ekstresinin Hep3B hiicre hattina karsi elde edilen
sitotoksik sonuglarinin dnemli olabilecedini ve Tricholoma tirleri arasinda daha az galisilan bu
tiriin daha fazla galigsiimasi gerektigini ve literatiire kazandiriimasi gerektigini disinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Tricholomataceae, Tricholoma fracticum, Tibbi Mantar, Hep3B insan
hepatomu, Sitotoksik etki, MTT

Cytotoxic Effect of Tricholoma fracticum Extract on Hep3B Cells

Abstract: Cancer constitutes one of the greatest threats to human health. Considering that
drug resistance is one of the main problems in cancer treatment, studies on the effects of natural
compounds on cancer cells are increasing rapidly. Edible mushrooms are considered as a
functional and healthy food source because they are rich in nutritional values. Studies have shown
that they have anticancer, anti-inflammatory, antioxidant, and antimicrobial effects. Tricholoma
fracticum (Britzelm.) Kreisel, which grows naturally in many regions of our country and in the
province of Elazi§, is an edible mushroom consumed as food. In this study, it was aimed to
determine the cytotoxic effect of methanol extract of T. fracticum at different concentrations
(2000pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL and 62.5 pg/mL) against Hep3B cells at 24 and
48 hours. 3-(4,5dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) method was used
to determine the cytotoxic effect. In the results obtained, the methanol extract of T. fracticum
showed a significant cytotoxic effect at a concentration of 1000 pg/mL at the 24th (1.97+£0.65%)
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and 48th hour (0.61+0.27%). The ICso value of the methanol extract of the fungus against the
Hep3B cell line was calculated as 166.76+7.65 pug/mL at 24 hours and 134.38+5.45 ug/mL at 48
hours. We think that the cytotoxic results of T. fracticum extract against Hep3B cell line may be
important and this species, which is less studied among Tricholoma species, should be studied

more and brought to the literatire.

Keywords: Tricholomataceae, Tricholoma fracticum, Medicinal mushroom, Hep3B human

hepatoma, Cytotoxic effect, MTT

Giris

Kanser cesitli c¢evresel faktorler ve genetik
etmenler sonucunda hicrelerin kontrolsiiz sekilde
¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikan ciddi bir saglik sorunudur
(Yilmaz and Ozer, 2022). Siirekli devam eden enfeksiyon
veya iltihaplanmalarin, sagliksiz beslenme
aligkanliklarinin, radyasyona maruz kalmanin ve toksin
aliminin bu hastaligin gelisimine ve ilerlemesine katkida
bulundugu bilinmektedir (Maiuolo ve ark., 2021).
Karaciger kanseri son yillarda kansere bagl olimler
arasinda Uglincu sirada yer almaktadir (Liu ve ark.,
2023). Karaciger kanseri veya hepatoseliler karsinom,
agresif bir tumoérdur ve damarlanma bakimindan zengin
bir aga sahip olmasi, agresif blyime potansiyeli,
metastaz sikliginin fazla olmasindan dolay hastalardaki
sag kalim oranlari oldukga dusuktur (Cinar ve ark., 2020).
Karaciger kanserine neden olan risk faktorleri icerisinde
hepatit B virlsit, hepatit C virlisli, yagh karaciger
hastalidi, alkole bagh siroz, sigara, obezite, diyabet, asiri
demir yuklenmesi ve cesitli diyet uygulamalari yer
almaktadir (Center and Jemal, 2011; Anwanwan ve ark.,
2020). Hastaligin tedavisinde cerrahi yontemler ve
kemoterapétik ilaglar  kullaniimaktadir ancak bu
tedavilerde hastaliyin yeniden niks etmesi, ila¢ direnci,
hepatotoksisite ve diger yan etkileri g6z &nine
alindiginda alternatif tedavi yodntemleri gelistirmek
oldukca 6nemlidir (Zhou ve ark., 2016).

Diyetle alinan bazi dogal besinlerin ve bunlarin
biyoaktif bilesenlerinin kanser hicrelerini inhibe ettigi,
metastazini  6nledigi, apoptozu ve hicre donguleri
Uzerinde etkili oldugu ve tumor hicrelerini radyorerapi ve
kemoterapiye duyarli hale getirdigi ¢esitli mekanizmalara
sahip olduklari bilinmektedir (Li ve ark., 2017). Bu
nedenle son yillarda dogal Urunlerin antikanser
aktivitelerine  yonelik c¢alismalar hiz  kazanmistir.
Mantarlar karbonhidrat, protein, amino asit, seker, seker
alkoller, vitamin, doymamis yag asidi ve mineral madde
icerigi bakimindan zengindir ve ayni zamanda, yagd ve
diyet lif orani agisindan disuk olmasi nedeniyle diyette
aranan besinler arasinda yer almaktadirlar (Oztirk ve
Atilla, 2021). Mantarlardan elde edilen ekstrelerin veya
iceriklerinde bulunan bazi bilesenlerin antikanser,
antioksidan, antitiimar, antiviral, antibakteriyel, antifungal,
antienflamatuar ve immuinomodulator aktivitelere sahip

oldugu bilinmektedir (Tel ve ark., 2012; Akylz ve ark.,
2023).

Ulkemizde halk tarafindan toplanip tiiketilen pek
¢ok yenilebilir mantar tiri vardir. Bunlardan Tricholoma
tarleri toplayici ve tuketicilerin ilgisini gekmelerinin yani
sira arastirmacilar biyolojik ézellikleri tGizerine galismalar
yapmaktadirlar (Tel ve ark., 2012). Bu turler
diterpenoidler triterpenoidler steroidler fenolik
monoterpenoidler ve meroterpenoidler ve bazi indol
tirevleri gibi biyolojik aktivitelere sahip bilesenler
icermektedirler (Garlaschelli ve ark., 1994; Ohnuma ve
ark., 2000; Tsukamoto ve ark., 2003; Yoshikawa ve ark.,
2004; Sakai ve ark., 2005; Zhang ve ark., 2009).
Halkalikarakiz mantari olarak bilinen Tricholoma
fracticum (Britzelm.) Kreisel Tricholomataceae
familyasindan Tricholoma cinsine aittir (Sesli ve ark.,
2020). Genellikle ¢am ormanlarinda Pinus turleri ile
simbiyotik yasarlar. Ulkemizde Mugla, Denizli, izmir,
Afyon, Antalya, Konya, Samsun, Bursa, Artvin,
Canakkale, Erzurum, Eskisehir, Elazi§ bdlgelerinde
bulunmaktadir (Solak ve ark., 2007). Tur, Elazi§g halki
tarafindan tikeltiimekte ve hatta semt pazarlarinda satisa
sunulmaktadir. Bu tdrin toplam fenol ve flavanoid
icerikleri, fitokimyasal igerikleri ve ugucu bilesenlere sahip
oldugu ve bunun yani sira antioksidan, antimikrobiyal,
antikanser,  immunomodulatér  etkilerinin  oldugu
bilinmektedir (Yamac ve Bilgili, 2006; Malheiro ve ark.,
2013; Erol ve ark., 2018;).

Bu calismada T. fracticum’un metanol ekstrelerinin
Hep3B insan hepatomu hiicre hattina karsi farkli
konsantrasyonlardaki sitotoksik etkisinin belirlenmesi
amaclanmistir.

Materyal ve Metot

Ornegin Toplanmasi, Teshisi ve Oziit Eldesi

T. fracticum ornekleri 2022 yilinda Hankendi
Elazig'dan toplanmistir. Makroskobik ve mikroskobik
calismalardan sonra Firat Universitesi Prof. Dr. Sevda
KIRBAG tarafindan tanimlamasi yapilmistir (Erol, 2018).
Daha sonra 6rnek kurutulup toz haline getirilerek 30 gr
tartilmistir. Orneklere 160 mL %96 metanol (MetOH) ilave
edilerek soxhlet cihazinda 6zitleme islemi yapilmigtir.
Daha sonra rotary evaporator kullanilarak ézitlerin icinde
kalan alkol 40°C‘de uzaklastinimistir.
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Sitotoksik Aktivite

Calismada Kullanilan Hiicrenin Temin Edilmesi

Bu calismada karaciger kanser hicre hatti Hep3B
Aydin Adnan Menderes Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Bolimii égretim (iyesi Dog. Dr. Tiilay CELIK'den
temin edilmigtir.

Hiicre Hatti

-80 °C’de muhafaza edilen hiicre calisma
Oncesinde ¢ozdurilerek besiyeri (%10 FBS, %1 penisilin-
streptomisin ve %21 L-glutamin iceren DMEM) icerisine
alinarak %5 CO, ortamda inkibe edilmistir.

MTT Testi

T. fracticum’'un MetOH ekstraktlarinin anti-kanser
etkisi MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolyum bromir) assay yontemi ile tespit
edilmistir. 25 cm?'ik flasklarda biyitilen Hep3B hiicreleri
konfluent olduktan sonra ortam, 2 mL sterii PBS
solusyonu ile yikanmistir. Daha sonra flask icine 1 mL
Tripsin-EDTA eklenmis ve %5 CO:2 inkibatorinde
37°C'de 2 dakika inkube edilmigtir. Hucreler yluzeyden
uzaklastirildiktan sonra 5 mL besiyeri ortama eklenerek
Tripsin-EDTA inaktive edilmistir. Hucreler flasktan
alinarak 15 mL falkon iginde 800 rpm'de 10 dakika
santrifijlenmistir. Stpernatant atilmis ve pelet yeni bir
ortamda ¢ozilmugstir. Daha sonra hiicreler sayildi 96
oyuklu (her kuyucukta 10x10% hicre) kiltir plaklarina
100pL ilave edilmigtir. %5 CO2 inkubat6rinde 37°C'de 24
saat inklbe edilmigtir. inkiibasyondan sonra farkli

Hep-3B
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konsantrasyonlardaki (1000pg/mL, 500ug/mL,
250ug/mL,  125ug/mL  ve  62,5ug/mL) metanol

ekstraktlarindan 100 pL eklenerek 37°C'de %5 CO:li
ortamda 24 ve 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda PBS iginde hazirlanan 20 yL MTT sollisyonu
eklenmis ve 4 saatlik inkibasyonun sonunda hicrelerde
olusan renk siddeti spektrofotometrede (Thermo
Scientific, Amerika) 570 nm dalga boyunda absorbans
olcumleri yapilmistir. Pozitif kontrol olarak sispilatin (12.0
pg/ml) kullaniimistir (Mossman, 1983).

Bulgular

Elde edilen sonucglarda T. fracticum’'un metanol
ekstresi 24. saatte 62,5ug/mL konsantrasyonda hiicre
canlihgr %86.58, 125ug/mL konsantrasyonda hiicre
canlihgr %68.65, 250ug/mL konsantrasyonda hiicre
canhhdr %60.98, 500ug/mL konsantrasyonda hicrenin
canhhdr %41.57 ve 1000ug/mL konsantrasyonda
hicrenin canlihdr %1.97 olarak tespit edilmistir. T.
fracticum’un metanol ekstresinin  48. saatte ayni
konsantrasyonlarda hiicre canlihigi sirasiyla %61.01,
%58.31, %54.10, %33.96 ve %0.61 olarak belirlenmistir
(Sekil 1). T. fracticum’'un metanol ekstresinin 24. saatte
ICso deg@eri 166.76 pg/mL olarak tespit edilirken 48. saatte
ICso deg@eri 134.38 pg/mL olarak tespit edilmistir (Tablo 1).
Metanol ekstraktinin 48. saatte 24. saate kiyasla daha
sitotoksik oldugu bulunmusgtur.

B ‘4 saat
= 48 saat

Sekil 1. T. fracticum'un metanol ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin 24. ve 48. saatte Hep-3B hicrelerine

karsi sitotoksik etkisi (%)
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Tablo 1. T. fracticum’un metanol ekstrelerinin Hep 3B insan hepatomu hiicre hattina karsi 24 ve 48. saatteki ICso

degerleri (ug/mL)

ICso degeri (ug/mL)

T. fracticum-24.saat
T. fracticum-48.saat

166.76+7.65
134.38+5.45

Tartisma

Literatir c¢alismalarinda Tricholoma tirlerinden
triterpenoidler, polisakkaritler 6zellikle son yillarda
silfatlanmis polisakkaritler ve bazi bilesenlerin antikanser
etkinlikleri arastirilmistir (Wang ve ark., 1995; Li ve ark.,
2016; Shi ve ark., 2021;). Tricholoma pardinum’dan izole
edilen triterpenoidlerin MCF-7 ve Hela hicrelerine karsi
IC50 degerleri sirasiyla 4.7 yM ve 9.7 yM olarak
bildirilmistir ve bu ekstrelerin 6nemli sitotoksik etki
gOsterdigi rapor edilmistir (Shi ve ark., 2021). Farkli bir
¢alismada Tricholoma sp.’nin misellerinden elde edilen
polisakkarit-peptit kompleksi farelerdeki sarcoma 180
timor buyumesini inhibe ettigi tespit edilmistir (Wang ve
ark., 1995). Tricholoma anatolicum’'un etanol 6zinin
ilaca direncli meme kanseri hicreleri Uzerinde etkili
oldugu rapor edilmistir (Dodan ve ark., 2020). T.
equestre’den izole edilen flavomannin-6,6'-dimetileterin
Caco-2 hucrelerine kargi 24 ve 48 saatteki ICso degerleri
sirasiyla 96 £ 3 and 78 £ 7 pg/mL olarak bildirilmistir
(Pachon-Pena ve ark., 2009). Tricholoma lobayense’'den
izole edilen polisakkaritlerin stlfatlanmis formlari insan
servikal karsinom huicre hatti (ICso: 216,7 ug/mL) ve insan
meme kanseri hiicre hattina karsi (ICso: 233,9 ug/mL)
onemli sitotoksik etki gosterdigi rapor edilmistir (Li ve ark.,
2016). Sadi ve arkadaslari (2015) yaptiklari bir calismada
T. fracticum’un aseton, kloroform, metanol ve su 6zlerinin
HepG2 hicrelerine kargi ICso de@erleri 3.85-51.98 mg/mL
olarak rapor etmistir (Sadi ve ark., 2015). Elde edilen
sonuglar literatlr galismalari ile kiyaslandiginda sonuglar

mantar tlrine, mantarin toplandidi vyere, icerdigi
bilesenlere bagl olarak degiskenlikler gdstermektedir.

T. fracticum’un metanol ekstresinin konsantrasyon
arttikga ve zamana bagl olarak hiicre canliligini azalttig
gorulmektedir. Kanser vakalarinin son yillarda daha fazla
artis gosterdigi ve kemoterapinin de yan etkileri g6z
o6nlne alindidinda dogal besinlere olan ihtiyag gin
gectikge artmaktadir. Bu nedenle T. fracticum tlrinin
iceriklerinin ve bunlarin ekstrelerinin daha fazla
calisiimasi ve literatlre kazandirilmasi gerekmektedir.
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