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ÖZ
Genel Bilgi: Mantarların tıbbi amaçlı olarak kullanım-larının geçmişi Asya bölgesi için oldukça eskiye dayan-maktadır ve son zamanlarda Batı’da kullanımları Kabulgörmektedir. Makro mantarlardan izole edilen bile-şenlerin veya ekstrelerin antimikrobiyal, anti-viral,antitümör, anti-alerjik, immünomodülatör, anti-enflamatuar, anti-aterojenik, hipoglisemik ve hepato-protektif etki gibi çeşitli biyolojik aktivitelerinin olduğubildirilmiştir.
Amaç: Bu çalışmada, Clitocybe geotropa (Bull.)Quél.’den elde edilen etanol ve metanol ekstrelerininmeme kanseri hücreleri üzerine etkinliği araştırılmıştır.
Yöntem: Bu çalışmada mantar ekstrelerinin verimi,belli ağırlıktaki kuru materyalden elde edilen etanolekstresinin (% 28,2) ve metanol ekstresinin (% 30,6)ağırlıklarına göre g/100g olarak ifade edilerek belirlen-miştir. Ekstrelerin sitotoksik etkileri Trypan Blue anal-iziyle belirlenmiştir.
Bulgular: Etanol ve metanol ekstrelerinin total fenolikiçeriği sırasıyla 217,15±0,02 ve 138,39±0,01; total fla-vanoit içeriği 152,28±0,03 ve 111,95±0,02 mgCE/golarak ölçülmüştür. C. geotropa için 50–400 µg/mLkonsantrasyon değerlerindeki metanol ekstrelerininMDA-MB-231 hücre hattı üzerinde sitotoksik etkisigözlenmezken, etanol ekstresi % 51,5; 400 μg/ml, %17,9; 200 μg/ml, % 6,6; 100 μg/ml uygulanan konsan-trasyonlarda anlamlı düzeyde sitotoksik etki göstermi-ştir.
Sonuç: Clitocybe geotropa MDA-MB-231 hücre hattıüzerinde etkili antikanser ajan olarak kullanılma potan-siyeline sahip bir mantar türüdür.
Anahtar Kelimeler: C. geotropa, toplam fenolik, toplamflavanoit, sitotoksite

ABSTRACT
Background: The medical use of mushrooms has a verylong tradition in Asia and is nowadays becoming moreaccepted in the West. It is reported that the extracts orisolated constituents from macrofungi have biologicalactivities such as antimicrobial, anti-viral, anti-tumour,anti-allergic, immunomodulating, anti-inflammatory,antiatherogenic, hypoglycaemic and hepatoprotectiveactivities.
Objective: In this study, cytotoxic activity of ethanolextracts (EE) and methanol (ME) of Clitocybe geotropaon MDA-MB-231 cell line were investigated.
Method: The yield of mushroom extracts was calcu-lated for EE and ME 30.6% and 28.2%, respectively.Cytotoxic effects of the extracts were determined byTrypan Blue assay.
Results: The total phenolic contents of EE and ME were217.15±0.02, 138.39±0.01; total flavonoid contents152.28±0.03, 111.95±0.02 mgCE/g, respectively. TheME of mushroom’s 50–400 µg/mL concentrations didnot show any cytotoxic effect in MDA-MB-231 cell linewhile the EE of C. geotropa % 51,5; 400 μg/ml, % 17,9;200 μg/ml, % 6,6; 100 μg/ml had cytotoxicity.
Conclusion: The mushroom, Clitocybe geotropa, couldbe used as a potential anticancer agent for MDA-MB-231 cell line.
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GİRİŞKanser dünyada en sık rastlanılan sağlık problemlerin-den birisidir. Amerikan Kanser Topluluğu’nun 2015 yılıistatistiksel verilerine göre Amerika’ da 1.658,000 yenikanser vakası saptanmış ve 589430 vakanın ölümlesonuçlanacağı tahmin edilmiştir (1). Yüksek ölüm oran-ına sahip kanser vakalarının tedavisi ve bu amaçla kul-lanılan terapötik özellikteki ürünlerin kullanımı sonzamanlarda oldukça önem kazanmış durumdadır.Konvansiyonel kanser tedavileri, kanserin vücutta bu-lunduğu bölgeye ve kanserin hangi evrede olduğunabağlı olarak cerrahi müdahale, kemoterapi ve radyo-terapi şeklinde olabilmektedir. Özellikle radyoterapi vekemoterapi başta olmak üzere bahsedilen tedavi türler-inde hastanın zarar görmesi, immün sisteminin zayıfla-ması gibi hasta sağlığını olumsuz yönde etkileyecek birçok yan etki ortaya çıkabilmektedir. Hastanın immünsisteminin idamesi ve güçlendirilmesini sağlamak ama-cıyla yaygın tedavi yöntemlerinin yanı sıra ilave alter-natif tedavilere de yer verilmektedir. Mantarlar alter-natif tedavi amaçlı kullanılabilecek ilaçların üretimi içinyüksek potansiyele sahiptir (2). Tıbbi mantarlarınterapötik amaçlı olarak kullanımı antik çağlardangünümüze kadar uzanmaktadır. Uzakdoğu ülkelerinde,kurutulmuş mantar materyalleri modern klinik uygu-lamalarda halen güvenle kullanılmaya devam edil-mektedir. Makromantarlar, antimikrobiyal, antioksidanve antikanser moleküller bakımından zengin doğal kay-naklardır (3).  Son yıllarda sahip oldukları terapötikpotansiyelden dolayı antikanser aktiviteli mantar tür-leri, kanser tedavisine yönelik çalışmalarda önem ka-zanmış durumdadır.Tıbbi mantarlar, immünomodülatör ve antikanser etkilibiyoaktif bileşikler içeren önemli doğal kaynaklardanbiridir. Bu biyoaktif bileşenler polisakkaritler, pro-teinler, lipitler gibi yüksek moleküler ağırlığa sahip bile-şikler yanında lektinler, laktonlar, terpenoidler, alka-loidler, steroller ve fenolik bileşikler gibi düşükmoleküler ağırlığa sahip molekülleri yapılarında barın-dırabilmektedir (4). Tıbbi mantarlardan izole edilenbiyoaktif moleküllerin kanser hücrelerine karşı immünsistemi stimüle eden biyolojik immünoterapötik ajanlarolarak kullanımıyla başarılı sonuçlar elde edilmiştir (5).Fenolik bileşikler, kanserin önlenmesi ile ilgili önemlibesin bileşenleri arasında yer almaktadır. Fenolik bile-şikler antioksidatif aktivitelerini; ksantin oksidaz, li-pooksijenaz ve siklooksijenaz gibi oksidatif enzimleriinhibe ederek, metal iyonları ile şelat oluşturarak, diğerantioksidanlar ile etkileşime girerek ve süperoksitanyonları, lipit peroksil radikalleri, hidroksil radikallerigibi serbest radikalleri yakalayarak göstermektedirler(6). Ayrıca birçok mantar türünün, antioksidan etkilipirokateşol ve kersetine eşdeğer miktarda toplam feno-lik ve fenolik grubu bileşik içerdiği bulunmuştur (7).Makromantarların birçoğu ikincil metabolit üretmelerive bu metabolitlerin terapötik ajan işlevselliği olmasıaçısından önemli olmalarının yanısıra hem gövde hemde miselleri antimikrobiyal ve antikanser aktiviteyesahip bileşikler içermektedir (2,8).Bu çalışmada, Clitocybe geotropa türü mantarların to-plam fenolik ve flavanoit içerikleri tespit edilmiş vememe kanseri MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde hücregelişimini engelleyen doğal ve yeni antikanser ajan olupolmadıklarının belirlenmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ
Araştırmada Kullanılan Makrofungus Örneği: Buaraştırmada kullanılan C. geotropa makrofungusu MuğlaKöyceğiz bölgesinden Muğla Sıtkı Koçman ÜniversitesiBiyoloji Bölümü Öğretim Üyesi Yrd. Doç. Dr. Hakan Allıtarafından toplanmış ve teşhis edilmiştir.
Makrofungus Örneklerinin Ekstraksiyonunda Kul-
lanılan Çözeltiler: %96 saflıktaki etanol ve metanolsarf malzemeleri Merck (Almanya) marka teminedilmiştir. Çözeltiler %70 lik olacak şekilde seyreltilerekkullanılmıştır. Bu aşamada kullanılan örnek maddeninçözücüye oranı 1:10 (mL. mg-1) olacak şekilde ayarlan-mıştır.
Fenolik İçerik ve Sitotoksite Tayininde Kullanılan
Çözeltiler ve Hücre: Alüminyum klorid hekzahidrat(AlCl3.6H2O), Kateşin, Na2CO3.H2O, Sodyum nitrit(NaNO2) Sigma, Folin-Ciocalteu reaktifi ve SodyumHidroksit (NaOH) tripan mavisi solüsyonu (SigmaChemical Company, St. Louis, MO, USA), Dulbecco’sModified Eagle’s Medium (DMEM), fetal bovine serum(Merck, Darmstadt, Germany) temin edilmiştir. DMEM’e penisilin 100 U/mL, streptomycin 100 µg/mL ve %10fetal bovine serumu Life Technologies (Paisley, Scot-land, U.K.) eklenmiştir. MDA-MB-231 hücre hattı Doç.Dr. Çağrı Şakalar (Erciyes Üniversitesi Genom ve KökHücre Merkezi, KAYSERİ)’ den temin edilmiştir.
YÖNTEM
Makrofungus Örneklerinin Ekstraksiyonu: Örnekleroda sıcaklığında kurutulup ezilerek toz hâline getirilmişve tartılarak balon jojeye alındıktan sonra, üzerlerineekstraksiyon çözücülerinden konularak, örneklerdenekstreler elde edilmiştir. Bu aşamada kullanılan örnekmaddenin çözücüye oranı 1:10 (mL.mg-1) olacak şekildeayarlanmıştır. 10 g’lık toz örnekler 100 mL çözüzü içer-isine 25° C ‘de 150 rpm’ de 24 saat manyetik karıştırı-cıda çalkalanmıştır. Karışım Whatman No: 4 kağıdındansüzüldükten sonra sıvı kısma 100 mL çözücü (%70)ilave edilerek işlem tekrarlanmıştır. Kombine edilmişekstre çözücüsü 37 °C’de evaporatörde uçurulduktansonra suda çözünen kısımlar dondurulup liyofilizatörde-48 °C’de vakum altında kurutulmuştur.
Toplam Fenol Miktar Tayini: Toplam fenolik içeriğiSingleton (9) prosedürü temel alınıp gallik asite eşdeğerolarak Folin-Ciocalteu yöntemi kullanılarak hesaplan-mıştır. Gallik asit çözeltilerinin absorbans değerlerindenelde edilen kalibrasyon grafiği kullanılarak, her nu-munenin toplam fenolik madde içeriği mg gallik asiteeşdeğer olacak biçimde belirlenmiştir. Deneyler üçparalel olacak şekilde yapılmış ve sonuçlar ortalamadeğerler olarak verilmiştir. (Tablo 1)
Toplam Flavanoit Miktar Tayini: Toplam flavanoitanalizi Zhishen ve arkadaşlarının (1999) çalışmalarındakullandıkları metot temel alınarak yapılmıştır (10). Ek-strelerin içerdikleri toplam flavanoit miktarları kateşineeşdeğer olarak mgCE/g ekstre olarak hesaplanmıştır.Kateşinin kalibrasyon eğrisi aynı şekilde etanol kul-lanılarak hazırlanmıştır. Deneyler üç paralel olacak şe-kilde yapılmış ve sonuçlar ortalama değerler olarakverilmiştir (Tablo 1).
Antikanser Aktivitenin in vitro Tespiti
Hücre Hattı ve Kültür Ortamı: MDA-MB-231 hücrelerioda sıcaklığında çözdürüldükten sonra 1000 rpm’de 5
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dakika santrifüjlenmiş ve DMSO uzaklaştılmıştır.Hücrelerin üzerine 3 mL ısıl işlemle inaktive edilmiş %10 fetal sığır serum, 100 U/mL penisilin, 100 μg/mLstreptomisin, 2 mM L-glutamin içeren DMEM besiyeriilave edilmiştir. 25 cm2 flasklarda, % 5’lik CO2 içerensteril inkübatörde 37 ºC sıcaklıkta kültüre edilmiştir.Inkübasyon sonrası tabana yapışan hücrelerin üzerin-den besiyeri uzaklaştırılmıştır.  Hücreler 5 mL %0,25’lik Tripsin/EDTA yardımıyla 5 dakida 37 ºC sıcak-lıkta, % 5’lik CO2 içeren steril inkübatörde bekletilmişve kültür kabı tabanından koparılıp bir başka kültürkabına pasajlanmıştır.
Sitotoksik Etkinin Tripan Mavisi Yöntemi ile Belir-
lenmesi: Kültüre edilen 1x105 hücre/mL yoğunluğun-daki MDA-MB-231 hücreleri 96 kuyucuklu mikroplak-lara her kuyucuğa 15.000 hücre düşecek orandahesaplanarak ekilmiş ve geliştirilmiştir. Gelişen hücrel-erin üzerindeki sıvı kısım enjektör yardımıyla atıldıktansonra plate tabanına yapışan hücrelerin üzerine 50 µLFenol kırmızısı içermeyen RPMI ve çeşitli konsan-trasyonlardaki (0-400 µg/mL) ekstreler ilave edilmiştir.İnkübasyon işleminin (24 saat) sonrasında hücrelerdilüe edilerek edilerek tripan mavisi ekstraksiyonyöntemi ile hemositometrede sayılmıştır. Deneyselprosedürler her grupta üçer kere tekrarlanmış ve veri-ler ortalama ± standart sapma olarak sunulmuştur.
İstatistiksel AnalizElde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS17 ista-

tistik paket programı One Way-ANOVA prosedürü ileyapılmıştır. Ortalamaların kontrol grubu ile farklılık-larını belirlemek için Dunnet testi uygulanmıştır. İsta-tistiki önemlilik düzeyi p<0.05 olarak kabul edilmiştir.
BULGULAR VE TARTIŞMAYapılan birçok araştırmada mantarlardan izole edilenfenolik ve flavanoit yapıların antikanser, antitümör,antioksidan ve antimikrobiyal etkileri tespit edilmiştir

(11). Bu çalışmada, daha önceki araştırmalardan yolaçıkarak toplam fenolik ve flavanoit miktarları ile anti-kanser aktivitenin ilişkili olup olmadığının tespiti ama-çlanmıştır. Çalışmamızda C.geotropa ekstrelerinin to-plam fenolik ve flavonoid içeriği ile antikanser etki po-tansiyeli araştırılmıştır. Bu amaçla makrofungustürünün etanol ve metanol çözücülerinde ekstrelerihazırlanmış ve bu ekstrelerin toplam fenolik ve toplamflavanoit içerikleri analiz edilmiştir ve sonuçlar Tablo1'de verilmiştir. Buna göre C. geotropa’nın etanol ek-stresinin toplam fenolik ve flavanoit içeriği metanolekstresine kıyasla (% 52,91 fenolik, % 36,02 flavanoit)daha yüksek oranda içeriğe sahip olduğu tespitedilmiştir.Mantar örneğinin her iki ekstresinin antikanser etksinitespit etmek amacıyla MDA-MB-231 hücre hattı üz-erinde etkisi araştırılmıştır. C.geotropa’dan elde edilenmetanol ekstresi 50-400 μg/mL doz aralığında hücrehattı üzerinde herhangi bir sitotoksik etki göstermezken(p=1,00), etanol ekstresi % 51,5; 400 μg/ml, % 17,9;200 μg/ml, % 6,6; 100 μg/ml uygulanan konsan-trasyonlarda anlamlı düzeyde (Tablo 3) sitotoksik etkigöstermiştir. Bu oran konsantrasyon miktarı arttıkçadoğru orantılı olarak artmıştır (Şekil 1, Tablo 2).Cheung ve arkadaşları (12) Volvariella volvacea ve L.
edodes mantarlarının çeşitli çözücülerle hazırlanan ek-strelerinin toplam fenolik içeriklerini her iki mantarınmetanol ekstresi için 4.79 ve 15.00 sulu ekstreleri içinsırasıyla 1.33 ve 1.34, etanol ekstreleri için ise sırasıyla0.03 ve 0.21 mgGAE/g ekstre olarak rapor etmişlerdir.

Başka bir çalışmada ise A. bisporus mantarına ait ek-strede 5.40 mg GAE/g ekstre olarak tespit etmişlerdir(13).
Ganoderma lucidum meme kanseri ve sarkoma gibi çe-şitli kanser hücreleri üzerine direkt sitotoksik etkiliolduğu ve bu etkinin polisakkaritlerin immün sistemüzerindeki modülasyonu ile gerçekleştiği bildirilmiştir(14). G. lucidum ekstre içerdiği polisakkarit ve triterpen

Tablo 1. C. geotropa’nın total fenolik  ve flavanoit içeriği
Ekstre Verim (%) Toplam Fenolik İçerik

(mgGAE/g ekstre)
Toplam Flavanoit İçerik
(mgCE/g ekstre)

CGE* 28,2 217,15±0,02 152,28±0,03
CGM** 30,6 138,39±0,01 111,95±0,02*C. geotropa Etanol Ekstresi ** C. geotropa Metanol Ekstresi, GAE: Gallik asite eşdeğer, CE: Kateşine eş değer

Tablo 2. C. geotropa etanol ekstrenin MDA-MB-231 hücrelerine karşı doza bağlı sitotoksik etkisi
C. geotropa etanol ekstre konsantrasyonu, µg/mLKontrol0 µg/mL 100 µg/mL 200 µg/mL 400 µg/mL p

CGE ekstesi  hücrecanlılığı (%) 100,00±0,0 93,38±2,14 82,14±2,49 49,51±1,29 0,0001CGM ekstresi hücrecanlılığı (%) 100,00±0,0 100,00±0,0 100,00±0,0 100,00±0,0 1,00CGE: C. geotropa etanol ekstresi, p: önemlilik değeri, P<0.01
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yapıları dolayısıyla Akt kinazı ve AP-1, NF-κB transkrip-siyon faktörlerini inhibe ederek meme kanser hücreleri-nin metastatik potansiyelini ve hücre proliferasyonunubaskıladığı gösterilmiştir (15,16). Çin tıbbi bitkileriarasında yaygın olarak kullanılan Coriolus versicolortürünün çeşitli kanser hücreleri üzerine direkt etkiliolduğu ve bu nedenle meme kanseri hücrelerinde p53ve Bcl-2 bağımlı ve bağımsız mekanizmalarla apoptozuindüklediği ve hücre proliferasyonunu inhibe ettiğigösterilmiştir (17,18). Çin tırtıl mantarı olarak bilinen
Cordyceps sinensis, meme kanseri hücrelerinde de Aktkinazın inaktivasyonuyla apoptozu indükleyerek etkigösterdiği bildirilmiştir (19).Brezilya yağmur ormanlarında, yenilebilir Basidiomy-
cetes mantarlarından olan Agaricus blazei Murill (AbM),a.k.a. Agaricus subrufescens Peck ve Agaricus brasiliensisWasser antikanser ve çeşitli hastalıklara karşı gelenek-sel tıp tedavilerinde kullanılır (20).
P. abalonus mantarının MCF-7 ve HepG2 hücreleri üz-erinde antiproliferatif etkisi ve HIV-1 revers transkrip-taz enzimini inhibe edici özelliği incelenmiş ve sonuçolarak 5 µM konsantrasyonda insan meme karsinom(MCF-7) % 65,2 oranında engellemiştir. HIV-1 reverstranskriptaz enzimini 2 µM konsantrasyonda % 60,5oranında inhibe etmiştir (21).Yenilebilir bir mantar olan P. ostreatus’un sulu vemetanolik ekstrelerinden izole edilen glukanlar prostatkanserinde apoptozu indükler, meme ve kolon kanser-inde çoğalmayı baskıladığı bulunmuştur [37]. Ayrıca P.
tuber-regium türü ile yapılan bir çalışmada bu mantarınmeyvelerinden izole edilen β-glukanlar çeşitli kanserhücrelerinde antiproliferatif etki göstermiştir (22).Güneydoğu Asya ve Çin'de meme kanseri tedavisindekullanılan Lignosus rhinocerus mantarının soğuk su ek-stresinin çeşitli kanser hücreleri üzerine etkisiaraştırılmıştır. Sonuç olarak bu ekstreün MCF-7 ve insan

SONUÇGünümüzde kanser hastalığı görülme oranı ve kanserriski arttıkça doğal ürünlere olan ihtiyaç gün geçtikçeartmaktadır. Yapılan birçok yeni araştırmada makro-fungusların antioksidan ve antikanser aktiviteye sahipolduğu ortaya konulmuş durumdadır. Makrofun-gusların aktif metabolit bakımından zengin olması,onların antibakteriyel etkisinin yanı sıra antioksidan veantikanser olarak da kullanılmasını sağlamıştır. Makro-fungusların bünyesinde barındırdığı kendine özgü veçok çeşitli metabolit grupları onların terapötik etkiler-inden sorumludur. Farmakolojik araştırmalar farklımakrofungusların sitotoksik, antifungal ve antimikro-biyal aktiviteye sahip olduklarını göstermiştir.Bu çalışma sonuçları, makrofunguslardaki etkinmaddeler tespit edildiği takdirde, doğal antioksidan veantikanser bileşiklerinin saptanması ve saf olarak eld-esi ile bu bileşiklerin ilaç sektöründe kullanılması,makrofungusları antioksidan ve antikanser ilaç üre-timinde iyi ve yeni kaynaklar olarak karşımıza çıkabile-ceğini göstermiştir. Sonuç olarak, makrofunguslarbirçok hastalığın oluşumu, ilerlemesi ve tedavisindeumut verici olabilir ve yaşlanma etkeni olan oksidatifstres baskılanarak yaşlanma süreci yavaşlatılarak dahauzun ve daha sağlıklı bir yaşam mümkün olabilir.
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