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Genel Bilgi: Mantarlarin tibbi amagh olarak kullanim-
larinin ge¢misi Asya bolgesi i¢in olduke¢a eskiye dayan-
maktadir ve son zamanlarda Batr’'da kullanimlar1 Kabul
gormektedir. Makro mantarlardan izole edilen bile-
senlerin veya ekstrelerin antimikrobiyal, anti-viral,
antitimor, anti-alerjik, immiinomodiilatér, anti-
enflamatuar, anti-aterojenik, hipoglisemik ve hepato-
protektif etki gibi ¢esitli biyolojik aktivitelerinin oldugu
bildirilmistir.

Amag¢: Bu calismada, Clitocybe geotropa (Bull.)
Quél’den elde edilen etanol ve metanol ekstrelerinin
meme kanseri hiicreleri lizerine etkinligi arastirilmistir.
Yontem: Bu calismada mantar ekstrelerinin verimi,
belli agirliktaki kuru materyalden elde edilen etanol
ekstresinin (% 28,2) ve metanol ekstresinin (% 30,6)
agirliklarina gore g/100g olarak ifade edilerek belirlen-
mistir. Ekstrelerin sitotoksik etkileri Trypan Blue anal-
iziyle belirlenmistir.

Bulgular: Etanol ve metanol ekstrelerinin total fenolik
icerigi sirasiyla 217,15+0,02 ve 138,39+0,01; total fla-
vanoit igerigi 152,28+0,03 ve 111,95+0,02 mgCE/g
olarak olgtlmistir. C. geotropa igin 50-400 pg/mL
konsantrasyon degerlerindeki metanol ekstrelerinin
MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik etkisi
gozlenmezken, etanol ekstresi % 51,5; 400 pg/ml, %
17,9; 200 pg/ml, % 6,6; 100 pug/ml uygulanan konsan-
trasyonlarda anlamh diizeyde sitotoksik etki gostermi-
stir.

Sonug: Clitocybe geotropa MDA-MB-231 hiicre hatti
iizerinde etkili antikanser ajan olarak kullanilma potan-
siyeline sahip bir mantar tiridiir.

Anahtar Kelimeler: C. geotropa, toplam fenolik, toplam
flavanoit, sitotoksite
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ABSTRACT

Background: The medical use of mushrooms has a very
long tradition in Asia and is nowadays becoming more
accepted in the West. It is reported that the extracts or
isolated constituents from macrofungi have biological
activities such as antimicrobial, anti-viral, anti-tumour,
anti-allergic, immunomodulating, anti-inflammatory,
antiatherogenic, hypoglycaemic and hepatoprotective
activities.

Objective: In this study, cytotoxic activity of ethanol
extracts (EE) and methanol (ME) of Clitocybe geotropa
on 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 by
Trypan Blue assay.

Results: The total phenolic contents of EE and ME were
217.15+0.02, 138.39+0.01; total flavonoid contents
152.28+0.03, 111.95+0.02 mgCE/g, respectively. The
ME of mushroom’s 50-400 pg/mL concentrations did
not show any cytotoxic effect in MDA-MB-231 cell line
while the EE of C. geotropa % 51,5; 400 ug/ml, % 17,9;
200 pg/ml, % 6,6; 100 ug/ml had cytotoxicity.
Conclusion: The mushroom, Clitocybe geotropa, could
be used as a potential anticancer agent for MDA-MB-
231 cell line.

Key words: C. geotropa, total phenolic, total flavonoid,
cytotoxicity
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Clitocybe geotropa Mantar Tiiriiniin Antikanser Etkisinin Incelenmesi

GIRIS

Kanser diinyada en sik rastlanilan saglik problemlerin-
den birisidir. Amerikan Kanser Toplulugu'nun 2015 yili
istatistiksel verilerine gére Amerika’ da 1.658,000 yeni
kanser vakasi saptanmis ve 589430 vakanin O6liimle
sonuglanacagl tahmin edilmistir (1). Yiikksek 6liim oran-
1na sahip kanser vakalarinin tedavisi ve bu amagla kul-
lanilan terapoétik o6zellikteki triinlerin kullanimi son
zamanlarda olduk¢a 6nem kazanmis durumdadir.
Konvansiyonel kanser tedavileri, kanserin viicutta bu-
lundugu bolgeye ve kanserin hangi evrede olduguna
bagh olarak cerrahi miidahale, kemoterapi ve radyo-
terapi seklinde olabilmektedir. Ozellikle radyoterapi ve
kemoterapi basta olmak ilizere bahsedilen tedavi tiirler-
inde hastanin zarar gérmesi, immiin sisteminin zayifla-
masi gibi hasta sagligini olumsuz yonde etkileyecek bir
cok yan etki ortaya ¢ikabilmektedir. Hastanin immiin
sisteminin idamesi ve gii¢clendirilmesini saglamak ama-
ciyla yaygin tedavi yontemlerinin yani sira ilave alter-
natif tedavilere de yer verilmektedir. Mantarlar alter-
natif tedavi amagh kullanilabilecek ilaglarin iiretimi igin
yluksek potansiyele sahiptir (2). Tibbi mantarlarin
terapotik amach olarak kullanimi antik ¢aglardan
giiniimiize kadar uzanmaktadir. Uzakdogu iilkelerinde,
kurutulmus mantar materyalleri modern klinik uygu-
lamalarda halen giivenle kullanilmaya devam edil-
mektedir. Makromantarlar, antimikrobiyal, antioksidan
ve antikanser molekiiller bakimindan zengin dogal kay-
naklardir (3). Son yillarda sahip olduklar1 terapétik
potansiyelden dolay1 antikanser aktiviteli mantar tiir-
leri, kanser tedavisine yonelik ¢alismalarda 6nem ka-
zanmis durumdadir.

Tibbi mantarlar, immiinomodiilatér ve antikanser etkili
biyoaktif bilesikler iceren 6nemli dogal kaynaklardan
biridir. Bu biyoaktif bilesenler polisakkaritler, pro-
teinler, lipitler gibi yiiksek molekiiler agirliga sahip bile-
sikler yaninda lektinler, laktonlar, terpenoidler, alka-
loidler, steroller ve fenolik bilesikler gibi disiik
molekiiler agirliga sahip molekiilleri yapilarinda barin-
dirabilmektedir (4). Tibbi mantarlardan izole edilen
biyoaktif molekiillerin kanser hiicrelerine karsi immiin
sistemi stimiile eden biyolojik immiinoterapétik ajanlar
olarak kullanimiyla basarili sonuglar elde edilmistir (5).
Fenolik bilesikler, kanserin 6nlenmesi ile ilgili énemli
besin bilesenleri arasinda yer almaktadir. Fenolik bile-
sikler antioksidatif aktivitelerini; ksantin oksidaz, li-
pooksijenaz ve siklooksijenaz gibi oksidatif enzimleri
inhibe ederek, metal iyonlari ile selat olusturarak, diger
antioksidanlar ile etkilesime girerek ve siiperoksit
anyonlari, lipit peroksil radikalleri, hidroksil radikalleri
gibi serbest radikalleri yakalayarak gostermektedirler
(6). Ayrica bir¢ok mantar tiriiniin, antioksidan etkili
pirokatesol ve kersetine esdeger miktarda toplam feno-
lik ve fenolik grubu bilesik icerdigi bulunmustur (7).
Makromantarlarin bir¢ogu ikincil metabolit tiretmeleri
ve bu metabolitlerin terapoétik ajan islevselligi olmasi
acisindan 6nemli olmalarinin yanisira hem govde hem
de miselleri antimikrobiyal ve antikanser aktiviteye
sahip bilesikler icermektedir (2,8).

Bu calismada, Clitocybe geotropa tiirii mantarlarin to-
plam fenolik ve flavanoit icerikleri tespit edilmis ve
meme kanseri MDA-MB-231 hiicre hatt1 lizerinde hiicre
gelisimini engelleyen dogal ve yeni antikanser ajan olup
olmadiklarinin belirlenmesi amac¢lanmistir.

GEREC

Arastirmada Kullamilan Makrofungus Ornegi: Bu
arastirmada kullanilan C. geotropa makrofungusu Mugla
Kéycegiz bélgesinden Mugla Sitki Kogman Universitesi
Biyoloji Béliimii Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Hakan Alli
tarafindan toplanmis ve teshis edilmistir.

Makrofungus Orneklerinin Ekstraksiyonunda Kul-
lanilan Cozeltiler: %96 safliktaki etanol ve metanol
sarf malzemeleri Merck (Almanya) marka temin
edilmistir. Cozeltiler %70 lik olacak sekilde seyreltilerek
kullanilmistir. Bu asamada kullanilan 6rnek maddenin
¢oziicliye orani 1:10 (mL. mg-1) olacak sekilde ayarlan-
migtir.

Fenolik icerik ve Sitotoksite Tayininde Kullanilan
Cozeltiler ve Hiicre: Aliiminyum Kklorid hekzahidrat
(AICI3.6H20), Katesin, NazC03.H.0, Sodyum nitrit
(NaNOz) Sigma, Folin-Ciocalteu reaktifi ve Sodyum
Hidroksit (NaOH) tripan mavisi soliisyonu (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, USA), Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM), fetal bovine serum
(Merck, Darmstadt, Germany) temin edilmistir. DMEM’
e penisilin 100 U/mL, streptomycin 100 pg/mL ve %10
fetal bovine serumu Life Technologies (Paisley, Scot-
land, U.K.) eklenmistir. MDA-MB-231 hiicre hatt1 Dog.
Dr. Cagr1 Sakalar (Erciyes Universitesi Genom ve Kék
Hiicre Merkezi, KAYSERI)’ den temin edilmistir.

YONTEM

Makrofungus Orneklerinin Ekstraksiyonu: Ornekler
oda sicakliginda kurutulup ezilerek toz haline getirilmis
ve tartilarak balon jojeye alindiktan sonra, lizerlerine
ekstraksiyon c¢oziiciilerinden konularak, orneklerden
ekstreler elde edilmistir. Bu asamada kullanilan 6rnek
maddenin ¢dziiciiye orani 1:10 (mL.mg-1) olacak sekilde
ayarlanmistir. 10 g’'lik toz drnekler 100 mL ¢6ziizii iger-
isine 25° C ‘de 150 rpm’ de 24 saat manyetik karistiri-
cida ¢alkalanmistir. Karisim Whatman No: 4 kagidindan
stiziildiikten sonra sivi kisma 100 mL ¢oziici (%70)
ilave edilerek islem tekrarlanmistir. Kombine edilmis
ekstre ¢oziiciisii 37 °C'de evaporatoérde ugurulduktan
sonra suda ¢dziinen kisimlar dondurulup liyofilizatérde
-48 °C’'de vakum altinda kurutulmustur.

Toplam Fenol Miktar Tayini: Toplam fenolik icerigi
Singleton (9) prosediirii temel alinip gallik asite esdeger
olarak Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak hesaplan-
mistir. Gallik asit ¢ozeltilerinin absorbans degerlerinden
elde edilen kalibrasyon grafigi kullanilarak, her nu-
munenin toplam fenolik madde igerigi mg gallik asite
esdeger olacak bicimde belirlenmistir. Deneyler ii¢
paralel olacak sekilde yapilmis ve sonuglar ortalama
degerler olarak verilmistir. (Tablo 1)

Toplam Flavanoit Miktar Tayini: Toplam flavanoit
analizi Zhishen ve arkadaslarinin (1999) calismalarinda
kullandiklar1 metot temel alinarak yapilmistir (10). Ek-
strelerin igerdikleri toplam flavanoit miktarlari katesine
esdeger olarak mgCE/g ekstre olarak hesaplanmistir.
Katesinin kalibrasyon egrisi aymi sekilde etanol kul-
lanilarak hazirlanmistir. Deneyler ti¢ paralel olacak se-
kilde yapilmis ve sonuglar ortalama degerler olarak
verilmistir (Tablo 1).

Antikanser Aktivitenin in vitro Tespiti
Hiicre Hatt1 ve Kiiltiir Ortami: MDA-MB-231 hiicreleri
oda sicakliginda ¢ozdiiriildiikten sonra 1000 rpm’de 5
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Tablo 1. C. geotropa’nin total fenolik ve flavanoit igerigi

Altinsoy B, Konca SF, Aksu H, Kurt B, Alli H, Sakalar

Toplam Fenolik icerik Toplam Flavanoit icerik
Ekstre Verim (%)

(mgGAE/g ekstre) (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 esdeger, CE: Katesine es deger

dakika santrifiijlenmis ve DMSO uzaklastilmistir.
Hiicrelerin tizerine 3 mL 1s1l islemle inaktive edilmis %
10 fetal sigir serum, 100 U/mL penisilin, 100 pg/mL
streptomisin, 2 mM L-glutamin iceren DMEM besiyeri
ilave edilmistir. 25 cm? flasklarda, % 5’lik CO2 igceren
steril inkiibatérde 37 °C sicaklikta kiiltiire edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi tabana yapisan hiicrelerin lizerin-
den besiyeri uzaklastirilmistir.  Hiicreler 5 mL %
0,25’lik Tripsin/EDTA yardimiyla 5 dakida 37 2C sicak-
Iikta, % 5’lik CO: igeren steril inkiibatérde bekletilmis
ve Kkiiltiir kab1 tabanindan koparilip bir baska kiiltiir
kabina pasajlanmistir.

Sitotoksik Etkinin Tripan Mavisi Yontemi ile Belir-
lenmesi: Kiiltiire edilen 1x105 hiicre/mL yogunlugun-
daki MDA-MB-231 hiicreleri 96 kuyucuklu mikroplak-
lara her kuyucuga 15.000 hiicre diisecek oranda
hesaplanarak ekilmis ve gelistirilmistir. Gelisen hiicrel-
erin lizerindeki sivi kisim enjektér yardimiyla atildiktan
sonra plate tabanina yapisan hiicrelerin tizerine 50 pL
Fenol kirmizisi icermeyen RPMI ve c¢esitli konsan-
trasyonlardaki (0-400 pug/mL) ekstreler ilave edilmistir.
inkiibasyon isleminin (24 saat) sonrasinda hiicreler
diliie edilerek edilerek tripan mavisi ekstraksiyon
yontemi ile hemositometrede sayilmistir. Deneysel
prosediirler her grupta licer kere tekrarlanmis ve veri-
ler ortalama # standart sapma olarak sunulmustur.

istatistiksel Analiz
Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS17 ista-

(11). Bu calismada, daha o6nceki arastirmalardan yola
cikarak toplam fenolik ve flavanoit miktarlar ile anti-
kanser aktivitenin iligkili olup olmadiginin tespiti ama-
clanmistir. Calismamizda Cgeotropa ekstrelerinin to-
plam fenolik ve flavonoid igerigi ile antikanser etki po-
tansiyeli arastirilmistir. Bu amagla makrofungus
tliriiniin etanol ve metanol coziiciilerinde eKkstreleri
hazirlanmis ve bu ekstrelerin toplam fenolik ve toplam
flavanoit icerikleri analiz edilmistir ve sonuglar Tablo
1'de verilmistir. Buna gore C. geotropa’nin etanol ek-
stresinin toplam fenolik ve flavanoit icerigi metanol
ekstresine kiyasla (% 52,91 fenolik, % 36,02 flavanoit)
daha yiiksek oranda igerige sahip oldugu tespit
edilmistir.

Mantar 6rneginin her iki ekstresinin antikanser etksini
tespit etmek amaciyla MDA-MB-231 hiicre hatt1 {iz-
erinde etkisi arastirilmistir. C.geotropa’dan elde edilen
metanol ekstresi 50-400 pg/mL doz araliginda hiicre
hatt1 tizerinde herhangi bir sitotoksik etki gdstermezken
(p=1,00), etanol ekstresi % 51,5; 400 ug/ml, % 17,9;
200 pg/ml, % 6,6, 100 pg/ml uygulanan konsan-
trasyonlarda anlamli diizeyde (Tablo 3) sitotoksik etki
gbstermistir. Bu oran konsantrasyon miktar1 arttikca
dogru orantili olarak artmistir (Sekil 1, Tablo 2).

Cheung ve arkadaslar1 (12) Volvariella volvacea ve L.
edodes mantarlarinin ¢esitli ¢oziiclilerle hazirlanan ek-
strelerinin toplam fenolik igeriklerini her iki mantarin
metanol ekstresi i¢cin 4.79 ve 15.00 sulu ekstreleri i¢in
sirasiyla 1.33 ve 1.34, etanol ekstreleri icin ise sirasiyla
0.03 ve 0.21 mgGAE/g ekstre olarak rapor etmislerdir.

Tablo 2. C. geotropa etanol ekstrenin MDA-MB-231 hiicrelerine karsi doza bagh sitotoksik etkisi

C. geotropa etanol ekstre konsantrasyonu, pg/mL

Kontrol 100 pg/mL 200 pg/mL 400 pg/mL p

0 pg/mL
CGE ekstesi  hicre 100,00+0,0 93,38+2,14 82,14+2,49 49,51+1,29 0,0001
canlihig: (%)
CGM ekstresi hiicre 100,00+0,0 100,00+0,0 100,00+0,0 100,00+0,0 1,00

canlihig1 (%)

CGE: C. geotropa etanol ekstresi, p: onemlilik degeri, P<0.01

tistik paket programi One Way-ANOVA prosediiri ile
yapilmistir. Ortalamalarin kontrol grubu ile farklilik-
larimi belirlemek icin Dunnet testi uygulanmustir. ista-
tistiki 6nemlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.
BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan bir¢ok arastirmada mantarlardan izole edilen
fenolik ve flavanoit yapilarin antikanser, antitimor,
antioksidan ve antimikrobiyal etkileri tespit edilmistir

Baska bir ¢alismada ise A. bisporus mantarina ait ek-
strede 5.40 mg GAE/g ekstre olarak tespit etmislerdir
(13).

Ganoderma lucidum meme kanseri ve sarkoma gibi ¢e-
sitli kanser hiicreleri iizerine direkt sitotoksik etkili
oldugu ve bu etkinin polisakkaritlerin immiin sistem
tizerindeki modiilasyonu ile gerceklestigi bildirilmistir
(14). G. lucidum ekstre igerdigi polisakkarit ve triterpen
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Sekil 1: C. geotropa etanol ekstrenin MDA-MB-231 hiiclerine karsg sitotoksik etkisi, “p<0,001; Kontrol ile kiyaslandiginda.

Tablo 3. C. geotropa etanol ekstrenin MDA-MB-231 hiiclerine karsi sitotoksik etkisinin Dunnett t-testine gore istatistiksel deger-

Ortalamalar arasindaki farklilik

(I) MODEL (J) MODEL (I-]) Standart hata p

100 Kontrol -6,62° 1,44 0,005
200 Kontrol -17,86° 1,44 0,000
400 Kontrol -50,49" 1,44 0,000

CGE: C. geotropa etanol ekstresi, p: dnemlilik degeri, *tasiyan ortalamlar arasindaki farkliliklar istatitiki olarak 6nemlidir. Dunnett t
-testi kontrol olarak segilen grup ile diger tiim gruplarin her biri ile karsilastirmasini yapar. Dunnett testi sonuglar1 kontrole gore
100, 200 ve 400 pg/mL dozlarinda C. geotropa ekstelerinin anlamli derecede sitotoksik etkili oldugu ortaya konulmustur.

*Ortalamalar arasindaki 6nemlilik diizeyi 0.05’ tir.

yapilar1 dolayisiyla Akt kinaz1 ve AP-1, NF-kB transkrip-
siyon faktorlerini inhibe ederek meme kanser hiicreleri-
nin metastatik potansiyelini ve hiicre proliferasyonunu
baskiladig1 gosterilmistir (15,16). Cin tibbi bitkileri
arasinda yaygin olarak kullanilan Coriolus versicolor
tlriiniin ¢esitli kanser hiicreleri lizerine direkt etkili
oldugu ve bu nedenle meme kanseri hiicrelerinde p53
ve Bcl-2 bagiml ve bagimsiz mekanizmalarla apoptozu
indiikledigi ve hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir (17,18). Cin tirtil mantar: olarak bilinen
Cordyceps sinensis, meme kanseri hiicrelerinde de Akt
kinazin inaktivasyonuyla apoptozu indiikleyerek etki
gosterdigi bildirilmistir (19).

Brezilya yagmur ormanlarinda, yenilebilir Basidiomy-
cetes mantarlarindan olan Agaricus blazei Murill (AbM),
a.k.a. Agaricus subrufescens Peck ve Agaricus brasiliensis
Wasser antikanser ve cesitli hastaliklara karsi gelenek-
sel tip tedavilerinde kullanilir (20).

P. abalonus mantarinin MCF-7 ve HepG: hiicreleri iiz-
erinde antiproliferatif etkisi ve HIV-1 revers transkrip-
taz enzimini inhibe edici 6zelligi incelenmis ve sonug
olarak 5 puM konsantrasyonda insan meme karsinom
(MCF-7) % 65,2 oraninda engellemigstir. HIV-1 revers
transkriptaz enzimini 2 uM konsantrasyonda % 60,5
oraninda inhibe etmistir (21).

Yenilebilir bir mantar olan P. ostreatus'un sulu ve
metanolik ekstrelerinden izole edilen glukanlar prostat
kanserinde apoptozu indiikler, meme ve kolon kanser-
inde ¢ogalmay1 baskiladiglr bulunmustur [37]. Ayrica P.
tuber-regium tiirii ile yapilan bir ¢calismada bu mantarin
meyvelerinden izole edilen (-glukanlar cesitli kanser
hiicrelerinde antiproliferatif etki gostermistir (22).
Giineydogu Asya ve Cin'de meme kanseri tedavisinde
kullanilan Lignosus rhinocerus mantarinin soguk su ek-
stresinin ¢esitli kanser hiicreleri {izerine etkisi
arastirilmistir. Sonug olarak bu ekstreiin MCF-7 ve insan

16

SONUC

Giintimiizde kanser hastalig1 goriilme orani ve kanser
riski arttikca dogal iiriinlere olan ihtiya¢ giin gectikce
artmaktadir. Yapilan bir¢ok yeni arastirmada makro-
funguslarin antioksidan ve antikanser aktiviteye sahip
oldugu ortaya konulmus durumdadir. Makrofun-
guslarin aktif metabolit bakimindan zengin olmasi,
onlarin antibakteriyel etkisinin yani sira antioksidan ve
antikanser olarak da kullanilmasini saglamistir. Makro-
funguslarin biinyesinde barindirdig1 kendine 6zgi ve
cok cesitli metabolit gruplari onlarin terapotik etkiler-
inden sorumludur. Farmakolojik arastirmalar farkl
makrofunguslarin sitotoksik, antifungal ve antimikro-
biyal aktiviteye sahip olduklarini géstermistir.

Bu calisma sonuglary, makrofunguslardaki etkin
maddeler tespit edildigi takdirde, dogal antioksidan ve
antikanser bilesiklerinin saptanmasi ve saf olarak eld-
esi ile bu bilesiklerin ilag sektériinde kullanilmasi,
makrofunguslar1 antioksidan ve antikanser ilag lre-
timinde iyi ve yeni kaynaklar olarak karsimiza ¢ikabile-
cegini gostermistir. Sonug¢ olarak, makrofunguslar
birgok hastaligin olusumu, ilerlemesi ve tedavisinde
umut verici olabilir ve yaslanma etkeni olan oksidatif
stres baskilanarak yaslanma siireci yavaslatilarak daha
uzun ve daha saglikli bir yasam miimkiin olabilir.
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