T.C
EGE UNIVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

HERICIUM ERINACEUS EKSTRELERININ MCF-7 HUCRE HATTINDA
TELOMERAZ AKTIVITESINE ETKISININ ARASTIRILMASI

TIBBi BIYOKIMYA ANABILiM DALI

Yiiksek Lisans Tezi

Biyolog Duygu GENCALP

DANISMAN

Prof. Dr. Handan AK

iZMiR

2015



ONSOZ

Oncelikle saygideger danismanim Prof. Dr. Handan AK’a ve degerli hocam

Prof. Dr. H. Hakan AYDIN’a tesekkiirlerimi sunarim.

E.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali hocalarimiz, basta Boliim
Baskani Prof. Dr. Eser SOZMEN olmak iizere, Prof. Dr. Taner ONAT, Prof. Dr.
Nevbahar TURGAN, Prof. Dr. Ferhan SAGIN, Prof. Dr. Giilinnaz ERCAN, Prof.
Dr. Yasemin AKCAY, Dog. Dr. A. Mert OZGONUL ve Dog. Dr. Ebru SEZER’ e
tesekkiirlerimi sunarim. Caligmam sirasinda bilgi ve emeklerini benden esirgemeyen,
tezimin plan ve programinda bana destek olan doktora 0grencisi degerli arkadasim

Uzman Sevcan ATAY’ a sabri ve hoggoriisii i¢in minnetlerimi sunarim.

Beni bugiine hazirlayan ve her zaman yanimda olan sevgili annem Reyhan
GENCALP, sevgili babam Hasan Hilmi GENCALP’e en icten tesekkiirlerimi
sunarim. Calismam boyunca yanimda olan sevgili ablam Ulas GENCALP’e ve
degerli arkadasim Cenk Serhan OZVEREL’e tesekkiir ederim. Tez calismalarimi
gerceklestirdigim Ege Universitesi Arastirma ve Egitim Laboratuvar1 ydnetim
kuruluna ve gorevli tiim calisanlara tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica tez projeme

maddi desteginden dolay1 Ege Universitesi Rektorliigiine tesekkiir ederim.

[ZMIR, 2015 Duygu GENCALP

Biyolog



OZET

Hericium erinaceus Ekstrelerinin MCF-7 Hiicre Hattinda Telomeraz

Aktivitesine Etkisinin Arastirilmasi

Hericeum erinaceus (Basidiomycetes) yaygin olarak Japonya ve Cin’de
canliligint kaybetmis veya kaybetmekte olan agaglar {izerinde yetisen yenebilen bir

mantar turidiir.

Bu tez c¢alismasinin amaci, Hericium erinaceus ekstraktlarimin MCF-7
Ostrojen reseptorii pozitif (ER+) meme kanseri hiicre hattinda telomeraz aktivitesi
iizerine etkilerinin belirlenmesidir. Bunun i¢in Oncelikle Hericium erinaceus
mantarindan elde edilen alt1 farkli ekstraktin (Etanol, Eter, Etilasetat, Etanol-Su,
Metanol-Su, Su) MCF-7 hiicrelerinde hiicre canlilig1 iizerine olan etkileri WST-8
yontemi ile belirlendi. Su ekstrakti canlilik inhibisyonunda diger ekstraktlara gore
daha etkili bulundu. Hericeum erinaceus su ekstraktinin 1Csp) dozu 72. saatte 250
pg/ml olarak belirlendi. 72 saat 250 pg/ml su ekstrakt: ile inkiibasyonun ardindan
hiicreler toplanarak su ekstraktinin telomeraz aktivitesi iizerine olan etkileri analiz

edildi.

Hericium erinaceus MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda telomeraz aktivitesi
lizerine anlamli bir etki gostermedi. Bu sebeple Hericium erinaceus su ekstraktinin
MCF-7 hiicrelerindeki sitotoksik etkisini baska mekanizmalar {izerinden

gerceklestirdigi diisiiniildi.

Anahtar kelimeler: Hericium erinaceus, MCF-7, telomeraz aktivitesi.



ABSTRACT

Investigating the effects of Hericium erinaceus extracts on telomerase activity in

MCF-7 cells

Hericium erinaceus (Basidiomycetes) class, is an edible mushroom widely

grows on dead or decaying trees especially in Japan and China.

The aim of this thesis is to determine the effects of Hericium erinaceus
extracts on telomerase activity in MCF-7 estrogen receptor positive breast cancer cell
lines. Firstly, we determined the effects of six different Hericium erinaceus extracts
(Ethanol, Ether, Ethylacetate, Ethanol-water, Methnol-water, Water) on cell viability
in MCF-7 cells by WST8 method. Water extract was found to be the most effective
extract among others in the inhibition of cell viability. The 1Csg) dose of Hericeum
erinaseus water extract was detected as 250 pg/ml at 72 h in MCF-7 cells. After
incubation with 250 pg/ml water extract for 72 h., cells were collected and effects of

water extract on telomerase activity were analyzed.

Hericium erinaceus showed no significant effect on telomerase activity in
MCF-7 breast cancer cells. Therefore, it is contemplated that water extract of
Hericium erinaceus shows its cytotoxic effects through other mechanisms in MCF-7

cells.

Keywords: Hericium erinaceus, MCF-7, telomerase activity.
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1.GIRIS

1.1. Arastirmanin konusu

Hericium erinaceus tibbi 0Ozellikleri olan yenilebilir 6nemli bir fungustur.
Basidiomiset grubu bir fungus olan Hericium erinaceus’un miselyum ve meyve

organlar ilag gorevi goren bir¢ok biyoaktif bilesik igermektedir (1).

Hericium erinaceus’un antikanser ve antimetastatik ozelliklere sahip oldugu yapilan
caligmalar ile gosterilmistir (2, 3). Kanser hiicrelerinin replikatif immortalitelerini

cogunlukla telomeraz aktivitesi araciligiyla saglamaktadir (4, 5).

Yapilan c¢alismalar ile Hericium erinaceus makro-mantarindan sicak su
kullanilarak 15 polisakkarit ayristirilmistic (6). Bunlardan 5 tanesi (glukoksilan,
ksilan, heteroksiloglukan, glukoksilan protein kompleksi ve galaktoksiloglukan
protein kompleksi) giiglii anti-timor aktivitesi gostermistir. Ayrica, Hericium
erinaceus’ta bulunan hericenones, erinacines, hericerin ve hericenes aromatik
bilesenleri genis ¢capl in vitro ve in vivo biyoaktivite gostermektedir (7, 8). Bunun
yan1 sira, herisenon ve heriserin gibi bazi asidik-fenol benzeri ve dogal yag asidi

benzeri bilesenler Hericium erinaceus’ta saptanmistir (2).

Hericium erinaceus ekstraktlarinin MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti
iizerindeki anti-kanser etkisini telomeraz aktivitesinin regiilasyonu {izerinden
gerceklestirip  gerceklestirmedigine dair literatiirde yayinlanan bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu tez ¢alismasinda Hericium erinaceus gesitli ortamlarda hazirlanan (etanol, eter,
etilasetat, etanol-su, metanol-su, su) ckstraktlarinin MCF-7 meme kanseri hiicre

hattinda telomeraz aktivitesine etkisi arastirilmistir.



1.2. Arastirmanin Amaci
Bu projenin amaci Hericium erinaceus ekstrelerinin MCF-7 meme kanseri

hiicre hattinda telomeraz aktivitesine etkilerinin belirlenmesidir.
1.3. Hipotezler

Hericium erinaceus un farkli ekstrelerinin dstrojen pozitif insan meme kanseri hiicre
hatt1 olan MCF-7 hiicrelerinde telomeraz aktivitesini inhibe yetenegini ve bu etki ile

anti-proliferatif etki arasinda olas1 bir iliski bulunup bulunmadigini arastirmak.

1.4. Arastirmanin Onemi

Okaryotik kromozomlarin sonlarinda yer alan DNA zinciri {izerindeki
telomer ad1 verilen bolgelerin immortalite siirecinde dnemli oldugu gostermistir (9).
Telomerik DNA normal insan hiicrelerinde, hiicre dongiisiiniin her bir tam turunda
giderek kisalmaktadir (10). Tekrarlayan hiicre dongiilerinin sonucu olarak telomerler
kritik bir sekilde kisalip kromozomal DNA uglarim1 koruma yeteneklerini
kaybetmektedir (11-13). Buna karsilik immortalize tiimor hiicrelerinde telomer
uzunlugu sabittir (10). Kanser hiicrelerinin replikatif immortalite 06zelliklerini
telomer uzunluklarinin korunmasi yoluyla elde ettikleri bilinmektedir (10). Bu
sebeple, telomerleri sentezleyen ve koruyan bir reverse transkriptaz enzim olan
telomeraz enziminin aktivitesinin ihhibisyonu ile malign hiicrelerin biiyiime
ozellikleri degistirebilir ve anti-neoplastik terapiler icin yeni stratejiler gelistirilebilir

(14).

Bu tez c¢alismasi ile elde edilen veriler Hericium erinaceus 'un ekstraktlariin
kanser hiicreleri iizerinde farkli derecelerde anti-proliferatif etkiye sebep oldugunu
gdstermistir. Istatiksel olarak anlamli anti-proliferatif etki gdsteren su ekstraktinin

telomeraz enzim aktivitesine etkisi ise minimaldir.

Bu tez calismasi, Hericium erinaceus ekstraklarinin anti-proliferatif
etkilerinin bir tiimor hiicre hattinda detayli olarak arastirildigi ilk calisma olmasi
sebebiyle Onemlidir. Elde edilen sonuglar, oOzellikle su ekstraktinin
karakterizasyonunun yapilarak bu ekstraktan elde edilecek etkin maddeler ile ileri

caligmalarinin yapilmasinin 6nemini ortaya koymaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, bir grup anormal hiicrenin kontrolsiiz ¢ogaldigi, komsu dokulara
invaze oldugu ve diger organlarda kolonilesme yetenegi kazandigi kompleks bir
hastaliktir. Karsinojenez, normal hiicrelerin malignant hiicrelere progresif
doniisimiinii  yonlendiren genetik ve epigenetik degisimleri biriktirdigi ¢ok
basamakli bir prosesdir. Bu sekilde, kanser hiicreleri kanser progresyonunu tesvik
eden genlerde (onkogenler) veya azaltan genlerde (tiimdr siipresdr genler)
degisiklikler gergeklestirirler. Transformasyon isleminin sonunda, malignant hiicreler
hiicresel 06zelliklerini kaybedip biliylime bagimsizligi, invazivlik yetenekleri

kazanmakta ve senesens ile apoptoza direng gelistirmektedirler (15, 16).

2.1.1. Kanserin Ozellikleri

Kanser hiicreleri viicuttaki diger hiicrelerden farkli olarak gelisimleri
esnasinda alti biyolojik 0Ozellik gostermektedir. Bu 0&zellikler proliferatif
sinyalizasyonun devami, biiylime baskilayicilarindan kag¢inma, hiicre Oliimiine
direng, replikatif 6limsiizliglin saglanmasi, anjiyogenezin indiiklenmesi ve invazyon
ile metastazin aktivasyonunu icermektedir (16). Bu 6zelliklere ek olarak tiimdrler
sadece ¢ogalan hiicre kitleleri olmayip ayni zamanda birden fazla farkli hiicre tipinin
birbirleriyle heterotipik etkilesimlerde bulundugu kompleks dokulardir. Kanserin alt1
karakteristik 6zelligi, timdr biiylimesini ve metastatik yayilmasini saglayan ayirt
edici ve tamamlayic1 yetenekleri, kanserin biyolojisini anlamak i¢in bir temel

olusturmaktadir.

Kanser hiicrelerinin en temel Ozellikleri kendi proliferasyonlarimi
stirdiirebilmeleridir. Normal dokular hiicre biiylime ve bdliinme dongiisiini
diizenleyici sinyallerin iiretimi ve salmimimi dikkatli bir sekilde kontrol
etmektedirler. Bu siire¢ normal dokularda hiicre sayisinin kontrol altinda tutulmasi

saglanmaktadir. Kanser hiicrelerinde ise durum farklidir. Kanser hiicreleri bu



sinyalleri  “degrede” etmektedirler. Etkinlestirme sinyalleri, hiicre yiizey
reseptorlerine baglanan ve hiicreigi tirozin kinaz domeynleri igiren biiyiime faktorleri
araciligiyla biiylik ol¢iide taginmaktadirlar (16). Kanser hiicreleri otokrin proliferatif

uyarim ile sonuglanan biiytime faktorii ligandlarini iiretebilirler (16).

Kanser hiicrelerinin makroskobik tiimorleri olusturmak icin siirsiz replikatif
potansiyele ihtiya¢ duyduklar1 kabul edilmistir. Bu yetenek, viicutta sadece sinirh
sayida ardisik hiicre biiylimesine sahip olan ve hiicre dongiisii kontrol noktalarindan
gegebilen normal hiicrelerinin soyunun davranisina belirgin bir bicimde zit olarak 6n
plana ¢ikmaktadir. Bu boliinme sinirlandirmasi proliferasyonun iki farkli engeli ile
saglanmaktadir: i) proliferatif olmayan fakat yagsamaya devam eden hiicrelerde geri
doniistimsiiz bir siire¢ olan senesens ve ii) hiicre 6liimiinii i¢ceren kriz sathasi. Benzer
sekilde, hiicre kiiltiiriinde sinirsiz olarak c¢ogaldiklarinda, hiicrelerde ilk olarak
senesens indiiksiyonu ve daha sonra bu engeli agsmakta basarili olan hiicreler icin
poptilasyondaki hiicrelerin biiylik ¢ogunlugunun o6ldigi kriz fazi gézlenmektedir.
Nadir durumlarda, kriz sathasinda olan bir popiilasyonda bazi hiicreler sinirsiz
replikatif potansiyel sergileyebilmektedirler. Bu hiicreler hiicre kiiltiiriinde ne
senesens ne de kriz sathasmna girmeden prolifere olma yetenegi (Sliimsiizliik)

kazanmislardir (16).

2.1.2. Telomer ve Telomeraz

Telomerler 6karyotik DNA kromozomlarinin uglarinda bulunan ve DNA ‘y1
degredasyon ve rekombinasyon hatalarindan koruyan 6zellesmis yapilardir (Sekil 1)
(17). Birgok ardisik hekzaniikleotit tekrardan olusan telomerler, kiiltiirde biiyiliyen
immortalize olmayan hiicrelerde gittikge kisalmaktadirlar. Insanlarda ve diger tiim
omurgalilarda, telomerik DNA guaninden zengin yiiksek derecede korunmus
TTAGGG tekrar dizilerinden olusmaktadir. Normal insan somatik hiicreleri
replikasyonun her turunda 50-100 bp’lik terminal telomerik DNA’larin1 kaybeder
(18). Telomer boylarindaki bu kisalma molekiiler olarak yaslanma ve kromozom

instabilitesinden sorumlu tutulmaktadir (19).



Telomer

Telomer

Sekil 1. Telomer yapist.
(The Nobel Assembly at Karolinska Institutet, 5 Ekim 2009, 29 Haziran 2015

tarihinde erigilmistir.
Fizyoloji veya Tip adina Nobel Komitesi Telif Hakki 2009, Cizim: Annika Rohl

http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2009/press.pdf) (23)

Telomerik DNA’nin uglarina telomer tekrar dizileri (5-TTAGGG-3') ekleyen
Ozellesmis bir DNA polimeraz olan telomeraz (Sekil 2), immortalize olmayan
hiicrelerde neredeyse hi¢ bulunmamaktadir, fakat insan kanser hiicrelerinin de dahil
oldugu, immortalize olan hiicrelerin biiyiik cogunlugunda (% 90) fonksiyonel olarak

belirgin seviyelerde eksprese edilmektedir (16, 20).

Telomeraz, telomerik DNA’y1 uzatarak, yoklugunda meydana gelebilecek
ilerleyen telomer yikimina karst koyabilir. Hem kendiliginden immortalize olan
hiicrelerdeki hem de bu enzimi eksprese etmek i¢in genetik olarak modifiye olmus
hiicrelerdeki telomeraz aktivitesinin varligi, hem senesens, hem de kriz/apoptoz
indiiksiyonuna kars1 bir direng ile baglantihidir (16). Diger yandan, telomeraz
aktivitesinin baskilanmasi telomer kisalmasina ve bu proliferatif engellerden birinin

ya da digerinin aktivasyonuna yol agmaktadir. Proliferasyonun iki engeli (senesens


http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2009/press.pdf

ve kriz/apoptoz), pre-neoplastik ve neoplastik hiicre klonlarinin asiri biiyiimesine
engel olmak icin hiicrelerde bulunan kritik anti-kanser savunmalar1 olarak
rasyonalize edilmistir. Bu goriise gore, bir¢ok baslangic neoplazisi, replikatif
boliinme yeteneklerini yitirmekte ve bu engellerden biri ya da digeri tarafindan
durdurulmaktadir. Timor olusturmaya ilerleyen nadir varyant hiicrelerin
immortalizasyonu, bu hiicrelerin telomerik DNA’larin1 senesens ya da apoptozu
tetiklemeyecek uzunluklarda tutabilme yeteneklerinden dolayr oldugu ileri
stiriilmektedir. Bu hiicreler bunu, yaygin olarak telomeraz ekspresyonunu artirarak ya
da daha az siklikla, alternatif rekombinasyon temelli telomer onarim mekanizmasi
araciligr ile saglarlar. Bundan dolayi, telomer kisalmasi, normal hiicrelerin sinirl
replikatif potansiyelini belirleyen ve boylece kanser hiicreleri tarafindan alt edilmesi

gereken bir zamanlayici cihaz gibi goriilmektedir (16).

Yapilan c¢aligmalar, telomerlerin sinirsiz proliferasyon yeteneginin oldugunu
gostermektedir (20, 21). Ardisik hekzaniikleotit tekrarlarindan olusan telomerler,
kiiltiirde biliyliyen immortalize olmayan hiicrelerde gittikce kisalmakta ve sonugta
kromozomal DNA’y1 u¢ uca flizyonlardan koruma yetenegini yitirmektedir. Bu
fiizyonlar, ayrigtiklarinda karigik bir karyotip ile sonuglanarak hiicre canliligini tehdit
eden, stabil olmayan disentrik kromozomlari olusturmaktadir. Bu nedenle, hiicredeki
telomerik DNA uzunlugu, telomerler asmnarak ve beraberinde koruyucu
fonksiyonlarimi kaybederek krize girisi tetiklemeden once, ka¢ tane ardigik hiicre

neslinin olugabilecegini belirlemektedir (15, 22).
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Sekil 2. Telomeraz enzimi ve telomer.
(The Nobel Assembly at Karolinska Institutet, 5 Ekim 2009, 29 Haziran 2015

tarihinde erigilmistir.
Fizyoloji veya Tip adina Nobel Komitesi Telif Hakki 2009, Cizim: Annika Rohl

http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2009/press.pdf) (23)

2.2. Meme Kanseri

2.2.1. Meme Kanserinin Tiirkiye ve Diinya’daki Durumu

Meme kanseri giiniimiizde kadinlarda kanserle iligkili 6liimlerin en yaygin
nedenidir. Tirkiye’de 1999 yilinda 8.879 olarak kaydedilen meme kanserli kadin
sayist, 2003 yilinda 12.772’ye ylikselmistir. 2011 yilt verilerine gore ise 100.000
kadindan yaklagik olarak 45.1°1 meme kanseri hastasidir. Ayrica ililkemizde tiim

kanserlerin % 24.1’ini meme kanserlerinin olusturdugu bildirilmistir (Grafik 1) (24).

ABD meme kanseri istatistiklerine gore; 2015 yilinda, ABD'de meme kanseri
Oykiisii olan 2,8 milyondan fazla kadin bulunmaktadir. Yine ayni istatistik verilerine
gore 2015 yilinda Amerika’da 231,840 invaziv, 60,290 non-invaziv yeni meme
kanseri vakasi teshis edilmis ve 40,290 kadinin da meme kanseri yiiziinden hayatini
kaybettigi bildirilmistir. Oliim oranm bu denli yiiksek olmasimin bir sebebi hastaligin

ge¢ evrelerinde teshis edilmesidir (25). Tedavi uygulandiktan sonra ilk 2-3 yil


http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2009/press.pdf

icerisinde tekrarlama riski en yiiksektir, devam eden yillar icerinde risk azalir fakat
hicbir zaman sifira diismez. Nilkseden meme kanserlerinin % 10-20’lik kismi
rejional sekilde izole, % 60-70’lik kismi ise anatomik bir veya birden fazla bolgeye
metastaze durumdadir (26, 27). Meme kanserinde baglica prognostik faktorler, yas,
timor blytkligl, aksillar lenf diiglimlerinin durumu, timdorin histolojik tipi,

patolojik sinifi ve hormon-reseptdr pozitifligidir (28).
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Grafik 1. Yillara Gore Kadinlarda Goriilen Meme Kanseri Insidansi, (100.000°de,
Diinya Standart Niifusu).

(Saghk Arastirmalart Genel Miidiirliigii/Saghk Bakanligi (3;31), 2013, 29 Haziran
2015 tarihinde erisilmistir. Berrak BORA BASARA, Cemil GULER, Gékalp Kadri
YENTUR, Birsen BIRGE, Erman PULGAT, Burcu MAMAK EKINCI.

©Tiirkiye Halk Saghg: Kurumu) (29)

2.2.3. Meme Kanseri Tedavi Yontemleri

Meme kanserinin memede lokalize oldugu durumlarda mastektomi standart
tedavi olarak kabul edilmektedir. Bazi durumlarda ise memeyi koruyarak uygulanan

kismi1 cerrahi miidahaleler ile beraber radyoterapi protokolleri uygulanabilmektedir.

8



Metastatik meme kanseri ise tam tedavi edilebilir olmadigindan dolay1, uygulanan
terapilerin temel hedefleri hastalarin yasam kalitelerinin yiiksek tutulmasi, tiimorle
iligkili semptomlarin azaltilmasi ve hastalarin sosyal yasamlarint miimkiin oldugunda
normal sekilde siirdiirmesinin saglanmasidir.. Metastatik meme kanserine sahip
hastalarin yagam uzunlugunu artirabilecek yeni terapilerin gelistirilmesi son yillarda

iizerinde yogun olarak ¢alisilan 6nemli bir saglik sorunudur (30).

Gliniimiizde metastatik meme kanserini tedavi etmek i¢in kullanilan
yontemler arasinda endokrin terapisi, kemoterapi, monoklonal antikor terapisi,
tirozin kinaz inhibitorleri, bifosfonatlar, radyasyon terapisi gibi yoOntemler
bulunmaktadir (30). Bunlardan endokrin terapisi metastatik meme kanseri
hastalarinda, Ostrojen hormon reseptér durumu pozitif olan hastalar igin
kullanilmaktadir (31). Kemoterapi ise endokrin tedaviden higbir yanit alinamadigi
zaman, hastalik ilerledigi durumlarda veya hormon reseptdr durumu negatif oldugu
durumlarda uygulanmaktadir. Uygulanan tedavi yontemleri, hasta i¢in olan faydalar

istenmeyen yan etkilerinden daha baskin olana kadar siirdiiriilmelidir (30).

2.2.4. Meme Kanseri Alternatif Tedavisinde Mantarlarin Rolii

Geleneksel olarak tarih boyunca hastaliklarin tedavisinde alternatif olarak
bitkilerden yararlanilmistir. Cin ve Japonya gibi Asya iilkelerinde yiizlerce yildir

mantarlar yogun olarak dogadan toplanmakta ve kiiltiire edilmektedirler (Sekil 3).

Tipta tedavi edici ve tedaviye destek amacgli olarak mantarlarin kullanimi
uzun yillardir siirmektedir. Ozellikle son yillarda artan kanser vakalarinin tedavisinde
alternatif terapilerin gelistirilmesine yoOnelik olarak tibbi mantarlara gosterilen ilgi
artmakta, mantarlar ve mantar ekstraktlarinin c¢esitli kanser tiirleri iizerine olan

etkilerini aragtiran bilimsel arastirmalar yapilmaktadir (32).



Sekil 3. Mantar yetistiriciligi yapilan ‘Fungi Perfecti’ adinda merkezde bulunan

Hericium erinaceus yetistirme odasi.

(Kenneth Miller, How Mushrooms Can Save the World. Discover Magazine 31
Mayrs 2013, 29 Haziran 2015 tarihinde erigilmistir.
http://discovermagazine.com/2013/julyaug/1 3-mushrooms-clean-up-oil-spills-

nuclear-meltdowns-and-human-health)

© Stuart Isett Mayis 2013 ) (33)

Son yillarda anti-kanser tedaviler ve mantardan elde edilen triinler lizerinde
yapilan g¢aligmalar artmistir. Yapilan calismalarda tibbi mantarin meme kanseri
iizerinde tedavi edici etkisi oldugu gozlemlenmistir. Bunun sebebi ise, igerdikleri
polisakkaridler, polisakkarid/protein kompleksler ve meyve gévdesinden izole edilen
enzimler, miselyum ve Kkiiltlir suyu olan biyoaktif polimerlerdir. Bircok
basidiyomiset grubu mantar, meyve organlarinda, misel kiiltlirlerinde, kiiltiir
sularinda biyolojik olarak aktif polisakkaritler igermektedirler. Bu polisakkaritler
degisik kimyasal yapilarda olup, bircogu B-glukan gruplarina aittir. Bunlarin glukan
temel zincirlerinde B-(1-3) dallanmalar1 bulunmakta ve ek olarak antitiimor etkileri
icin B-(1-6) yan dallart igermektedirler. Mantar polisakkaritleri kanser hiicrelerine
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direk olarak saldirmamakta, farkli immiin yanitlar1 aktive ederek antitiimor etkilerini

gostermektedirler (26).

Calismalarda Ganorderma lucidum tiriiniin yiikksek derecede invaziv meme
kanser hiicrelerinde 6nemli dl¢lide NF-kB aktivitesini engelleyici etkisi bulunmustur.
NF-kB (niikleer faktor kappa B)’nin inflamasyon, hiicre sag kalimi, transformasyon
ve onkogenezdeki Oneminin yani sira meme kanseri etiyolojisinde de Onemi

bulunmaktadir (34).

Diger bir ¢alismada Ganorderma Ilucidumun meme kanser hiicrelerinin
(MDA-MB-231) proliferasyonunu Akt/NF-kB (Protein kinaz B/ Niikleer Faktor
kappa B) sinyal yolagini engelleyerek inhibe ettigi gosterilmistir (25). Ganorderma
lucidum biyolojik etkisini NF-kB’nin ekspresyonundaki azalma sonucunda, NF-kB
tarafindan regiile edilen siklin D1’in azalmas1 ve bunun sonucunda da cdk4’{in inhibe
edilmesi ile hiicre dongiisiinii Go/G; fazlarinda durdurarak gostermektedir. Elde
edilen sonuglar, Ganorderma lucidum’un Akt/NF-kB sinyal yolag iizerindeki etkisi
sonucu MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigi ve
meme kanseri iizerindeki potansiyel terapi yontemlerinden biri olabilecegini ortaya

konmustur (35).

Diger bir mantar tiirii olan Coriolus versicolor ise meme kanser hiicrelerinde
pS3 (timor protein 53) ve Bcl-2 (B-hiicreli lenfoma)’ye bagli ya da bagimsiz
mekanizmalar ile hiicre ¢ogalmasini inhibe edici; 16semi hiicrelerinde ise NF-kB
transkripsiyon faktoriinii engelleyerek ve COX-2 (siklooksijenaz-2) ekspresyonunu

azaltarak apoptozu indiikleyici bir yanit géstermistir (36, 37).
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2.3. Hericium erinaceus

2.3.1. Hericium erinaceus ’> un Temel Ozellikleri

Hericium erinaceus’un saglik i¢in olan faydalar1 ve kullanim alanlar1 ¢ok eski

tarihlere dayanmaktadir (25).

Aslan yelesi mantar1 (Lion’s Mane Mushroom) veya Kirpi mantari
(Hedgehog Mushroom) olarak da isimlendirilen Hericium erinaceus gelenesel Cin

tibbinda uzun yillardir kullanilan yenilebilir bir mantar tiirtidiir (38).

Hericium erinaceus, mese, kayin, ceviz gibi ¢liriimiis genis yaprakli agaclar
tizerinde dogal olarak yetisir (Sekil 4). H. erinaceus’u kiiltiir ortaminda polipropilen
torbalar igerisine tarimsal atiklar yerlestirilerek yetistirmek miimkiindiir.
Basidiyomiset grubu bir mantar olan Hericium erinaceus fizyolojik etki gdsteren
bilesenler bakimindan zengin bir mantardir. Ozellikle B-glukan polisakkaritleri,
mantarin antikanser, immiinomodiilator, hipolipidemik, antioksidan ve ndroprotektif
aktivitelerinden sorumludur (39). Etki mekanizmasi tam olarak kesfedilmemis olsa
da Hericium erinaceus’un anti-kanser Ozelliklerinin, biliylik Ol¢lide igerdigi cesitli

kimyasal bilesenlerden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (40).
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Sekil 4. Kayin govdesi ilizerinde yetiskin Hericium erinaceus.

(Plant Details- Hericium erinaceus. Discover Magazine 8 Kasim 2013, 29 Haziran
2015 tarihinde erigilmistir.

http://www.newildflower.org/plant galleries/details/Hericium-erinaceus/

© Tom Harville Kasim 2008)(41)

Her 100 gr kurutulmus Hericium erinaceus’ da 22.3g protein, 3.5 g yag, 64.8
g karbohidrat ve 4.3 g su bulundugu calismalar sonucunda gosterilmistir (1).
Hericium erinaceus’un polisakkarit bilesenlerinin ise B-1,3(4)- ve a-1,4(6)-glikozidik
baglart ile bagh fukoz, galaktoz, glukoz ve mannoz’dan olustugu bildirilmistir (42).
Bunun yanisira farkli caligmalarda, iceriginde bulunan ¢Ozilinebilir sekerlerin
arabitol, glukoz, myo-inozitol ve trehaloz oldugu belirlenmistir. Amilaz, herinaz,
lakkaz, heriserin, izoherisenon, ferulik asit, B-D-glukan (Sekil 5), tripsin benzeri
proteinazlar, polisakkaritler gibi bircok bilesen de Hericium erinaceus’da
bulunmaktadir. Hericium erinaceus proteinler, mineraller ve vitaminler bakimindan

zengin bir kaynaga sahiptir (43-51).
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Sekil 5. Fungal B-glukan triple heliks yapisinin temel molekiiler yapisi.
(Norwegian Public Limited Liability Company (AS) Web sitesi- Immunomedic, 2011;
29 Haziran 2015 tarihinde erigilmistir. http://immunomedic.com/category/about-

beta-glucan/)

2.3.2. Hericium erinaceus *un Anti-Kanser Ozelligi

Kim ve arkadaslar1 Hericium erinaceus  ekstraktlar1 ile yaptiklart bir
calismada timorli  farelerde  Hericium  erinaceus’un anti-timor  etkisini
gostermislerdir. Bu calismada CT-26 kolon kanseri farelerde tiimdriin biiyliimesinin
Hericium erinaceus ekstraktlari ile inhibe edilebildigi gézlemlenmistir (52). Yapilan
baska bir ¢calismada da Hericium erinaceus herisenon bilesenlerinin A549, SK-OV-3,
SK-MEL-2 ve HTC-15 hiicre hatlarinda 6nemli oOlgiide sitotoksik etki yaptigi
bildirilmistir (2, 45). Ayrica, Hericium erinaceus’un heriserin A ve heriserin (Sekil

6) bilesenlerinin hiicre 6liimiinii uyardig: gosterilmistir (40).
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Sekil 6. Heriserin’ in kimyasal yapisi.

(Osaka Institute of Technology: Materyal ve Yasam Kimyasi Laboratuvari, 2011; 29
Haziran 2015 tarihinde erigilmistir.
http://'www.oit.ac.jp/chem/cherry/2_lab/research/research-kobayashi-new-
english.php)

Apoptotik hiicre Oliimiiniin tipik karakteristigi, kromatin kondensasyonu,
membran  sizintisi, hiicrenin  biiziilmesi ve sub-G; haplodiploid hiicre
poptilasyonunun artigidir (53). Akis sitometrisi ile HL-60 hiicre hattinda yapilan bir
arastirmada heriserin A ve heriserin’in apoptoz ve hiicre donglisiine etkisi
arastirilmis ve bu bilesenlerin sub-G; fraksiyonunda hiicrelerin oranini zamana bagh
olarak artirdiklar1 ve apoptozu indiikledikleri gosterilmistir (40). Bu Hericium
erinaceus bilesenleri ile indiiklenen apoptozun altinda yatan mekanizma ise HL-60
hiicrelerinde 6ncelikle Bcl-2 ve Bax (Bcl-2 baglantili X proteini) proteinlerinin
ekspresyonlarinin degisimi ile agiklanmistir. Bax ekspresyonunun belirgin bir sekilde
arttigi, Bel-2 ekspresyonunun ise zamana bagli olarak diisiis gdsterdigi 1Csy dozlar
(hiicre proliferasyonunun % 50°ni inhibe eden konstantrasyon) Bax i¢in 3.06 uM,
Bcl-2 icin ise 5.47 puM olarak hesaplanip gosterilmistir. Ayrica apoptoz ile iliskili
olarak caspase-3 ‘iin aktif formlarinin zamana bagli bir yiikselis gosterdigi

bulunmustur (2).

Allograft fare modellerinde ve in vitro ¢alismalarla Hericium erinaceus un
anti-metastatik etkinligi genis kapsamli olarak aragtirllmistir (54). Bu g¢aligmalarda
Hericium erinaceus sicak su ve etanol ekstraktlarinin CT-26 hiicrelerinde apoptotik
hiicre Oliimiinii indiikledigi, ekstraseliiler matriks-degredasyon proteazlarinin,

metalloproteinazlarin (MMP) ve {irokinaz tip plazminojen aktivatdriiniin (u-PA)
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ekspresyonlarini  diisiirdiigii, aynt zamanda hiicre biiyiimesini diizenleyen sinyal
proteinleri ekstraseliiler regiile kinaz’in (ERK), JNK (Janus N-terminal kinaz), p38
“mitojen activated protein kinaz” (MAPK) ve diger hiicre biiytimesi ile iliskili

proteinlerin fosforilasyonlarini baskilandigi gozlemlenmistir (55).

c-FLIP (cellular FLICE-inhibitor protein); uzun (c-FLIPL), kisa (c-FLIPS) ve
c-FLIPR varyantlar1 seklinde insan hiicrelerinde eksprese olmaktadir. c-FLIP, FADD
ve/ ve ya caspase-8 veya caspase-10 ve TRAIL reseptdr 5 (DRS)’e ligant-bagimli
veya bagimsiz bicimde ve apoptoz inhibitér kompleksine (AIC) baglanmaktadir. Bu
etkilesim sonug¢ olarak Sliimii indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusumunu ve
daha sonraki kaspaz kaskadinin aktivasyonunu 6nlemektedir. Bir¢ok tiimor tipinde c-
FLIP’in up-regiile oldugu ve sitokinler veya c¢esitli kemoteropdtik ajanlar araciligr ile
susturulmasi durumunda apoptozun devreye girebildigi gosterilmis bu da c-FLIP’in
kanser terapisinde onemli bir hedef olabilecegi diisiincesini dogurmustur (56).
Hericium erinaceus’un, insan hepatokarsinom hiicrelerinde doksorubisin ile
uyarilmis apoptozu, c-FLIP ekspresyonunu azaltip doksorubisin-iliskili apoptotik

sinyali indiikleyerek arttirdig1 gosterilmistir (57).

Apoptoz; hiicre biiziilmesi, hiicre yiizeyinde fosfatidilserin ekspresyonu,
kromatin kondensasyonu, DNA fragmentasyonu ve hiicresel yapilarin apoptotik
cisimciklere parcalanmasi ile karakterize edilen bir takim hiicresel olaylarin
gerceklestigi olaylar biitiintidiir (24). Fitokimyasallar, intrensek (mitokondriyal) ve
ekstreksek (6liim reseptorleri) yolaklar araciligiyla apoptoz uyarilmaktadir (58).
Intrensek yolak, mitokondriyal dis membran gegirgenligi, pro-apoptotik faktdrlerin
salmimint igerirken; ekstrensek yolak, apoptotik hiicre OJliimiine yol acacak
proteinleri aktive eden plazma membrani ve 0liim reseptdrleri arasindaki etkilesimi
icermektedir (59). Hericium erinaceus un sicak su ve etanol ekstraktlari ile yapilan
bir ¢alismada, U937 insan 16semi hiicrelerinde pro-apoptotik proteinler olan Bax,
Bad ve Bid’in anti-apoptotik proteinler olan Bcl-2, Bel-xL(S) ve clAP’ye gore

ekspresyonlarini artirdig1 gosterilmistir (59).

16



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullanilan Materyal
MCF-7 meme adenokarsinom, aderan, ER(+) PR(+) Her2(+) hiicre hatti

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler
Alkol (% 70’1ik ve % 96-100’liik etanol ¢ozeltisi)

BCA protein assay kit INTRON)

FBS-fetal bovine serum (Lonza/DE14-802E) [-20°C]
RPMI (Lonza/BE12-115F) [+4°C]

Kloroform (Izoamil alkol icermeyen)

Lamel

Mg*" ve Ca*"suz PBS

Mikro pipet seti (Thermo/10, 100, 1000uL)
Neubauer Lamu1

P/S-Penisilin/Streptomisin (Lonza/DE17-602E) [-20°C]
RNaz igermeyen steril pipet uclar: (10pL)

RNaz inhibitorii

Steril Cryo tiipler (1,5-2mL)

Steril Flasklar (25, 75cm?)

Steril Pipet Uglar1 (10, 100, 1000uL)

Steril Plaklar (6, 96 kuyucuklu)

Steril Serolojik Pipetler (2, 5, 10, 25mL)

Steril Tiipler (15, 50mL)
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Siringa ve igne

Taq Polimeraz

Tek kullanimlik eldivenler

TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA Kit
TripsinEDTA (Lonza/BE17-161E) [-20]
WST8 Cell Counting Kit (Sigma/96992)

3.1.3 Kullanilan Cihazlar
Inkiibatér (Thermo/Forma Series 1I) (Thermo/Steri-Cycle)

Laminar Flow Kabin (Thermo/MSC.12) (Thermo/MSC.Advantage)
Mikrosantrifiij (Eppendorf, Minispin)

Mikroskop (Olympus/IX71)

Orbital calkalayicili inkiibator (Stuart S1500)

Plak okuyucu spektrofotometre (Thermo Multiskan EX)

Santrifiij (Thermo IEC CL31R Multispeed)

Vorteks (Labnet, VX100)
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Tibbi aragtirmalarda kiiltiir ortaminda kontrollii sartlar altinda cogaltilan
hiicreler ile kanser bagta olmak {izere cesitli patolojik durumlarda belli bir maddenin
etkilerini ya da bir hiicre veya dokuda iiretilen belli bir maddenin islevlerini

belirlemek amaciyla hiicre kiiltiirleri deneyleri yiiriitilmektedir.

3.2.1.1 MCF-7 Hiicre Hatt1
MCF-7 hiicreleri in vitro meme kanseri arastirmalari i¢in kullanilmaya
uygundur. MCF-7 hiicreleri meme epitelinin bir¢ok karakteristik 6zelligini icermekte

ve Ostrojen reseptor pozitif (ER(+)) hiicre hatt1 olarak bilinmektedirler (60).

3.2.1.2. Hiicre Biiyiime Ortaminin Hazirlanmasti

Biiyiime ortamlari (Besi yerleri) + 4 C’de birkag¢ ay saklanabilmektedir.
Ortam pH’nin bazik veya asidik yonde degismesi ortamda yer alan pH
indikatorlerinin ortamin rengini degistirmesi ile aywrt edilebilmektedir. MCF-7
hiicreleri i¢in % 10 FBS, % 1 Penisilin/Streptomisin iceren RPMI-1640 besi yeri
kullanildi.

3.2.1.3. Hiicre Dondurma Ortaminin Hazirlanmast
Dondurma ortam1 % 45 FBS, % 45 Biiylime Ortami, % 10 Dimetil siilfoksit
(DMSO) kullanilarak taze hazirlanarak kullanildi.

3.2.1.4. Hiicrelerin Rutin Kontrolii

Hiicreler 25 cm?® ve 75cm*’lik flasklarda, 37 'C, % 5 kismi CO, basinci
altinda cogaltildi. Flask, cryo tlip ve plaklaklarin iizerine, igerisinde bulunan hiicre
hattinin adi, tarihi, pasaj numarast ve gereken diger bilgiler diizenli olarak yazildi.
Hiicreler her giin makroskobik ve mikroskobik olarak kontrol edildi. G6ézle yapilan

kontrolde kontaminasyon gostergesi olan bulaniklik ve ortamin tiikenmesinin sonucu
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olan renk degisimi kontrol edildi. Mikroskobik incelemede hiicrelerin yogunlugu ve
morfolojisi kontrol edildi. Yogunlugu % 80’ in {izerinde olan hiicreler pasajlandi

veya daha sonra kullanilmak tizere donduruldu.

3.2.1.5. Hiicre Ortamunmin Degistirilmesi
Flaskin igindeki ortam atik kabina ve ya herhangi bir yere temas ettirilmeden
uzaklastirildi. 25cm” flasklar igin taze hazirlanan ortamdan 4 mL, 75cm” lik flasklar

icin 10 mL besi yeri kullanild: .

3.2.1.6. Hiicrelerin Toplanmast

Flask igerisinde bulunan ortam kontaminasyon yaratmayacak bir sekilde
uzaklastirildi. Onceden 37 °C’de 1sitilmis olan tripsin 25cm” flask’a 1 mL, 75cm?
flask’a 3 mL tripsin eklendi. Tripsin eklenmesinden sonra flasklar yaklagik olarak 5
dakika inkiibatérde bekletildi. Inkiibasyondan sonra flask yiizeyi hiicrelerin kalkip
kalkmadiklarin1 anlamak i¢in kontrol edildi. Eger hiicreler ylizeyden kalkmamissa
flask yumusak darbelerle kenarindan sallanarak hiicrelere zarar vermeyecek sekilde
kalkma stirecleri hizlandirildi. Hiicreler flask yiizeyinden kalktiklar1 zaman flaskin
icerisindeki tripsin + hiicre siispansiyonu toplanip steril tiipe aktarildi. Siispansiyon
izerine esit miktarda biiylime ortami ilave edilip tripsinin inhibe edilmesi saglandi.
Steril falkon tiipti 1200 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Pellet yeterli
miktarda taze bilyiime ortami veya dondurma ortamui ile siispanse edilip -80 'C’de

saklandi veya lize edildi.

3.2.1.7. Pasajlama
Toplanip siispanse edilen hiicreler, sayilarak flasklara ekildi. Ekim sonrasinda
flasklarin igindeki ortam miktar, 25cm? flask i¢in 4 mL, 75cm? flask i¢in 10 mL taze

bliylime ortami ile tamamlandi.
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3.2.1.8. Hiicre Sayumi

Toplanip siispanse edilen hiicrelerden yaklagik 10 pL. Neubauer laminin her
iki tarafina yiiklendi. Orneklerde canlilik degerlendirilmesi yapilacaksa siispansiyon
lama yiiklenmeden oOnce 1:1 oraninda tripan mavisi ile karstirildi, canlilik
degerlendirmesi yapilmayacaksa drnekler dogrudan lama yiiklendi. Lamin iist ve alt
taraflarindaki her biri 16 kiigiik kareden olusan 4 kare (toplamda 8 kare) sayildi.

Toplam 16 degerin ortalamasi alindi. Mililitre basina diisen hiicre sayist;
Mililitredeki hiicre sayist = Ortalama deger x seyreltme faktorii x 10
formiilii kullanilarak hesaplandi.

Sayilan hiicreler denemelerde kullanilmak amaciyla 96 kuyucuklu plaklara
(5x10°-10x10°-20x10°  hiicre/kuyucuk), 6 kuyucuklu plaklara (40x10>-50x10’
hiicre/kuyucuk) ya da 25cm? flasklara (100x10°-200x 10’ hiicre/kuyucuk) ekildi.

3.2.1.9. Hiicrelerin Dondurulmasi
Toplanan hiicreler 75cm” flask i¢in 5 mL dondurma ortami ile siispanse
edildi. Hazirlanan siispansiyon “cryo” tiiplere 1 mL miktarinda dagitildi. Ttipler -20

"C’de 1-2 saat bekletildikten sonra -80 "C’de derin dondurucuya kaldirild:.

3.2.1.10. Hiicrelerin Coziilmesi

Derin dondurucudan (-80 'C) alan “cryo” tiip hizli bir sekilde ¢oziildii.
(Coziilmiis siispansiyon tiipe aktarilarak iizerine taze hazirlanan ve oda sicakliginda
birakilmis biiylime ortamindan 4 mL ilave edildi. Tip, 1200 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Pellet 5 mL biiyiime ortaminda siispanse edilerek 25 cm® flaska
ekildi. Flask inkiibatore koyuldu. Hiicrelerin her ¢oziiliisii sonrasi pasaj numarasi bir

artirilarak kaydedildi.

3.2.2. Sitotoksisite Analizi
Cell Counting Kit (Sigma/96992) (hiicre sayim kiti) kullanilarak analizler
gerceklestirildi. Cell counting kit-8 (CCK-8) soliisyonu igerisinde, WST-8 (2-(2-
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metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-
tetrazolyum,monosodyum tuzu)’i barindirmaktadir. CCK-8 soliisyonu hiicrelere
direkt olarak verilir ve Onceden hazirlanmasina gerek yoktur. WST-8 hiicresel
dehidrogenaz biyorediiksiyonu sonucu hiicre kiiltiir ortaminda ¢6ziinebilen turuncu
formazani olusturur (Sekil 7). Olusan formazan miktari, canli hiicre miktariyla dogru
orantilidir. CCK-8 sollisyonunun stabilitesi ve diisiik sitotoksik etkinligi sebebiyle
hiicrelerin uzun inkiibasyonu (24-48 saat) miimkiin olmaktadir. CCK-8,
proliferasyon ve sitotoksisite deneylerinde canli hiicre sayisinin belirlenmesinde
hassas kolorimetrik ol¢limii olanakli kilmaktadir (Grafik 2). Bu kitin ol¢iim
hassasiyeti diger tetrazolyum tuzu igeren kitlere (MTT, XTT ya da MTS) kiyasla
daha ytiksektir.
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Sekil 7. WST-8 ve WST-8 formazan’ in kimyasal gosterimi.

(Yiiksek Sogurma Kullanan Absorbans Temelli Sitotokisite Deneyi, Suda Coziinen
Tetrazolyum Tuzu, 3 Mart 2009, 29 Haziran 2015 tarihinde erisilmistir.
http://www.biotek.com/assets/tech_resources/An_Absorbance-based-
Cytotoxicity App%20Note.pdf)

© BioTek Instruments) (61)
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Grafik 2. WST-8 formazan’ 1n absorbsiyon spektrumu.
(Sigma-Aldrich Cell Counting Kit-8 Genel Bilgi, 2011, 29 Haziran 2015 tarihinde

erisilmistir. https.//www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-

aldrich/docs/Sigma/Datasheet/6/96992dat.pdf) (62)

3.2.2.1. Hiicrelerin toplanmasi

Flask yiizeyinde % 70-80 yogunluga ulasan hiicreler tripsin ile kaldirilarak
topland1. 75cm’ flasklar i¢in 3 mL, 25cm® flasklar i¢in ise 1 mL tripsin kullanildu.
Hiicreler Neubauer lamina yliklenerek sayildi. Hiicreler 50 pL’de 10.000 hiicre

olacak sekilde siispanse edildi.

3.2.2.2. Hiicrelerin ekilmesi

96 kuyucuklu plaklara kuyucuk basina 10.000 hiicre olacak sekilde 50° ser puL
ortam igerisinde ekim yapildi. Farmakolojik dozlama ile ¢aligildi. Buna gore
verilecek ilacin ya da ekstraktin konsantrasyonu hesaplandi. Blank (Kor hiicresiz
ortam)-Kontrol (Sadece hiicre igeren ortam)-1nM-10nM-100nM-1pM-10uM-100uM
sablonuna uygun olarak 6 tekrarli ekim yapildi.
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Kor: Hiicresiz ortam
Kontrol: Hiicre i¢eren ortam

Kor ve kontrol disindaki diger kuyucuklarda S0uL hiicre igeren ortam ve 50uL ilag /
ekstrakt olarak toplam 100 pL yiiklendi. Kér kuyucuguna 100 pL ortam, kontrol
kuyucuguna ise 50 pL hiicre igeren ortam ardindan 50 pL ortam eklenerek son hacim

100 pL’ye tamamlandi.

3.2.2.3. Canlilik tayininin yapilmasi

Inkiibasyon siiresi sonunda (24, 48 ve 72. saatte) her kutucuga 10ul CCK-8
soliisyonu eklendi. Orbital calkalayicili inkiibatorde 37 "C’de 50-60 rpm’de 30
dakika inkiibe edildi. Olgiim 450 nm dalga boyunda Plak okuyucu
spektrofotometrede (Thermo Multiskan EX) yapildu.

Kor kuyucuklarmma ait absorbanslarin ortalamasi almip biitlin kuyucuklardaki
absorbans degerlerinden ¢ikarildi. Her bir doza ve uygulama yapilmamis (non-
treated) hiicrelere ait absorbans degerlerinin ortalamasi alindi. Sonuglar hiicrelere
uygulanan her bir doz i¢in asagidaki formiile gore hesaplandi ve excel tablosunda
grafigi ¢izildi.

Hiicre canliligi (%) = 100 x (uygulama yapilmis kuyucuklara ait ortalama absorbans/

uygulama yapilmamis kuyucuklara ait absorbans)

Her bir doz, kor ve uygulama yapilmamais hiicre grubu 6 tekrarl olarak galisiimistir.
Excel grafiklerinde hata ¢ubuklarinin degerleri her bir gruba ait kuyucuklarin (doz
uygulanmis, kor ve uygulama yapilmamis) absorbans degerleri belirlendikten sonra

bu degerlerin standart sapmasi alinarak hesaplanmaistir.

25



3.2.3 Telomeraz Aktivite Tayini

Telomeraz aktivite tayini igin TeloTAGGG Telomeraz PCR ELISA kiti
(Roche Applied Science, Mannheim/Germany) kullanildi. Bu kit telomeraz kaynakli
uzama tlrlinlerinin radyoaktif olmayan isaretlenme sonrasinda ELISA protokoliiniin

izlenmesi ile yiiksek spesifitede bir amplifikasyon saglamaktadir (Sekil 8).

Kitin uygulamasi farkli basamaklardan olusmaktadir. Ik basamak, telomeraz
biyotin-isaretli sentetik P1-TS-primerin 3" ucuna telomerik tekrarlarin (TTAGGG)
eklenmesidir. Ikinci basamakta, uzama {iriinleri P1-TS ve P2 primerler kullanilarak

PCR ile ¢cogaltilmaktadir.

Alikotlanmig PCR iiriinii denatiire edilir ve sonrasinda digoxigenin-(DIG)-
isaretli telomerik tekrar-spesifik probu ile hibridize edilir. Olusan {iirliniin biyotin
isaretli primer ile streptavidin-kapli mikroplak’a immobilizasyonu gergeklestirilir.
Belirleyici prob ve hibridizasyon kondiisyonlar1 en yiiksek spesifite ve sensitiviteyi
saglayacak sekilde optimize edilmistir. immobilize PCR iiriinleri daha sonra
peroksidaz bagli bir antikor ile (anti-DIG-POD) ile belirlenir. Son olarak da,
peroksidaz tarafindan metabolize edilen Tetrametilbenzidin’in (TMB) renkli

reaksiyon triinii olusur.

TRAP P 1-TS
BASAMAGI @ s >
Basamak 1 @) pummmmmm— oD
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bivotin ° &
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Basamak 3 dioksijenin Basamak 4
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Sekil 8. TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA kitinin genel ¢alisma prensibi.
(Roche Applied Science, 2010; 29 Haziran 2015 tarihinde erisilmistir.

https.//pim-eservices.roche.com/LifeScience/Document/44383c77-93ed-e311-98al-
00215a9b0ba8) (63)

3.2.3.1. Hiicre Ekstraktinin Hazirlanmast

Hiicreler sayilarak hiicre ekstraklari hazirlandi. Bunun i¢in, hiicreler 1.5
mL’lik mikrosantrifiij tiipiine 2 x 10° hiicre olacak sekilde aktarildi. Aktarilan
hiicreler 3000 g’de 10 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Ardindan 6rnekler PBS
ile yikandi, santrifiij asamasi ayn1 sekilde tekrarlandi. Tekrarlanan santrifiij basamagi
sonrasinda PBS dikkatlice uzaklastirildi. PBS’ in wuzaklastirilmasindan sonra
orneklere 200 pL “lysis reagent” (soliisyon 1) eklenerek ornekler siispanse edildi.
Ormek siispansiyonlar1 buz iizerinde 30 dakika siireyle inkiibe edildi. Sonrasinda
ornekler 16 000 g’de 20 dakika +4 "C’de santrifiij edildi. Santrifiij edilen 6rneklerden
175 pL siipernatant dikkatli bir sekilde yeni bir tiipe aktarildi. Kalan ekstrakt buz
iizerinde alikotland1 ve sokla donduruldu. Deneyin yapilacag: giine kadar - 80 °C’de

saklanda.
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3.2.3.2. Reaksiyon Karigtminin Hazirlanmasti

Sise Kapak rengi Icerigi
numarasi

1 Siyah kapak Lizis reaktifi

2 Sar1 kapak Reaksiyon karigimi

3 3Menekse kapak Denatiirasyon reaktifi

4 Beyaz kapak Hibridizasyon tamponu

5 Yesil kapak Yikama tamponu

6 Kirmizi kapak Anti-DIG-POD
(antidioksijenin-peroksidaz)

/ Kirmiz1 kapak Konjuge diliisyon tamponu

8 Siyah kapak TMB substrat soliisyonu

9 Mavi kapak Reaksiyon durdurucu reaktif

10 Renksiz Pozitif kontrol hiicre ekstrakti

Tablo 1. TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA Kiti igerisinde yer alan soliisyonlar.

Test edilen her 6rnek ve her kontrol i¢in 25 pL reaksiyon karigimi (soliisyon

2) PCR amplifikasyonu i¢in uygun olan tiiplere aktarildi.

Tablo 2’de agiklanan sekilde Ornek, negatif ve pozitif kontrol reaksiyon
karigimlart hazirlandi. Bu iglemler esnasinda tiim pipetlemeler buz iizerinde

gerceklestirildi.

28



Ornekler Her tiipe 1-3 pL hiicre ekstrakti eklendi. (1-50 pg total proteine
karsilik gelecek sekildel x 10°— 3 x 10 hiicre)

Negatif 1-3 pL 1s1 ile muamele edilmis hiicre ekstrakti eklendi. (1-50

Kontrol ng total proteine karsiik gelecek sekildel x 10° — 3 x 10°
hiicre)

Pozitif 1-3 pL yeniden hazirlanmus soliisyon eklendi (1 x 10° hiicreye

Kontrol karsilik gelecek sekilde).

TOPLAM | Son hacim 50.0 pL olacak sekilde steril su eklendi.
HACIM

Tablo 2. Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi.

Negatif kontroliin hazirlanmasi: 10 pL hiicre ekstrakti (pozitif kontrol) ya
da NT (muamele yapilmamus) hiicreler 85 'C’de 10 dakika inkiibe edildi.

3.2.3.3. PCR Amplifikasyonu

Tiipler termal dongiileyiciye yerlestirildi ve primer uzama basamagi i¢in 25
°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Telomeraz inaktivasyonu i¢in 94 °C’de 5 dakika,
amplifikasyon basamagi i¢in ise 94 °C’de 30 saniye, 50 °C’de 30 saniye ve 72 °C’ de
90 saniye 3 basamakli 30 dongii gerceklestirildi. Protokolde belirtilen 72 °C’de 10
dakikalik inkiibasyondan sonra tiipler termal dongiileyici cihazinda ELISA 6ncesi 4
°C’de bekletildi.
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3.2.3.4. ELISA

Analiz i¢in 20 pL denatiirasyon soliisyonu (soliisyon 3) reaksiyon tiiplerine
eklendi. Ardindan 5 pL amplifikasyon iriinii ilave edilerek 25 ‘C’de 10 dakika
inkiibasyon gergeklestirildi. Inkiibasyon sonrasi 225 upL hibridizasyon tamponu
(soliisyon 4) eklendi ve ornekler vortekslendi. Karigimdan ELISA plaginda her
kuyucuga 100 pL koyularak kuyucuklar kendinden yapiskanli folyo ile kapatildi.
Plak 37 'C 300 rpm’de 2 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
hibridizasyon tamponu kuyucuklardan tamamen uzaklastirildi. Ardindan kuyucuklar
3 kez 250 pL Yikama tamponu (Washing Buffer) (soliisyon 5) ile her defasinda en az
30 saniye siire ile hafifce calkalanarak yikandi. Yikama sonunda yikama tamponu

uzaklagtirildu.

Yikama iglemi sonrasinda her kuyucuga 100 pL Anti-DIG-POD soliisyonu
(soliisyon 11) eklendi. Kuyucuklar folyo ile kapatilarak ve 6rnekler 15- 25 "C 300
rpm’de 30 dakika siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda Anti-DIG-POD
soliisyonu tamamen uzaklastirildi. Ornekler, 250 uL yikama tamponu ile (soliisyon
5) ile 5 kez her defasinda en az 30 saniye yikandi ve yikama sonunda yikama
tamponu uzaklastirildi. Analiz i¢in her kuyucuga 100 pl. daha onceden oda
sicakliginda ¢ozdiiriilmiis TMB substrat soliisyonu (soliisyon 8) eklendi. Plak folyo
ile kapatilarak érnekler 15-25 ‘C ve 300 rpm’de 20 dakika boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 100 pL “Stop” Soliisyonu (soliisyon 9) her kuyucuga eklendi
enzim reaksiyonu durduruldu ve analiz 6ncesi reaksiyon iirliniiniin renginin maviden

sartya dondiigii gozlemlendi.

Reaksiyon sonlandirildiktan sonra 30 dakika igerisinde mikroplak okuyuculu
bir spektrofotometre (Thermo Multiskan EX) kullanilarak 6rneklerin absorbansi 450
nm ve 690 nm dalga boylarinda &lgiildii. Orneklerin absorbans farklar1 asagidaki

formiille belirlendi:
Absorbans (AA) = A450 - A690

Her bir ekstrakt konsantrasyonu ve uygulama yapilmamis (non-treated) hiicrelere ait
absorbans degerlerinin ortalamasi alindi. Sonuglar hiicrelere uygulanan her bir doz
icin asagidaki formiile gore hesaplandi ve grafikler Microsoft Excel programi

kullanilarak cizildi.
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Telomeraz Aktivite Degeri (%) = 100 x (Uygulama yapilmis kuyucuklara ait

ortalama absorbans/ Uygulama yapilmamis kuyucuklara ait absorbans)

Her bir konsantrasyon, kor ve uygulama yapilmamis hiicre grubu 3 tekrarli olarak
calisilmistir. Microsoft Excel grafiklerinde hata gubuklarinin degerleri her bir gruba
ait kuyucuklarin (ekstrakt uygulanmis, kor ve ekstrakt verilmemis) absorbans

degerleri belirlendikten sonra bu degerlerin standart sapmasi alinarak hesaplanmstir.
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4. BULGULAR

4.1. ICs9) Degerinin Belirlenmesi

Calismada Hericium erinaceus mantarindan elde edilen ekstraktlarin hiicre
canlilig1 iizerine olan etkileri WST-8 yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bu amagla,
Hericium erinaceus makro-mantarina ait etanol-su, eter, metanol, ctilasetat, etanol ve
su ekstraktlar1 DMSO’da ¢oziilerek hiicrelerin bulundugu ortama 0-100 pg/mL
konsantrasyon araliginda (0; 0.001; 0.01; 0.1; 1; 10; 100 pg/mL), her biri 5 tekrarl
olacak sekilde uygulanmistir. MCF-7 hiicreleri 24, 48 ve 72 saat siiresince ekstraktlar
ile inkiibe edilmistir. Ekstraktlarin hiicre canlili§1 {izerine olan etkileri WST-8
yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Elde edilen absorbans
verileri kullanilarak ekstraktlara ait canlilik inhibisyon grafikleri Microsoft Office
Excel programi kullanilarak c¢izilmistir. Uygulama yapilmamis hiicre grubuna gore
her bir konsantrasyonun yol actigi canlilik inhibisyonunun istatistiksel olarak
anlamlilig1 Graphpad Instat v.3.1 yazilim1 kullanilarak Post-Test ile birlikte tek yonlii

Anova analizi ile belirlenmistir.

MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 iizerinde Hericium erinaceus etanol
ekstraktinin 24, 48 ve 72 saat WST-8 sonuglar1 degerlendirildiginde etanol
ekstraktinin 24 saatte en yiiksek konsantrasyonunda % 20 civarinda hiicre canliligin
azalttig1 tespit edilmistir. Bu azalis 48 saat sonunda en yiiksek konsantrasyonda %
30’a ¢ikmustir.  Ucgiincii  giiniin  sonunda ise hiicre canliiginda en yiiksek
konsantrasyonda % 40 oraninda azalma tespit edilmistir. MCF-7 hiicrelerinde
Hericium erinaceus etanol ekstraktt uygulamasi sonrasi inkiibasyon siireleri ve
karsilik gelen canlilik yiizdeleri degerleri Grafik 3, Grafik 4 ve Grafik 5° te

verilmistir.
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Analiz sonucunda etanol ekstraktinin 24. saatte en yiiksek konsantrasyonda

(100 pg/ml) % 30, 0.1 pg/mL konsantrasyonunda % 20 oraninda canlilig
indiikledigi tespit edilmistir (Grafik 3).

Grafik 3. Hericium erinaceus etanol ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 24.
saat hiicre canlilik grafigi.
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Etanol ekstraktinin 48. saat hiicre canlilik grafigine (Grafik 4) bakildiginda en
yliksek konsantrasyonda (100 pg/mL) istatistiksel olarak anlamli bulunan % 20
civarinda bir hiicre canlilif1 indiiksiyonu gozlenmistir (p<0.01). Benzer sekilde 48.
saatte 1 pg/mL konsantrasyonda da istatistiksel olarak anlamli % 10 oraninda hiicre

canlilig1 indiiksiyonu s6z konusudur (p<0.05).

Grafik 4. Hericium erinaceus etanol ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 48.
saat hiicre canlilik grafigi.
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Etanol ekstraktina ait 72. saat hiicre canlilik grafigi degerlendirildiginde
(Grafik 5) 0.01- 10 pg/mL  konsantrasyon araliginda yaklasik olarak % 10

civarlarinda inhibisyon gozlenmistir. Ancak bu inhibisyonlar istatistiksel olarak
anlamli degildir (p>0.05).

Grafik 5. Hericium erinaceus etanol ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 72.
saat hiicre canlilik grafigi.
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Hericium erinaceus eter ekstraktina ait 24. saat hiicre canlilik yiizdeleri grafik
6’da verilmistir. Eter ekstrakti 0.01, 1, 10 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda

istatistiksel olarak anlamli olmayan inhibisyona yol agmistir (p>0.05).

Grafik 6. Hericium erinaceus eter ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 24. saat
hiicre canlilik grafigi.
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Eter ekstraktina ait 48. saat hiicre canlilik analiz sonuglar1 0.01 pg/mL
konsantrasyonunda % 20, 0.1 pg/mL konsantrasyonunda % 21 oraninda istatistiksel
olarak anlamli bulunan (p<0.05) hiicre canlilig1 indiiksiyonunu gostermektedir. Eter

ekstraktinin 48. saatte en yliksek konsantrasyonda (100 pg/mL) % 31 oraninda hiicre
canlili§ini inhibe ettigi saptanmigtir (p<<0.01) (Grafik 7).

Grafik 7. Hericium erinaceus eter ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 48. saat
hiicre canlilik grafigi.
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Grafik 8’de MCF-7 hiicrelerine uygulanan eter ekstraktinin 72. saat hiicre %

canlilik degerleri verilmistir. 72. Saatte 0.1, 1, 10 ve 100 pg/mL

konsantrasyonlarinda sirastyla % 19, % 22, % 30, % 39 oranlarinda anlamli hiicre

canlilig1 inhibisyonu tespit edilmistir (p<0.01).

Grafik 8. Hericium erinaceus eter ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 72. saat
hiicre canlilik grafigi.
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Hericium erinaceus etilasetat ekstraktt ile yapilan canlilik inhibisyon
degerlendirmesinin sonuglart Grafik 9-11°de verilmistir. Etil asetat ekstraktinin
MCF-7 hiicrelerinde 24 ve 72. saatte hiicre canlilig1 lizerine etkisi bulunmamaistir

(p>0.05). En yiiksek ekstrakt konsantrasyonunda (100 pg/mL) 48. saatte hiicre
canlilig1 % 46 oraninda indiiklenmistir (p<0.01).

Grafik 9. Hericium erinaceus etilasetat ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 24.
saat hiicre canlilik grafigi.
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Grafik 10. Hericium erinaceus etilasetat ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde
48. saat hiicre canlilik grafigi.
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Grafik 11. Hericium erinaceus etilasetat ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde
72. saat hiicre canlilik grafigi.
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Hericium erinaceus su ekstraktt uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait 24. saat
hiicre canlilig1 grafiginde (Grafik 12), 1 pg/mL konsantrasyonda % 36, 10 pg/mL’de
% 29 ve uygulanan en yiiksek konsantrasyon olan 100 pg/mL’de % 39 oraninda

anlamli hiicre canlilig1 inhibisyonu tespit edilmistir (p<0.01).

Grafik 12. Hericium erinaceus su ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 24. saat
hiicre canlilik grafigi.
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Bununla beraber su ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinin 48. Saat hiicre

canlilik analizi degerlendirildiginde 100 pg/mL’de hiicre proliferasyonu % 19
artmistir (p<0.05).

Grafik 13. Hericium erinaceus su ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 48. saat
hiicre canlilik grafigi.
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Hericium erinaceus su ekstraktinin MCF-7 hiicrelerinde 72. saat % hiicre

canlilif1 tizerine sitotoksisite veya proliferasyon yoOniinde anlamli bir etkisi
bulunmamuistir (Grafik 14).

Grafik 14. Hericium erinaceus su ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 72. saat
hiicre canlilik grafigi.
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Etanol-su ekstraktinin MCF-7 hiicrelerinde hiicre canlili1 iizerine olan
etkileri arastirildiginda 24. saatte 0.01- 10 pg/mL konsantrasyon araliginda anlamli
bir degisiklik tespit edilmemistir. Uygulanan 100 pg/mL etanol-su ekstraktinin MCF-
7 hiicrelerini % 21 oraninda prolifere ettigi tespit edilmistir (p<0.01) (Grafik 15).

Grafik 15. Hericium erinaceus etanol-su ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde
24. saat hiicre canlilik grafigi.
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Hericium erinaceus etanol-su ekstraktinin 48. Saatte hiicre canlilig1 lizerine

istatistiksel olarak anlamli bir etkisi bulunmamistir (Grafik 16).

Grafik 16. Hericium erinaceus etanol-su ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde
48. saat hiicre canlilik grafigi.
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Hericium erinaceus etanol-su ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 72.

saat sonunda hiicre canliligi 1 pg/mL ve 10 pg/mL konsantrasyonlarda sirastyla %

18 ve % 29 inhibe olmustur (p<0.05 ve p<0.001) (Grafik 17).

Grafik 17. Hericium erinaceus etanol-su ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde
72. saat hiicre canlilik grafigi.
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Metanol-su ekstraktinin hiicre canlilif1 tizerine etkileri arastirildiginda 100
pg/ml konsantrasyonda 24. saatte hiicre canlilifinda % 36 oraninda 48. saatte % 30

oraninda istatistiksel olarak anlamli artis tespit edilmistir (p<0.01) (Grafik 18 ve 19).

Grafik 18. Hericium erinaceus metanol-su ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde
24. saat hiicre canlilik grafigi.
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Grafik 19. Hericium erinaceus metanol-su ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde
48. saat hiicre canlilik grafigi.
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Hericium erinaceus metanol-su ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 72.

saatte hiicre canliliginda anlamli bir farklilik bulunmamistir (Grafik 20).

Grafik 20. Hericium erinaceus metanol-su ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde
72. saat hiicre canlilik grafigi.
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Uygulanan Hericium erinaceus ekstraktlart ile karsilastirildiginda su

ekstraktinin MCF-7 hiicrelerinde en yiiksek oranda hiicre canliligini inhibe ettigi
tespit edilmistir (p<0.01) (Grafik 21) .

Grafik 21. Hericium erinaceus su ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 24., 48.,
ve 72. saatlerde hiicre canlilik grafigi.
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4.2. Telomeraz aktivite tayini

Telomeraz aktivite ylizde degerleri TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA
tayin kiti kullanilarak belirlendi. Farkli konsantrasyonlarda MCF-7 hiicrelerine
uygulanan Hericium erinaceus su ekstraktinin % telomeraz aktivitesi ilizerine

anlamli bir etkisi tespit edilmedi (Grafik 22).

Grafik 22. Hericium erinaceus su ekstrakti uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 72.
saatte TRAP yontemi ile elde edilen % telomeraz aktivite degerleri.
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(Telomeraz aktivite tayini igin Hericium erinaceus su ekstrakti hiicrelere ICsg) dozunda verilerek 72 saat inkiibe
edildi. TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA tayin kiti kullanilarak telomeraz aktivite tayini gerceklestirildi.
Sonuglar UVP dansitometrik analiz programi kullanilarak degerlendirilmistir. Pozitif Kontrol: -80 ° C’ de
muhafaza edilen pozitif kontrol hiicreler 20 puL distile suda ¢ozdiiriildii, her bir reaksiyon i¢in 1-3 pL kullanildi.
Negatif Kontrol: 10 pL hiicre ekstrakti (pozitif kontrol ya da NT (muamele yapilmamis) hiicreler) 85 ° C* de 10
dk inkiibe edildi).
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5. TARTISMA

Meme kanseri hastalarinin yasam siiresini ve kalitesini artirabilecek yeni
terapilerin gelistirilmesi lizerinde arastirma yapilan 6énemli bir konudur (30). Kanser
dahil c¢esitli hastaliklarin tedavisinde alternatif olarak bitkilerden yararlanilmaktadir.
Cin ve Japonya gibi Asya iilkelerinde yiizlerce yildir mantarlar dogadan toplanmakta
ve kiiltiire edilmektedirler (25). Hericium erinaceus (Aslan yelesi veya maymun basi
mantari olarak da isimlendirilmektedir) tedavi edici 6zellikleri bulunan yenilebilir bir

mantar tiirtidiir (59).

Tez calismasinda Hericium erinaceusun etkilerini arastirmak i¢in MCF-7
hiicreleri kullanilmigtir. MCF-7 meme kanseri hiicreleri meme epitelinin bir¢ok
karakteristik 6zelligini igeren Ostrojen reseptor pozitif ER (+) bir hiicre hattidir (60).
Calismada Hericium erinaceus etanol, eter, etilasetat, su, etanol-su, metanol-su
ekstraklar1 kullanilmigtir. Yapilan hiicre canlilik tayini deneyleri sonucunda su
ekstrakti disindaki diger ekstraktlarin hiicre canliligini inhibe edici 6zelliklerinin
diisiik diizeyde oldugu veya hi¢ olmadigi tespit edilmistir. Hericium erinaceus su
ekstrakti ise hiicre canliligini yiiksek diizeyde inhibe etmektedir (p<0.01). Hericium
erinaceus su ekstraktinin kimyasal ¢ozgenlerde ¢oziinen diger ekstraktlarina gore
daha efektif olmasi, mantarin igerisinde yiiksek miktarda suda c¢oziinebilen

polisakkaritlerin bulunmasi ile agiklanabilir (64).

Hericium erinaceus’ un antikanser ve antimetastatik etkilerinin oldugu
yapilan c¢aligmalar ile gosterilmistir (2, 3). Kim ve arkadaslar1 Hericium erinaceus
sicak su ve etanol, asidik ve alkali ekstraktlar1 ile yaptiklar1 bir ¢alismada tiimor
tastyan farelerde Hericium erinaceus’un antitimor etkisini gostermislerdir. S6z
konusu c¢alisma ile CT-26 kolon kanseri fare modelinde tiimdriin biiylimesinin
Hericium erinaceus ekstraktlar ile inhibe edilebildigi bildirilmistir. Calismada sicak
su ve etanol ekstraktlariin asidik ve alkali ekstraktlara gore daha yiiksek oranda (-
glukan icerdigi ve daha efektif olduklar1 da gdosterilmistir (48). Allograft fare
modelleri lizerinde ve birgok in vitro c¢alismada Hericium erinaceus‘un anti-
metastatik Ozelligi genis kapsamli olarak arastirilmistir (46). Ayrica, Hericium
erinaceus sicak su ve etanol ekstraktlarinin CT-26 hiicrelerinde apoptotik hiicre

Olimiinii indiikledigi ayrica ekstraseliiler matriks-degredasyon proteazlarinin,
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metalloproteinazlarin (MMP) ve iirokinaz tip plazminojen aktivatoriiniin (u-PA) gen
ekspresyonlarin1  azalttigir belirlenmistir. Hiicre biiylimesini diizenleyen sinyal
proteinleri ekstraselliiler regiile kinaz'in (ERK), JNK, p38 mitojen aktive protein
kinaz (MAPK) ve diger hiicre biiyiimesi ile iligkili sinyallerin fosforilasyonlarini
baskilandigi bulunmustur (49). Li ve arkadaslar1 tarafindan yapilan in vitro bir
calismada ise Hericium erinaceus etanol ekstraktlariin karaciger kanseri HepG2 ve
Huh-7, kolon kanseri HT-29 ve mide kanseri NCI-87 hiicre hatlar1 iizerinde anti-
kanser potansiyele sahip bulundugu bildirilmistir (3).

Yapilan arastirmalar Hericium erinaceus mantarinin su ve etanol
ekstraktlarinin diger ekstraktlara gore daha efektif oldugunu gostermektedir. Bizim
calismamizda da benzer sekilde su ekstraktt MCF-7 hiicrelerinin canlilifint diger
ekstraktlara gore yiiksek bir oranla inhibe etmistir. Bu veriler, su ekstraktinin
karakterize edilerek kanser hiicreleri iizerine olan etki mekanizmalarmin daha ileri
aragtirmalar ile incelenmesinin Onemini gostermektedir. Bu amagla telomeraz
aktivite Ol¢iimleri yapilmistir. Hericium erinaceus su ekstraktinin MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde telomeraz aktivitesi tlizerine bir etki gdstermedigi bulunmustur.
Bu sonuglar, su ektraktinin MCF-7 hiicreler iizerinde antiproliferatif etki
mekanizmasini telomeraz aktivitesi iizerinden gerceklestirmedigini gostermektedir.
Bu sebeple su ektraktinin MCF-7 hiicrelerinde farkli mekanizmalar araciligi ile hiicre

canlilig1 iizerine etki gosterdigi diisliniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda arastirmalar MCF-7 meme kanseri hiicreleri kullanilarak
yaptlmistir. MCF-7 hiicre hatti hiicreleri meme epitelinin bir¢cok karakteristik
ozelligini icermektedir. Bununla beraber Hericium erinaceus’un anti-kanser etki
mekanizmalarin1 aydinlatmak i¢in farkli hiicresel karakteristikleri bulunan diger
meme kanseri hiicre hatlarinda da hiicre canliligi ve telomeraz aktivite tayini
caligmalar yliriitiilmesi faydali olacaktir. Ayrica, anti-kanser etkinin hangi yolaklar

tizerinden gerceklestirildigi yeni projeler ile arastiriimalidir.

Bu calismalara ek olarak Hericium erinaceus’un kimyasal bilesenleri ayrintili
sekilde arastirllmalidir. Mantarin igeriginde bulunan polisakkaritlerin kimyasal
yapilart daha ayrintili incelenmek ve elde edilecek olasi etken saf maddeler ile
yapilacak ileri arastirmalar mantarin anti-kanser mekanizmasini hangi yolaklar

iizerinden gercgeklestirdigini daha kesin bir sekilde gdsterecektir.
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