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OZET

Phellinus igniarius (L.) Quél ve Phellinus torulosus (Pers.) Bourdot & Galzin
TURLERINDEN ELDE EDILEN EKSTRAKTLARIN EPIDERMOID
KARSINOMA HUCRELERININ MEMBRANI UZERINE PROOKSIDAN VE
ANTIOKSIDAN ETKILERININ ARASTIRILMASI

Biirke CIRCIRLI
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Aysun OZKAN
Aralik 2021; 73 sayfa

Bu ¢alismada, Phellinus igniarius (L.) Quél ve Phellinus torulosus (Pers.) Bourdot
& Galzin tiirlerinden elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin epidermoid karsinoma
(A431) ve saglikli fibroblast (Bj) hiicrelerinin membrani lizerine antioksidan ve prooksidan
aktiviteleri karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

P. igniarius ve P. torulosus ekstraktlarinin A431 ve Bj hiicre dizileri iizerine
prooksidan (sitotoksik) etkisi, MTT (3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolyum
bromid) testi ile belirlenmistir. Ektraktlarimizin antioksidan etkisini ortaya koymak i¢in
hiicreler farkli konsantrasyonlarda ekstraktlar ile (<ICso) bir saat 6n uygulamaya
birakildiktan sonra gii¢lii bir oksitleyici ajan olan H2O2’e (ICso ve 1C70) 24 saat maruz
birakilmigtir. Ekstraktlarin A431 ve Bj hiicre membranlar iizerinde olusturdugu hasar
prooksidan etkiyi gosterirken, ekstraktlarin oksitleyici bir ajan olan H202’e kars1 koruyucu
etkileri antioksidan etkiyi agiklamaktadir. Bu etkiler ekstraktlara maruz birakilan
hiicrelerde MDA (Malondialdehit) ve GPx (Glutatyon Peroksidaz) diizeylerinin
belirlenmesiyle ortaya koyulmustur. Ekstraktlarin prooksidan etkisini ortaya koymak i¢in,
hiicreler 24 saat boyunca ICsg ve IC7o konsantrasyonlarinda su ve metanol ekstraktlarina
maruz birakilarak MDA diizeyi ve GPx aktivitesi Olgiilmiistiir. Ekstraktlarimizin
antioksidan etkisini ortaya koymak i¢in hiicrelerimiz diisiikk konsatrasyonlarda (<ICsxo)
ekstraklarimizla 6n inkiibasyona birakildiktan sonra yiiksek konsantrasyonlarda (>ICso)
H20: ile muamele edildikten sonra MDA diizeyleri ve GPx aktivitelerinin Ol¢iilmesiyle
ortaya koyulmustur.

P. igniarius metanol ekstraktinin A431 ve Bj hiicre dizilerindeki ICso degerleri
sirastyla 100 pg/mL ve 295 pg/mL, su ekstraktinin ise bu hiicrelerdeki ICso degerleri
sirastyla 188.2 pg/mL ve 350 pg/mL olarak bulunmustur. P. torulosus metanol ekstraktinin
A431 ve Bj hiicre dizilerindeki ICso degerleri sirasiyla 140 pg/mL ve 216.6 pg/mL, P.
torulosus su ekstraktinin ise A431 ve Bj hiicre dizilerindeki ICso degerleri sirastyla 200
png/mL ve 241.7 pg/mL olarak bulunmustur. A431 hiicre dizisinin Bj hiicre dizisine gore
P. torulosus su ekstraktina kiyasla P. igniarius su ekstraktina 1.28 kat daha hassas oldugu
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore A431 hiicre dizisi P. igniarius su ekstraktina
kiyasla P. torulosus metanol ekstraktina 2.17 kat daha hassas bulunmustur. Sonug olarak
her iki ekstrakta kars1 A431 hiicrelerinin saglikli Bj hiicrelerine kiyasla daha hassas oldugu
gOriilmiistiir.



P. igniarius ve P. torulosus ekstraktlarinin H2O> sitotoksitesine karsi antioksidan
aktivitesinin belirlenmesi i¢in A431 ve Bj hiicre dizileri IC1o, IC2 Ve IC3o ekstrakt
konsantrasyonlari ile 6n inkiibasyona birakilmistir. Bu hiicrelerde P. igniarius ve P.
torulosus’un hem su hem de metanol ekstraktlarinin H2O2 sitotoksitesine karsi
antioksidan etki gosterdigi belirlenmistir. A431 ve Bj hiicrelerinde P. igniarius ve P.
torulosus metanol ekstraktlar1 igin hem ICso hem de 1C70 H202 konsantrasyonlarina karsi
en yiiksek antioksidan etki ICzo konsantrasyonunda goriilmiistir. P. igniarius ve P.
torulosus su ekstraktlart ICso ve 1C7o H202 konsantrasyonlarina karsi en yiiksek
antioksidan etkiyi 1Cso konsantrasyonunda gostermistir. Elde edilen sonuglara gore
ekstraktlar yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik etki gostermistir. ICso degerinden daha
diisiik ekstrakt konsantrasyonlarinda ise H2O; sitotoksitesine kars1 antioksidan aktiviteye
sahip oldugu goriilmiistiir.

A431 hiicrelerine uygulanan P. igniarius metanol ve su ekstraktinin ICsp
konsantrasyonunda ortaya ¢ikan MDA diizeyi, H2O2 1Cso konsantrasyonuna oranla
sirasiyla 1.52 kat ve 1.65 kat daha az bulunmustur. Sadece 1Cso H202 uygulanan A431
hiicrelerindeki MDA diizeyi ICso H202+IC20 P. igniarius metanol ekstrakti uygulanan
hiicrelerine gore 2.2 kat artarken, ICsg H2O2+ICs3o P. igniarius su ekstraktina maruz kalan
hiicrelerde ise 2.35 kat artmustir. ICso P. torulosus metanol ekstrakti uygulanan hiicrelerde
ICs0 H202 uygulanan hiicrelere oranla MDA diizeyi 1.54 kat daha az bulunmustur. ICsp
P. torulosus su ekstrakti uygulanan hiicrelerin MDA diizeyi ICso H202 uygulanan
hiicrelere oranla 1.7 kat daha az bulunmustur. Bj hiicrelerine uygulanan P. igniarius
metanol ve su ekstraktinin 1Csg konsantrasyonunda ortaya ¢ikan MDA diizeyi, H202 1Cso
konsantrasyonuna oranla sirasiyla 1.74 kat ve 1.9 kat daha az bulunmustur. Sadece 1Cso
H>0> uygulanan Bj hiicrelerindeki MDA diizeyi ICso H202+1C20 P. igniarius metanol
ekstrakti uygulanan hiicrelerine gore 2 kat artarken, ICso H202+IC3 P. igniarius su
ekstraktina maruz kalan hiicrelerde ise 2.3 kat artmistir. ICso konsantrasyonunda H20;
uygulanan hiicrelerdeki MDA diizeyi belirtilen konsatrasyonda P. torulosus metanol
ekstrakti uygulananlardan 2 kat fazla, P. torulosus su ekstrakti uygulananlarda ise 2.1 kat
daha fazla bulunmustur. IC20 ve 1C3 konsantrasyonlarinda ekstraktlarla 1 saat
Oninkiibasyona birakildiktan sonra H2O2’e 24 saat maruz birakilan hiicrelerde MDA
diizeyleri sadece H202’e maruz birakilanlara gore daha diisiikk bulunmustur. Bu sonug
ekstraktlarimizin giiclii bir oksidan olan H202’e karst hiicrelerimizde antioksidan etki
gosterdigini ortaya koymaktadir.

P. igniarius metanol ekstraktinin ICsg konsantrasyonuna maruz birakilan A431 ve
Bj hiicre dizilerindeki GPx diizeyleri sirastyla 0.62 uM/L ve 0.38 uM/L olarak
bulunmustur. P. igniarius su ekstraktinin ICso konsantrasyonuna maruz birakilan A431
ve Bj hiicre dizilerindeki GPx diizeyleri ise sirasiyla 0.45 uM/L ve 0.34 uM/L olarak
belirlenmistir. P. igniarius’un metanol ve su ekstraktlarina (ICso) maruz birakilan A431
hiicrelerinin GPx diizeyleri kontrol grubuna gore sirasiyla 12.4 ve 9 kat daha fazla
bulunmustur. Bj hiicrelerinde ise sirastyla 5.1 ve 4.53 kat daha fazla bulunmustur. ICso
konsantrasyonunda P. torulosus metanol ekstraktina maruz birakilan A431 ve Bj hiicre
dizilerindeki GPx diizeyleri sirasiyla 0.42 uM/L ve 0.39 uM/L bulunurken P. igniarius
su ekstraktinin ICso konsantrasyonuna maruz birakilan A431 ve Bj hiicre dizilerindeki
GPx diizeyleri ise sirasiyla 0.37 pM/L ve 0.40 pM/L olarak bulunmustur. ICso
konsantrasyonunda P. torulosus metanol ve su ekstraktina maruz kalan A431 hiicrelerinin
GPx diizeyleri, kontrol grubuna goére 8.4 ve 7.4 kat daha fazla bulunurken, Bj hiicreleri



i¢in sirasiyla 5.2 ve 5.6 kat daha fazla bulunmustur. P. igniarius’un IC2o metanol ve ICzo
su ekstraklari ile 1 saat 6n inkiibasyona birakildiktan sonra 24 saat ICsp H202’e maruz
birakilan A431 hiicrelerinde GPx diizeyleri sadece ICso H202’e maruz birakilanlara gore
sirastyla 2 ve 4 kat daha diisiik bulunmustur. Bj hiicrelerinde ise GPx diizeyleri 4.1 ve 5
kat daha diistiik bulunmustur. P. torulosus’un IC2o metanol ve IC3o su ekstraklari ile 1 saat
On inkiibasyona birakildiktan sonra 24 saat ICsp H202’¢ maruz birakilan A431
hiicrelerinde GPx diizeyleri sadece ICso H202’e maruz birakilanlara gore sirasiyla 2.3 ve
5.3 kat daha diisiik bulunmustur. Bj hiicrelerinde ise GPx diizeyleri 4.2 ve 5.7 kat daha
diisiik bulunmustur.

Hiicrelerimizde, diisiik konsantrasyonlardaki metanol ve su ekstraktlar gii¢lii bir
oksidan olan H202‘c karsti membran koruyucu (antioksidan) etki gosterirken
ekstraktlarimiz ICsp ve lizeri konsantrasyonlarda MDA miktarimi arttirarak prooksidan
etki gostermistir. Elde edilen sonuglar karsilastirildiginda, P. igniarius ve P. torulosus
metanol ekstraktinin su ekstraktina oranla daha yiiksek bir sitotoksik etki gostererek
membran hasarina neden oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda ekstraktlarin Bj hiicre
dizisinde daha yiiksek konsantrasyonda sitotoksik etki gdstermesi secici toksisiteye sahip
oldugunun gostergesidir.

ANAHTAR KELIMELER: Antikanser, Antioksidan, GPx, MDA, Phellinus igniarius,
Phellinus torulosus ve Prooksidan

JURI: Prof. Dr. Aysun OZKAN
Prof. Dr. Hasan AKGUL

Dr. Ogr. Uyesi Ayse ERDOGAN GOKHAN



ABSTRACT

INVESTIGATION of PROOXIDANT and ANTIOXIDANT EFFECTS of
EXTRACTS from Phellinus igniarius (L.) Quél and Phellinus torulosus (Pers.)
Bourdot & Galzin, SPECIES on THE MEMBRANE of EPIDERMOID
CARCINOMA CELLS

Biirke CIRCIRLI
MSc Thesis in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Aysun OZKAN
December 2021; 73 pages

In this study, methanol, and water extracts obtained from Phellinus igniarius (L.)
Quél and Phellinus torulosus (Pers.) Bourdot & Galzin, species were evaluated
comparatively for their antioxidant and prooxidant activities on the membrane of
epidermoid carcinoma (A431) cells and healthy fibroblast (Bj) cells.

The prooxidant (cytotoxic) effect of P. igniarius and P. torulosus extracts on A431
and Bj cell lines was defined by MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-
diphenyltetrazolium bromide) test. In order to demonstrate the antioxidant effect of our
extracts, the cells were exposed to H202 (ICso and 1C70), a strong oxidizing, for 24 hours
after the pretreatment with extracts at different concentrations, (<ICso) for one hour.
While the damage caused by the extracts on A431 and Bj cell membranes shows the
prooxidant effect, the protective effects of the extracts against H>O, an oxidizing, explain
the antioxidant effect. These effects were demonstrated by the determination of MDA
(Malondialdehyde) and GPx (Glutathione Peroxidase) levels in cells exposed to the
extracts. In order to demonstrate the pro-oxidant effect of the extracts, the MDA level and
GPx activity were measured by exposing the cells to water and methanol extracts at ICso
and 1C7o concentrations for 24 hours. In order to demonstrate the antioxidant effect of our
extracts, our cells were pre-incubated with our extracts at low concentrations (<ICso) and
then treated with high concentrations (>ICso) H202, and then measured MDA levels and
GPx activities.

The ICsp values of P. igniarius methanol extract in A431 and Bj cell lines were
found to be 100 ug/mL and 295 ug/mL, respectively, and the ICso values of the water
extract in these cells were 188.2 pg/mL and 350 pg/mL, respectively. The ICso values of
P. torulosus methanol extract in A431 and Bj cell lines were 140 ng/mL and 216.6 pg/mL,
respectively, and the 1Cso values of P. torulosus water extract in A431 and Bj cell lines
were found to be 200 pg/mL and 241.7 pg/mL, respectively. It was defined that A431
cell line was 1.28 times more sensitive to P. igniarius water extract compared to P.
torulosus water extract compared to Bj cell line. According to the results obtained, A431
cell line was found to be 2.17 times more sensitive to P. torulosus methanol extract



compared to P. igniarius water extract. Consequently, it was observed that A431 cells
were more sensitive to both extracts than healthy Bj cells.

In order to determine the antioxidant activity of P. igniarius and P. torulosus
extracts against H20> cytotoxicity, A431 and Bj cell lines were pre-incubated with 1Cyo,
IC20 and IC3 extract concentrations. It was defined that both water and methanol extracts
of P. igniarius and P. torulosus showed antioxidant effects against H>O> cytotoxicity in
these cells. For P. igniarius and P. torulosus methanol extracts in A431 and Bj cells, the
highest antioxidant effect was monitored at IC2o concentration against both ICsp and 1C7o
H>O> concentrations. P. igniarius and P. torulosus water extracts showed the highest
antioxidant effect at 1C3p concentration against I1Cso and IC70 H2O2 concentrations.
According to the results obtained, the extracts showed cytotoxic effects at high
concentrations. At extract concentrations lower than the ICso value, it was found to have
antioxidant activity against H2O. cytotoxicity.

The MDA level that appeared at the 1Cso concentration of P. igniarius methanol
and water extract applied to A431 cells was 1.52 times and 1.65 times less than the H20-
ICso concentration, respectively. While the MDA level in A431 cells, which was applied
only ICsp H2O3, increased 2.2 times compared to the cells in which 1Csg H202+1C2 P.
igniarius methanol extract was applied, it increased 2.35 times in cells exposed to ICso
H202+IC30 P. igniarius water extract. The MDA level was 1.54 times lowering in cells
treated with 1Cso P. torulosus methanol extract compared to cells treated with ICso H20s.
The MDA level of cells treated with 1Cso P. torulosus water extract was found to be 1.7
times lower than in cells treated with 1Cso H202. The MDA level that emerged at the 1Cso
concentration of P. igniarius methanol and water extract applied to Bj cells was 1.74
times and 1.9 times less than the H202 1Cso concentration, respectively. While the MDA
level in Bj cells, which was applied only 1Cso H202, increased 2 times compared to the
cells to which 1Csg H202+1C20 P. igniarius methanol extract was applied, it increased 2.3
times in the cells exposed to 1Cso H202+IC30 P. igniarius water extract. The MDA level
in cells treated with H.Oz at 1Cso concentration was 2 times higher than those treated with
P. torulosus methanol extract at the specified concentration, and 2.1 times higher in those
treated with P. torulosus water extract. After pre-incubation with extracts at 1C2 and 1C3zo
concentrations for 1 hour, MDA levels were found to be lower in cells exposed to H2O:
for 24 hours compared to those exposed only to H2O,. This result discloses that our
extracts have an antioxidant effect in our cells against H.O>, which is a strong oxidant.

GPx levels in A431 and Bj cell lines exposed to the ICso concentration of P.
igniarius methanol extract were found to be 0.62 uM/L and 0.38 uM/L respectively. GPx
levels in A431 and Bj cell lines exposed to the ICso concentration of P. igniarius water
extract were determined as 0.45 pM/L and 0.34 puM/L, respectively. The GPx levels of
A431 cells exposed to methanol and water extracts (ICso) of P. igniarius were found to
be 12.4 and 9 times higher, respectively, than the control group. It was found 5.1 and 4.53
times higher in Bj cells, respectively. GPx levels in A431 and Bj cell lines exposed to P.



torulosus methanol extract at 1Cso concentration were 0.42 uM/L and 0.39 uM/L,
respectively, while GPx levels in A431 and Bj cell lines exposed to 1Cso concentration of
P. igniarius water extract were 37 uM/L and 0.40 uM/L, respectively. The GPx levels of
A431 cells exposed to P. torulosus methanol and water extract at 1Cso concentration were
8.4 and 7.4 times higher than the control group, while it was 5.2 and 5.6 times higher for
Bj cells, respectively. After pre-incubation with 1C2o methanol and 1C3o water extracts of
P. igniarius for 1 hour, GPx levels in A431 cells exposed to 1Csq H20 for 24 hours were
found to be 2 and 4 times lower, respectively, than those exposed only to 1Cso H202. GPx
levels were found to be 4.1 and 5 times lowering in Bj cells. After pre-incubation with
IC20 methanol and 1C3o water extracts of P. torulosus for 1 hour, GPx levels in A431 cells
exposed to I1Csp H20> for 24 hours were found to be 2.3 and 5.3 times lower, respectively,
than those exposed to 1Csg H202 alone. GPx levels were found to be 4.2 and 5.7 times
lower in Bj cells.

In our cells, methanol and water extracts at low concentrations have a membrane
protective (antioxidant) effect against a strong oxidant, H20, while our extracts have a
pro-oxidant effect by increasing the amount of MDA at ICsp and above concentrations.
When the obtained results were compared, it was found that the methanol extract of P.
igniarius and P. torulosus caused membrane damage by showing a higher cytotoxic effect
compared to the water extract. At the same time, the higher concentrations of the extracts
in Bj cell lines show us a cytotoxic effect, indicating that they have selective toxicity.

KEYWORDS: Anticancer, Antioxidant, GPx, MDA, P. igniarius, P. torulosus and
Prooxidant

COMMITTEE: Prof. Dr. Aysun OZKAN
Prof. Dr. Hasan AKGUL
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ONSOZ

Cilt kanseri ¢ok yaygin goriilen bir kanser tiridir. Cilt kanseri melanom ve
melanom dis1 cilt kanserleri olmak iizere iki grupta siniflandirilmaktadir. Melanom Dis1
cilt kanserleri ise bazal hiicreli karsinoma ve epidermoid karsinoma olmak tizere iki alt
gruba ayrilir.

Kanser tedavisinde kemoterapinin basarili olamamasinin en 6nemli nedenleri,
kanser hiicrelerinin kemoterapétik ilaclara direng gelistirmesi ve antikanser ilaglarinin
hedefe yonelik olmamasi neticesinde yan etkilerinin ¢ok olmasidir. Bu durum bilim
insanlarii karsilastiklar1 sorunlar1 azaltmaya yol agacak, dogal olarak yetisen, tedavi
edici Ozelliklere sahip olan fungus gibi kaynaklari kullanmaya yonlendirmistir.
Makrofunguslarin igerdigi biyoaktif bilesenler, alternatif tedavi amacl kullanilabilecek
ilaclarin tretimi i¢in yiiksek bir potansiyele sahiptir. Bu bilesikler immiin yanitlart

modiile edebilir ayn1 zamanda bazi tiimor biiyiimelerini tetikleyen faktorleri inhibe
edebilir.

Bu bilesenleri barindiran Phellinus tiirleri, terapdtik potansiyelleri dolayisiyla
bilim insanlarinin odak noktasi haline gelmeyi basarmistir. Diisiik konsantrasyonlarda
giiclii bir oksidana kars1 antioksidan etki, yiiksek konsantrasyonlarda ise kanser
hiicrelerinde prooksidan etki gostererek antikanser ilact olmaya aday olan Phellinus
ekstraktlarinin yeni ilag tiretimine katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

Tez calismam sirasinda bana aragtirma olanagi saglayan ve Onerileri ile beni
yonlendiren damigmanim Sayin Prof. Dr. Aysun OZKAN’a (Akdeniz Universitesi
Biyoloji Boliimii) tesekkiir ederim. Calismamizda kullanmis oldugumuz fungus (P.
igniarius ve P. torulosus) ekstraktlarini temin ettigim Sayin Prof. Dr. Hasan AKGUL’e
(Akdeniz Universitesi Biyoloji Boéliimii) tesekkiir ederim. Bunun yani sira lisans
egitimimden itibaren 6grencisi oldugum, laboratuvar olanaklarmi kullandigim Akdeniz
Universitesi Biyoloji Béliimii’ne, saygideger hocalarima ve Biyoloji Boliim Sekreteri
Selda CIVRIL’e tesekkiirlerimi sunarim. Ayni laboratuvari paylastigim arkadaslarim
Zeynep DEMIR ve Tannaz ONSINEJAD’a destekleri igin tesekkiir ederim. Desteklerini
hep kalbimde hissettigim Dr. Jale CELIK e ¢ok tesekkiir ederim. Projemi (FYL-2020-
5152 no’lu proje) destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimine tesekkiirlerimi sunuyorum.

Tiim yasamim boyunca oldugu gibi yiliksek lisans tez donemimde de tiim
desteklerini esirgemeyen, maddi, manevi her daim yamimda olan ve sevgisini hep
kalbimde hissettigim aileme en kalbi duygularimi ve tesekkiirlerimi sunarim.
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karsinoma hiicrelerinin membrani iizerine prooksidan ve antioksidan etkilerinin
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1. GIRIS

Cilt kanseri, ¢ok yaygin goriilen bir kanserdir. Melanom dis1 cilt kanserleri diinya
capinda oldukca yaygin goriilen bir kanser tiirli olup goriilme siklig1 her yil artmaktadir
(Lomas vd. 2012; Acer ve Kaya Erdogan 2019). 2021 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri'nde tahmini olarak 100 binden fazla bireye cilt kanseri tanisi konulacagi
diistiniilmektedir (American Cancer Society, 2021). Cilt kanseri melanom ve melanom
dis1 cilt kanserleri olmak iizere baglica iki grupta siniflandirilmaktadir. Melanom dis1 cilt
kanserleri ise bazal hiicreli karsinoma ve epidermoid karsinoma olmak tizere iki alt gruba
ayrilir.

Kemoterapétik ilaglarin yan etkileri, kanser hiicrelerinin diren¢ kazanmasi ve bu
ilaglarin sadece kanser hiicrelerine degil saglikli hiicrelere de zarar vermesinden dolay1
oldukg¢a fazladir. Bunun yami sira kemoterapotik ilaglarin bir kismi dolagim sistemi
vasitastyla hizli bir sekilde elimine edilmekte ve hedef doku tarafindan yeterli derecede
almamamaktadir (Yilmaz ve Takka 2020). Bu da kemoterapotik ilaglarin etkili
kullanimin1 sinirlayan etkenlerdendir. Bu durum bilim insanlarin1 yeni antikanser
ilaglarin1 kesfetmeye ve karsilasilan saglik sorunlarini azaltmaya yonlendirmistir.
Sentetik ilaglarin kullanildiktan sonra viicutta toksik etki yaratmasi neticesinde yeni
antikanser ilaglarinin kesfedilmesi ihtiyaci, sekonder metabolitlerin yap1 ve biyolojik
aktivitelerinin farkli olmasi sebebiyle bilim insanlarini dogal olarak yetisen ve tedavi
edici Ozelliklere sahip olan fungus gibi zengin besin kaynaklarini yeniden kesfetmeye ve
bunlar1 kullanmaya sevk etmistir (Wasser 2017). Tibbi ve tedavi edici 6zelliklere sahip
olan makrofunguslar ¢ogunlukla dogada yaygin olarak yetisen funguslarla temsil
edilmektedir.

Makrofunguslar, klorofil pigmenti bulundurmayan, hiflerden meydana gelmis,
uygun nem ve sicaklik sartlarinda yasayabilen Okaryotik organizmalardir. Organik
maddelerin par¢alanmasini ve mineral maddelerin toprak ile birlesimini saglayan,
karbon-azot dongiisiinde biiylik 6nem arz eden makrofunguslarin Cin, Japonya, Kore gibi
Asya iilkelerinde ¢ok uzun zamandir geleneksel tip alaninda kullanildiklari bilinmektedir.
Bunun yani1 sira makrofunguslar, mitolojik olarak Asya iilkelerinde oldukga biiyilik 6neme
sahiptir (Sekil 1.1). Makrofunguslar igeriginde barindirdiklart biyoaktif bilesikler ile
besin ve ilag iiretimi alaninda kullanilmaktadir (Yildiz Turp ve Boylu 2018; Isik 2008;
Bal 2020; Bal vd. 2019).

Calismamizda kullanilan funguslar Phellinus cinsine aittir ve bu cins,
Hymenochaetaceae familyasina ait 41 cins polipordan biridir. Diger poliporlarin cogunun
beslenme sekli gibi Phellinus cinsine ait olan funguslar da saprotrofik beslenme ile
yasamaktadirlar. P. igniarius ve P. torulosus tiirleri genellikle canli agaglarda, 6zellikle
sogiit, hus ve kavak agaclar iizerinde yetismektedir. Kuzey Amerika, Avrupa, Cin ve
Japonya gibi 1liman iklimleri tercih etmelerine ragmen diinya genelinde yayilis
gosterirler. P. igniarius, soliter veya gruplar halinde yasamini siirdiirebilmektedir.
Yasammin erken evrelerinde turuncumsu sart bir renklenme gosterirken, sonraki
evrelerinde koyu bir renk bi¢cimi gostermektedir. 20 cm veya daha fazla ¢apa ve kalinliga
sahip bir fungustur. P. torulosus ise Avrupa ve Kuzey Amerika'da 6lii ve yasayan igne
yaprakli agaglarda beyaz 6z odun giiriikliigiine neden olan funguslardir (Zapora vd.
2016).
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Bilimsel aragtirmalar P. igniarius ve P. torulosus'un terapotik potansiyeli olan,
biyolojik olarak aktif maddeler bakimindan zengin oldugunu gostermektedir. Bu
baglamda P. igniarius ve P. torulosus kanser tedavisinde umut verici funguslar olarak
goriilmektedir. Yapilan literatiir ¢alismalarinda funguslardan elde edilen ve yiiksek
biyoaktiviteye sahip ekstraktlarin antioksidan etki gosterdigi ortaya koyulmustur
(Sevindik 2018a; Sevindik 2020). Bu ekstraktlarin immiin sistemi uyaran biyolojik
immiinoterap6tik ajanlar olarak kullanimiyla da bagarili sonuglar elde edilmistir.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) diisiik konsantrasyonlarda hiicresel sinyal
sistemlerinde gorev alirken, yiiksek konsantrasyonlarda hiicrede bir¢ok hasara yol
acmaktadir. Artan ROS antioksidan savunma sistemi tarafindan bulunduklari ortamdan
uzaklastirilmadig taktirde prooksidan/antioksidan dengesinin prooksidan lehine degisimi
meydana gelir. Bu degisim hiicrelerde oksidatif strese yol agmaktadir. ROS un sebep
oldugu lipid peroksidasyonu (LPO), hiicre membran yapisi, gegirgenligi ve
akiskanliginda degisime ve lizozomal dengenin bozulmasina sebep olmaktadir. Lipidler,
hiicre membranlarin yapisal bilesenleridir. LPO’nun, hiicre sitoplazmasi igerisindeki
lipidlerin serbest kalmasina neden olan membran degradasyonundan (bozulma) sorumlu
oldugu diisiiniilmektedir (Rodriguez-Garcia vd. 2020). Malondialdehit (MDA) miktarinin
artmas1 da LPO’nun bir gostergesidir.

Dengenin antioksidan lehine degigmesi ise hiicreleri gii¢lii prooksidanlara karsi
korumaktadir. Antioksidan olarak tiiketilen ekstraktlarla ilgili bilinmesi gerekenler
oksidasyon reaksiyonlar1 iizerinde antioksidan konsantrasyonlarinin etkisinin pek ¢ok
faktore bagl oldugudur. Bunlar arasinda antioksidanlarin yapisi, oksidasyonun kosullar
sayilabilir. Tim bu sayilan 6zelliklere karsin halen pek ¢ok fungus tiirlinlin antikanser
etki mekanizmasi tam olarak ag¢ikliga kavusturulmamistir. Kanser tedavisinde kullanilan
mevcut kemoterapotik ilaglar ve radyoterapiye ek olarak fungus kaynakli ekstraktlarin
kullanilabilme potansiyelinin belirlenmesi acgisindan, funguslardan elde edilen
ekstraktlarin  in  vitro c¢alismalarla antikanser Ozelliklerinin ortaya koyulmasi
gerekmektedir.

Bu nedenle ¢alismamizda melanom dis1 cilt kanser tipinden olan epidermoid
karsinoma (A431) ve saglikli fibroblast (Bj) hiicre dizilerinde, P. igniarius ve P. torulosus
ekstraktlarinin  prooksidan ve antioksidan aktiviteleri karsilastirmali  olarak
degerlendirilmistir.

Sekil 1.1. Mitoloji ve fungus iliskisi (a. Anonim 1; b. Anonim 2)
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Cilt Kanseri
2.1.1. Cilt kanseri epidemiyolojisi

Cilt kanseri melanom ve melanom dis1 cilt kanserleri olmak {izere baslica iki
sekilde siniflandirilmaktadir. Melanom disi cilt kanserleri ise bazal hiicreli karsinoma ve
epidermoid karsinoma olmak tizere iki alt gruba ayrilir. Melanom disi cilt kanserleri
diinya ¢apinda olduk¢a yaygin goriilen bir kanser tiirii olup goriilme siklig1 her yil
katlanarak artmaktadir (Lomas vd. 2012; Acer ve Kaya Erdogan 2019). Bazal hiicreli
karsinoma ve epidermoid karsinoma, cilt kanseri teshisi konulan hastalarin tanilarinin
yaklasik %90’1n1 olusturmaktadir. Ancak ililkemizde melanom disi cilt kanserlerinin

epidemiyolojisi ve klinik 6zellikleri hakkinda veriler sinirlidir (Acer ve Kaya Erdogan
2019).

Kanserin diinyada meydana gelen tiim oliimlerin 1/6’sindan sorumlu oldugu
bildirilmektedir (Anonim 3; Anonim 4). Tiirkiye’nin tiim cografi bolgelerinde ise bu oran
1/5 olarak bildirilmistir (Akturan vd. 2019). Kanserin neden oldugu &liimlerin bolgesel
dagilislarina bakildiginda niifusun fazla oldugu, batili beslenme aligkanliklarinin yaygin
oldugu ve sanayinin gelistigi bolgelerde kanserin 6liime sebebiyet verme oraninin daha
fazla oldugu ve bu oranin erkek bireylerde daha yiiksek oldugu dikkat ¢ekmektedir

(Cizelge 2.1).
Cizelge 2.1. Erkek ve kadin bireylerde 6liim nedenleri ve oranlar1 (Akturan vd. 2019)

2009-2016 yillar:
arasinda cinsiyete % Total % Erkek Birey % Kadin birey
gore oliimle ilgili
hastaliklar
Total 100 100 100
Bening-malign 20.81 24.71 16.11
timorler
Digerleri 15.09 14.50 15.80

2.1.2. Cilt kanserinin etiyolojisi ve molekiiler biyolojisi

Cilt kanserinin epidemiyolojisi ve etiyolojik kokenleri incelendiginde,
calismalarin ¢ogu cilt kanserine neden olan pek ¢ok faktdr olmasina karsin en biiyiik
bolimiinii UV maruziyetinin olusturdugunu gostermektedir (Lai vd. 2018). Son yillarda
daha fazla UV i1smlarma maruz kalinmakta olup bunun 6nemli bir nedeni ise ozon
tabakasinin zamanla incelmesi olarak gosterilmektedir. UV 1smlarinin kansere neden
olma mekanizmasi ise dogrudan DNA’ya hasar vermesi olarak bilinmektedir (Lai vd.
2018) Giines 1sinlarina karst koruyucu davraniglarda bulunularak cilt kanserine
yakalanma oraninin azaltilabilecegi One siiriilmiistiir. UVA, hiicre membran lipitleri ile
kolay bir sekilde reaksiyona giren reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu indiiklemektedir.
Boylelikle membran hasart meydana gelmektedir. Bununla birlikte UV 1sinlar aragidonik
asidin salinimi tepki genlerini aktive eden niikleer habercilerin aktivasyonuna yol
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acmaktadir (Akgiin 2021). UV 1smlarinin cilt kanseri olusumundaki rolii gz oniinde
bulunduruldugunda, cilt kanserinin 6nlenmesi ile ilgili ¢alismalardaki en 6nemli adimin
UV isinlarindan korunmaya tesvik edilmesi oldugu goriilmektedir.

Kanser olusumu ve gelisiminin temelinde genetik bir hasar s6z konusudur. Bu
hasarlar mutasyonlardan viriislere kadar pek c¢ok etki vasitasiyla meydana
gelebilmektedir. Asil hedef olan genler, biiylimeyi stimiile eden protoonkogenler, inhibe
eden kanser supresor genler ve hasara maruz kalmig DNA’larin onarimindan sorumlu
olan diizenleyici genlerdir. Karsinogenez siirecinde 6nemli genetik olaylar; onkogenlerin
mutasyonlara bagli aktivasyonu, tiimor supresor genlerin aktivasyon kaybina ugramasi,
hiicre siklusu, apoptozis regililasyonunda gorev alan genlerde meydana gelen
degisiklikler, DNA onariminda rol alan genlerde ortaya ¢ikan degisimler ve biiyiime
faktorleri ile reseptorlerine bagh degisikliklerdir (Yokus ve Cakir 2012). Bu olaylar
normal kosullarda hiicresel aktiviteleri diizenleyici bir etkiye sahiptir. Ancak meydana
gelen mutasyonlar proteinlerin yapilarinda degisiklige yol agar ve islevlerini yerine
getirmelerini engeller. Bu proteinler ve proteinlerin kodlamis oldugu genlere Ras, Myc,
BCL-2, ErbB-2 (onkogenler) ile p53, p16, Rb (tiimor supresor genler) drnek verilebilir
(Yokus ve Cakir 2012). Ras proteinleri hiicre biiyiimesi, farklilasmasi ve hiicrenin
apoptozise yonlendirilmesi agisindan olduk¢a dnemlidir. Ras sinyal sistemi, Myc gibi
protoonkogen {irlinlerini aktive etmektedir. BCL-2 hiicre apoptozisinin Onlenmesi
araciligiyla kemoterapi yanitinin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. BAX,
BCL-2 ile iliskili bir protein olup mitokondriden sitokrom c'yi serbest birakarak
kaspazlarin aktivasyonuna yardimei olmaktadir ve hiicre 6liimiine yol agan reaksiyonlar
dizisini aktive ettirmektedir (Kulsoom vd. 2018). BCL-2/BAX orani ise, hiicrenin
apoptotik duyarliligin1 belirlemede 6nemli bir parametredir. Tirozin kinaz biiyiime
faktorii reseptoriini  kodlayan ErbB-2’nin, tiimor varliginda ifadesinin arttig
gozlenmistir. Epidermoid karsinomanin yaklasik %45 ila %60'imda p53 mutasyonu
bulunmaktadir.

2.2. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

2.2.1. Serbest radikaller

Son yoriingesinde eslesmemis elektron barindiran bu molekiiller, stabil duruma
gecme-¢ift olusturma egiliminden dolay1 radikal olarak adlandirilir (Halliwell 1987).
Serbest radikallerin eslesmemis elektronlar1 diger maddelerle kolay bir sekilde etkilesime
gecebilmektedir. Normal metabolik aktiviteler siiresince devamli bir sekilde tiretilen
serbest radikallerin viicudumuzda tiretiminin artmasi sonucu diger maddeler ile kolay bir
sekilde reaksiyona girebilme potansiyeli, viicudumuzda bir¢ok hasara neden
olabilmektedir. Asir1 radikal birikimi oksidatif strese yol agmakta ve bunun sonucunda
hiicre 6liimiine neden oldugu bilinmektedir (Altiner vd. 2018; Alam vd. 2013). Viicutta
meydana gelen serbest radikaller endojen ve ekzojen kaynakli olmak {izere iki sekilde
siiflandirilmaktadir (Karabulut ve Giilay 2016a).
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2.2.2. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)
Siiperoksit radikali (-O2)

Hiicresel faaliyetler sonucunda iretilen siiperoksit (-O2’), oksitleyici ya da
indirgeyici bir ajan olarak davranabilir. Siiperoksit radikali (-O2’), birincil ROS olarak
kabul edilir ve ikincil ROS olusturmak i¢in dogrudan ve yaygin olarak enzim veya metal
katalizli islemler yoluyla diger molekiillerle etkilesime girebilir (Valko vd. 2007).
Stiperoksit anyonu, ETS reaksiyonu sirasinda ¢ogunlukla bir hiicrenin mitokondrisi
icinde olusturulur. Oksijenli solunum gergeklestiren organizmalarda -O2", siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi aracilifiyla H202’e doniistiiriilmektedir. Ayrica -O2" radikal
anyonu H202 kaynagi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyici ajanidir.

Hidroksil radikali (OH)

Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlari sonucu olusan H.Oz’ten ve iyonize
radyasyona maruz kalan sudan meydana gelen hidroksil radikali (OH"), olduk¢a reaktif
bir ROS tiirevidir ve bulundugu bdlgeden proton koparma o6zelligine sahiptir. OH
radikalinin bu 6zelligi, yeni radikallerin olusumuna ve biyomakromolekiillerde hasara
neden olmaktadir (Karabulut ve Giilay 2016a).

Lipid peroksil (LOO")

Baslangig, ilerleme ve sonu¢ olmak {izere ii¢ basamakta gerceklesen LPO
baslangi¢ basamaginda, radikal (X') ile yag asidi (LH) etkilesimi sonucunda lipid radikali
(L) meydana gelmektedir. Ilerleme basamaginda olusan L radikaline oksijen eklenir ve
peroksi radikali (LOO) meydana gelir. Bu LOO, yag asidi (L’H) molekiiliinden ayrilan
hidrojen atomu ile birlesmekte ve yeniden lipid radikallerine doniismektedir (Aslankog
vd. 2019). Meydana gelen radikallerin etkilesimi sonucunda radikal olmayan ester, eter,
aldehit, keton ve alkol gibi radikal olmayan stabil bozunma iriinleri meydana
gelmektedir. Gergeklesen olaylar ve bu siireg LPO olarak bilinmektedir. Hiicre
membranlari, canli sistemler i¢in oldukga biiyiik ve hayati bir oneme sahiptir. LPO canli
sistem i¢in bu denli biiyiik bir 6nem teskil eden hiicre membraninin fosfolipitlerindeki
coklu doymamis yag asitlerinin okside olmasina, konformasyonunun degismesine, bunun
sonucunda ise hiicre yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasina neden olan bir olaydir. Radikal
olmayan stabil bozunma fiiriinleri olusumunda biiyiik bir rol oynayan oksidatif stres ve
LPO, karsinogenezis ile de iliskilendirilmistir. LPO sonucunda a¢iga ¢ikan iki énemli
membranda en ¢ok bulunani MDA’dir ve insan (diger memeli hiicreleri de dahil)
hiicrelerinde  olduk¢a mutajenik  ve Kkarsinojeniktir  (Rodriguez-Garcia — vd.
2020).intraselliilar aldehit bulunmaktadir. Bunlar MDA ve trans-4-hidroksi-2 nonenal’dir
(4-HNE) (Sekil 2.1) (Uchida 2003; Rodriguez-Garcia vd. 2020). Bunlardan intraselliilar
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Sekil 2.1. Lipid peroksidasyonu sonucunda agiga ¢ikan iki énemli aldehit olan a) MDA
ve b) 4-HNE’1n kimyasal yapis1 (Esterbauer vd. 1991; Uchida 2003)

Hidrojen peroksit (H202)

Oksijenin iki elektron vasitasiyla indirgenmesi ya da -Oz ’lerin reaksiyonlari
sonucunda meydana gelen H20., eslesmemis elektron bulundurmadigindan dolayi radikal
ozelligi tasimamaktadir. Bu nedenle reaktif bir tiir niteligi bulunmamaktadir. Oksitleyici
olarak bilinmesi ise metal iyonlarmin oldugu durumlarda H202’in -OH Onciilii
olmasidandir (Karabulut ve Giilay 2016a). Bu nedenle canli sistemlerde H.O> ortamdan
uzaklastirilmazsa hasara neden olmaktadir.

2.3. Antioksidanlar ve Antioksidan Savunma Sistemi

Normal kosullar altinda 6karyotik hiicreler, serbest radikalleri ve bunlarin neden
oldugu hasar1 azaltmak adina bir antioksidan savunma mekanizmasi gelistirmistir.
Antioksidanlar, hiicre ve dokular1 serbest radikallerin neden oldugu hasarlardan koruyan
ve serbest radikallerin notralizasyonundan sorumlu olan molekiillerdir. Normal
kosullardaki hiicreler prooksidan/antioksidan dengesini olusturmak, serbest radikal
tirtinlerini belirli bir diizeyde tutmak kisacasi oksidatif hasari 6nlemek i¢in antioksidan
savunma sistemlerini barindirmaktadirlar (Aslankog vd. 2019; Kayis 2010).

Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile etki gostermektedir (Cherubini vd. 2005;
Young ve Woodside 2001; Taysi vd. 2002a; Taysi vd. 2002b; Habif vd. 1997).

1) ROS’lan etkileyerek daha az etkili molekiiller haline getiriler (toplayici etki) ve
antioksidanlar bu tarz bir etki gostermektedirler.

2) ROS’lar ile etkileserek bir hidrojen atomu aktarip onlarin aktivitelerinde bir azalmaya
ya da inaktivasyona yol acarlar (bastirici etki) ve vitaminler bu tarz bir etki
gostermektedirler.

3) ROS’lant baglayip zincirlerini kirarak fonksiyonlarinda bir inaktivasyona yol acar
(zincir kirict etki) ve hemoglobin bu tarz bir etki gostermektedirler.

4) ROS’larin neden olduklar1 hasarlarin onarilmasi (onarici etki).
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Antioksidan etki gosteren pek ¢ok madde bulunmaktadir. Genel olarak
antioksidanlar, kaynaklarina ve yapilarina goére antioksidanlar olmak iizere iki grupta
smiflandirilmaktadir.  Kaynaklarina gore antioksidanlar, endojen ve ekzojen
antioksidanlar olarak gruplandirilirken, yapilarina gore ise enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar olarak gruplandirilmaktadir.

2.3.1. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Stiperoksitler, metal iyonlarini indirgeyerek bagli oldugu proteinlerden salinimina
neden olmaktadir. Bu durum kofaktorlerin oksidasyon diizeylerini bozmaktadir ve metal
iyonlarmin katildig1 hidroksil radikali yapim tepkimelerini hizlandirmaktadir (Aslankog
vd. 2019). Diger radikallere gore daha az reaktif 6zellige sahip olsa da indirgenmis
niikleotidlerin, baz1 amino asitleri ve antioksidan bilesiklerini oksitler. Siiperoksit, hiicre
zarlarinin hidrofobik ortamlarinda daha uzun 6miirlii ve ¢oziiniirligii daha fazladir. Zar
fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar yiizeyleri daha asidiktir. Siiperoksit burada daha kolay
bir sekilde proton alarak hidroperoksit radikalini (HO2') olugturmaktadir. Bu radikal de
cok reaktif olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunu baslatabilir ve antioksidanlar
oksitleyebilir. H2O2’in oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni, demir, bakir gibi
metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin Onciilii olarak davranmasidir. H20>
ozellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yiiksek
oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki demir ¢ok giiclii
oksitleyici Ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal
tepkimeleri baglatabilir (Aslankog vd. 2019). Oksitleyici 6zelligi nedeniyle, biyolojik
sistemlerde olugan H2O2’nin derhal ortamdan uzaklastirilmasi1 gerekir. Bu gorevi
hiicrelerdeki 6nemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine
getirir.

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, canli sistemdeki ROS’lar ile etkilesim
igerisinde olup reaksiyona giren ilk savunma sistemi enzimidir. O2 radikalini H2O> ve
molekiiler oksijene (02) doniistirmektedir ve dismutasyon reaksiyonlarini
gergeklestirmektedir. Ortaya ¢ikan H20. sonrasinda katalaz (CAT) veya Glutatyon
peroksidaz (GPx) ile ortamdan uzaklastirilmaktadir (Aslankog vd. 2019). CAT, SOD
tarafindan inhibe edilirken meydana gelen H202’i H20 ve O:’e doniistiirerek
detoksifikasyon mekanizmasima yardimci olmaktadir (Limon-Pacheco ve Gonsebat
2009). Mitokondride olusan siiperoksit radikalleri ilk asama olarak Mn-SOD ve GPx
enzimleri tarafindan elimine edilir. H2O2’in biiyiik bir orant mitokondriden ayrilarak
sitoplazmaya kismina ge¢is yapar. Mitokondriden sitozole gecen H202’in
detoksifikasyonu CAT ve GPx enzimleri tarafindan gergeklestirilir. CAT, GPx’e gore
daha yiiksek kararli durumdaki H20: konsantrasyonlarini temizlemektedir. Bir baska
deyisle CAT disiik konsantrasyonlu H»O ile yavas calismaktadir. Sayet yiiksek
miktarlarda H20: agi8a ¢ikarsa o zaman katalaz enzimi devreye girmektedir.

ROS’larin neden oldugu hasarlara karsi hiicreleri koruyucu bir aktiviteye sahip
olan rediikte formdaki glutatyonu (GSH) kofaktor olarak kullanarak ROOH
(Hidroperoksit)’lerin indirgenmesinden sorumlu enzim olan GPx; iki adet tiyol grubunu
blinyesinde barindiran glutatyonu, glutatyon disiilfite yiikseltger, hidroperoksitleri ve
H20’yi indirger (Caylak 2011; Giles 2006). Peroksit indirgenmesini katalizleyen GPx,
hiicredeki indirgenmis glutatyonu (GSH) yiikseltgenmis glutatyona (GSSG)
doniistiirmekte ve H2O2’yi elimine etmektedir. GPX sitozolde bulunmaktadir ve 4 dort
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selenyum atomu igermektedir. Ayrica LPO’nun baglamasini ve gelisimini engelleyip
hiicre membranini hasarlara kars1 korumaktadir (Aslanko¢ vd. 2019). Bu reaksiyonlar,
canlt organizmada oksidatif stresin zararli etkilerinden hiicresel membranlar1 korumaya
yarar. Oksidatif stresin belirlenmesinde olduk¢a onemli bir parametre olan glutatyon
rediiktaz (GR), pentoz fosfat yolundan elde edilen NADPH varliginda, GPx vasitasiyla
H2O2 ve organik peroksitlerin indirgenmesi sonucu agiga ¢ikan GSSG indirgenme
reaksiyonunu katalizlemektedir (Pastore vd. 2003).

Endojen veya > o NO »| onOO
ekzojen kaynaklar

SOD 1/50D 2/S0D 3

2+ O -
OH" ) Fe ) HO 2 _ -

. OH
Fentonreaksiyonu
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R" CAT GPx GR )
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Sekil 2.2. Farkli ROS kaynaklar1 ve iiretimi CAT, katalaz; GPx, glutatyon peroksidaz;
GR, glutatyon rediiktaz; SOD, siiperoksit dismutaz; RH, lipid membran; R., alkil radikali
(Ajuwon vd. 2015)

2.4. Fungus

Organik maddeleri ayristirma roliinii listlenen ve ekosistemde oldukca 6nemli bir
yere sahip olan funguslar, mikrofungus ve makrofungus olarak 2 gruba ayrilir (Oden
2019). Makrofunguslar ise Ascomycetes ve Basidiomycetes olarak 2 alt grupta
incelenmektedir.

Funguslarin genel 6zellikleri incelendiginde, klorofil pigmenti barindirmayan,
fruktifikasyon (iireme) organlart ve hiflerden meydana gelmis govdeleri bulunan
organizmalardir. Eseyli ve eseysiz iireme gergeklestirebilmektedirler. Fruktifikasyon
organi, Basidiomycetes smifinda basidiokarp olarak adlandirilirken, Ascomycetes
sinifinda askokarp olarak adlandirilmaktadir. Klorofil pigmenti bulundurmadiklarindan
funguslar, besin maddelerini bagka canlilardan ya da 6lii atiklardan saglamaktadirlar. Bir
baska deyisle heterotrof organizmalardir. Parazitik ve saprofitik olarak beslenen fungus
tiirleri mevcuttur (Oden 2019; Tiirkekul 2001). Hayvan ve bitki paraziti seklinde yasamini
stirdiiren funguslarin hastaliklara neden oldugu bilinirken, bir kisim fungus ise zengin
besin icerigi sayesinde antikanser aktivite basta olmak iizere antiviral, antimikrobiyal
ozelliklere sahiptirler ve tibbi olarak kullanilmaktadirlar (Sevindik vd. 2015; Sevindik vd.
2016; Sevindik 2018b; Zhang vd. 2019).
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2.4.1. Phellinus igniarius (L.) Quél

Phellinus igniarius, Hymenochaetaceae familyasina ait olan ve tibbi 6zellikleri
barindiran bir fungus tiiridiir (Cizelge 2.2). Cin'in Yunnan ve Sichuan eyaletlerinde
yaygin bir sekilde yerlesim gosteren P. igniarius, geleneksel Cin ilaglarinda Sanghuang
(sar1 polipropus) olarak yiizyillardan beri kullanilmaktadir (Mao 2000; Song vd. 2005;
Wang 2018). Calismamizda kullanmis oldugumuz P. igniarius Kas/Kalkan (Antalya)
mevkiindeki badem agaglar1 {izerinden toplanmistir.

Cizelge 2.2. P. igniarius’un genel 6zellikleri (Karagoz 2015)

Basidiocarp

3.5-20%2.5-15 cm capinda, 3-15 cm kalinligindadir.

Baslangigta yuvarlak bir bigimde iken, yas aldik¢a tirnak (ungulat)
seklini almaktadir.

Kenarlari kalin, eni boyundan fazla, kivrik genistir.

Himenyum

Porlu ve yuvarlak bir bicimde bulunan himenyum, 1 mm’de yaklasik
6 por bulundurmaktadir.

Baslangigta kahverengi bir renklenme gosterirken, yas aldikca beyaz
bir yap1 halini almaktadir.

Sporlar

Kiiremsi, diiz bir yapida olan sporlarin ¢ap1 5-7x4-6 p’dur.

Yayihs alam

Yaygin parazit bir fungus olma 6zelligi tasiyan P. igniarius hemen
hemen tiim yaprakli agaglarda goriilmektedir.

Sekil 2.3. P. igniarius’ a ait bir gérsel (Anonim 5)
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P. igniarius en iyi antikanser aktivite gosteren funguslardandir P. igniarius, (1
"3) polisakkarit glukan barindirmaktadir. Bununla birlikte P. igniarius’un B (1" 6)
polisakkarit, galaktoz, mannoz, arabinoz, fukoz, barndirmasi bu fungusu diger
funguslardan daha karmasik bir hale getirmektedir. Gergeklestirilen ¢alismalar, 3 (1 "3)-
D- glukanin iskeletine baglanan bir¢ok hidroksil grubunun, viicudun bagisiklik sistemi
fonksiyonunu ve antitimor aktivitesini 6nemli 6l¢iide etkiledigini ortaya koymaktadir
(Dong vd. 2019; Zhang ve Huang 2007). P. igniarius ekstraktlariin kismen glutatyon S-
transferaz (GST) aktivitelerini indiikledigi ve GSH seviyelerinin arttirarak

antiproliferatif, antimetastatik ve antimutajenik aktivite gosterdigi belirtilmistir (Song vd.
2008).

2.4.2. Phellinus torulosus (Pers.) Bourdot & Galzin

Phellinus torulosus, Hymenochaetaceae familyasina ait, Avrupa'da igne yaprakli
Oli ve yasayan agaclarda beyaz 6z odun ciiriikliigiine neden olan funguslardandir
(Cizelge 2.3) (Ryvarden 1994). Calismamizda kullanmis oldugumuz P. torulosus
Kag/Kalkan (Antalya) mevkiindeki mese agaglari lizerinden toplanmistir. Bilimsel
arastirmalar geleneksel Cin tibbinda kanser de dahil pek cok hastaligin tedavisinde
kullanilmakta olan P. igniarius ve P. torulosus'un, terapdtik potansiyeli olan biyolojik
olarak aktif maddeler bakimindan oldukc¢a zengin oldugunu gostermektedir. Bu baglamda
P. igniarius ve P. torulosus'un kanser tedavisinde umut verici bir fungus tiirii olarak
goriilmektedir (Wang vd. 2018; Zapora vd. 2016).

Cizelge 2.3. P. torulosus’un genel 6zellikleri (Anonymous 1)

o 4-10x12-30 mm capinda, 1-3 cm

Basidiocarp kalinligindadir.

Ust yiizey koyu kahverengi-kadifemsi, yuvarlak
kenarhdir.

Himenyum ) ) )
Himenyal tiipler kahverengi, 2-8x0.1 ila 0.2

mm ¢apinda, mm basina 4-6 arasinda aralikli ve
kii¢iik yuvarlak kirmizi-kahverengi porlar
bulundurmaktadir.

Sporlar o )
Yuvarlak bir bigimde, piiriizsiiz, ince duvarli, 4-

6x3-4 um; inamyloid.

Yayihis alani Saprofit veya zayif parazitik bir fungus olma
Ozelligi tasiyan P. torulosus, genis yaprakli
agaclarda ve ozellikle mese, zeytin, sakiz
agaclarinda yayilis gostermektedir.
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Sekil 2.4. P. torulosus’a ait bir gorsel (Anonymous 1)

2.4.3. Cesitli Phellinus cinsleriyle yapilan bazi ¢alismalar

Bal (2020) tarafindan, tibbi funguslardan olan P. igniarius ve P. rimosus’un
antimikrobiyal aktiviteleri, toplam antioksidan durumu (TAS), toplam oksidan durumu
(TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) belirleme ¢aligmalar1 kapsaminda Rel assay kitleri
kullanilarak degerler belirlenmistir. P. igniarius’un daha yiiksek TAS, TOS ve OSI
degerlerine sahip oldugu gosterilmistir. Sonug¢ olarak, P. igniarius ve P. rimosus'un
antioksidan ve antimikrobiyal potansiyele sahip oldugu farmakolojik aragtirmalarda
dogal kaynak olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Bal 2020).

2016 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada P. linteus, Cordyceps sinensis,
Lentinus edodes, Coprinus comatus ve Ganoderma lucidum metanol ekstraktlarinin
toplam fenol ve flavonoid igerikleri, sitotoksik ve antimigratuvar aktiviteleri ve kolon
kanseri hiicre dizileri (HCT-116 ve SW-480) iizerindeki antioksidan/prooksidan etkileri
acisindan in vitro olarak belirlenmistir. Fungus ekstraktlarmin toplam fenol igerigi,
flavonoid konsantrasyonlar1 ve DPPH aktivitesinin belirlenmesinde spektrofotometrik
yontemler kullanilmistir. Sitotoksik aktivite MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) testi, antimigrator aktivite ise Transwell testi ve B katenin
immiinofloresan boyamasi kullanilarak degerlendirilmistir. Prooksidan/antioksidan
dengesi, siiperoksit anyon radikali, nitrit ve GSH konsantrasyonlar1 oOlciilerek
belirlenmistir. Sonug¢ olarak P. linteus’un fenolik-flavonoid ig¢erik ve DPPH siipiirme
kapasitesi agisindan diger tiirlerden etkili oldugu belirlenmistir. P. linteus ekstraktinin,
her iki kanser hiicre dizisinin hiicre canliliin1i énemli 6lciide azalttigi gosterilmistir.
Diger ekstraktlar ise SW-480 hiicre canliligin1 segici olarak inhibe etmis, ancak 6nemli
derecede sitotoksik etki gostermemistir (Seklic vd. 2016).

P. igniarius’tan elde edilen etanol ekstraktinin farkli fraksiyonlarmin sitotoksik
etkilerini degerlendirmek ve olas1 antikanser mekanizmasini agiklamay1 hedefleyen bir
calismada, tiim fraksiyonlarin sitotoksik aktivitesi MGC-803, BEL-7402 ve MCF-7 hiicre
dizilerinde test edilmistir (Wang vd. 2017). Elde edilen sonuglar hiicre dizilerine karsi
giiclii sitotoksik aktivite gdsteren fraksiyonun etil asetat fraksiyonu (EAF) oldugunu
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gostermektedir. Ayrica akis sitometrisi analizi, EAF’nin MGC-803 hiicrelerinde hiicre
dongiisii S-fazinin durmasinmi indiikleyebilecegini ve konsantrasyona bagli bir sekilde
apoptoza neden olabilecegini gostermistir.

P. igniarius’un antikanser aktivitesini degerlendirmek ve olasi mekanizmalari
aydinlatmak amaciyla yapilan bir baska c¢alismada P. igniarius’un (TPI) toplam etanol
ekstraktinin, HepG2, AGS, SGC-7901, Hela ve A549 olmak iizere bes insan kanser hiicre
dizisine kars1 antikanser aktiviteleri MTT yontemiyle belirlenmistir (Wang vd. 2018).
Calismanin sonucu TPI’nin, en yiiksek sitotoksik aktiviteyi SGC-7901 hiicrelerine karsi
gosterdigini belirtmektedir. Ayrica SGC-7901 hiicrelerinde, TPI uygulamasi sonrasi
kromatin yogunlagsmasi ve apoptotik cisimlerin olusumu ile niikleer par¢alanma dahil
olmak tizere hiicre apoptozisine bagli tipik morfolojik degisiklikler de gozlenmistir. TPI,
SGC-7901 hiicre dongiisiinii GO/G1 fazinda bloke etmistir ve siklin D1'in ifadesini agag1
regiile ederek apoptoza neden olmustur. Bunun sonucu olarak belirgin bir mitokondriyal
membran potansiyeli (MMP, Aym) ¢okiisiine neden oldugu, kaspaz-9/3 aktivasyonu ve
PARP boliinmesini tetikleyerek mitokondriye bagimli apoptozisi indiikledigi
belirtilmistir.

Khadhr vd. (2017) tarafindan yapilan ¢aligmada bes Tunus fungusunun (P.
torulosus, Fomes fomentarius, Trametes versicolor, Pisolithus albus ve Fomitopsis
pinicola) etanolik ekstraktlarinin toplam polifenol, lavonoid, lavonol, tanen,
proantosiyanidin, antosiyanin icerigi, DPPH radikal siipiiriicii aktivite, demir indirgeme
ve selatlama giicii analizini yapilmistir ve elde edilen sonuglar sekonder metabolitlerin
biyolojik aktivite agisindan 6nemli oldugunu gostermistir (Khadhr vd. 2017).

Tayland’in Kuzey Dogusu’ndan toplanan on bir Phellinus cinsi fungusun etanol
ve su ekstraktlar1 kullanilarak yapilan bir ¢alismada, DPPH radikal siipiirme aktivitesi,
FRAP testi ve TBARS yontemi ile bu funguslarin in vitro antioksidan aktiviteleri
belirlenmistir (Sunthudlakhar vd. 2019). Ayrica fungus ekstraktlarinin fitokimyasal
profilleri TLC (ince tabaka kromotografisi) ve HPLC (yiiksek performansli sivi
kromatografisi) teknikleri ile, toplam fenolik ve flavonoid igerikleri sirasiyla Folin-
Ciocalteu ve aliiminyum kloriir yontemleri ile, toplam karbonhidrat ve triterpen igerikleri
ise sirastyla fenolsiilfiirik asit ve vanilin perklorik asit yontemleri ile belirlenmistir.

Thanh vd. (2018) tarafindan yapilan ¢aligmada yeni bir tirucallan tipi triterpenoid
olan igniarin ve bilinen dort bilesik meshimakobnol A, meshimakobnol B, ergosterol ve
ergosterol peroksit, P. igniarius’un meyve veren organlarinin metanol ekstraktlarindan
saflastirilmistir. Izole edilen bu bilesikler, MCF-7, HepG2 ve Lu hiicre dizilerine kars1
sitotoksiteleri agisindan incelenmistir (Thanh vd. 2018).

P. igniarius ve P. linteusun su ekstraktlarinin polisakkarit ve toplam fenolik
iceriginin yani sira siiperoksit dismutaz (SOD) benzeri ve antimutagenik aktivitelerinin
karsilagtirildigi bir ¢alismada P. igniarius’un P. linteus’tan fenolikler ve polisakkaritler
bakimindan daha zengin ve daha yiliksek SOD benzeri aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (Yang vd. 2016).

P. igniarius ve P. linteus'tan alinan polisakkarit ekstraktlarinin humoral bagisiklik
ve tiimdr bilylimesi iizerine etkilerinin incelendigi ¢aligmada, elde edilen polisakkaritlerin
kimyasal yapilar1 FT-IR, GC-MS analizi ve C-13 NMR spektrumlari ile, molekiiler
konformasyonlar1 viskozite yontemi ve SEC-MALLS-RI ile analiz edilmistir. Ayrica
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kanser hiicreleri tizerine etkileri ise MTT testi ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, bu
polisakkaritlerin agregasyon olmadan suda molekiiler olarak dagitilabilecegini ve in vitro
olarak HepG2 ve HeLa hiicreleri iizerinde inhibisyon etkisi oldugunu gostermistir (Jia vd.
2018).

Yukarida belirtilen literatiir incelemesi sonucunda, ekstraktlarin sitotoksik etki
gosterdigi  prooksidan etki konsantrasyonu antioksidan etki konsantrasyonu ile
karsilastirilmamistir. Ayrica ¢calismalarda belirtilen ayni tiire ait ekstraktlarin prooksidan
ve antioksidan aktiviteleri saglikli hiicrelerle karsilagtirmali olarak degerlendirilmemistir.
Calismamizda her iki tiire ait ekstraktlarin antikanser, prooksidan/antioksidan etki
konsantrasyonlar1 saglikli (Bj) ve kanser hiicrelerinde (A431) karsilastirilarak ortaya
koyulmustur.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Fungus ekstraktlarimin elde edilmesi

P. igniarius ve P. torulosus basidiyokarplari kalintilardan arindirilmak amaciyla
yikanarak temizlenmistir. Ardindan 40°C’deki bir firinda kurutulmustur. Kurutulan bu
ornekler degirmen kullanilarak ince toz seklinde dgiitiilmiistiir. Ogiitiilmiis olan 15’er
gram Ornek, ayr1 ayr1 250 mL metanol ve steril distile su igerisine koyulmustur.
Hazirlanmis olan bu karisimlar 25-37°C sicaklikta ultrasonikasyon ile 1 saat 3 tekrarh
olacak sekilde ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. Islem esnasinda 6rneklerin icerdigi
bilesenlerin yiiksek sicaklik ile muamelesinden kaynakli olarak yapilarinin bozulmasini
engellemek amaciyla sicakligin 40°C’yi gegmemesine Ozen gosterilmistir. Fungus
ekstraktlar filtre (Whatman no 1) kullanilarak siiziilmiistiir ve daha sonra kullanilan
¢oziiciiler rotary evaporator’de (Heidolph Laborota 4000) 40°C’nin altinda, diisiik
basin¢ta ucurulmustur. Bu islem sonrasinda ekstrakt igerisinde kalan sivi kalintilarindan
kurtulmak icin, liyofilizatdrde diisiik basing altinda -110°C’de kurutulup konsantre
edilmistir. Liyofilize haldeki metanol ekstraktit DMSO (Dimetil Siilfoksit), su ekstrakti
ise besiyeri i¢inde ¢ozdiiriilerek stok soliisyonlar hazirlanmistir. Stok soliisyonlar 0.45 ve
0.22 pm’lik milipor filtreden enjektor yardimi ile siiziilerek steril edilmis ve 2 mL’lik
tiiplere 1’er mL paylastirilarak kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.2. Hiicre kiiltiirii uygulamalari
Besiyerinin hazirlanmasi

Besiyerinin hazirlanmasinda Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640,
Gibco), Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco), Fetal Bovine Serum
(FBS, Gibco), antibiyotik-antimikotik karigimi1 (Pen-Strep-Ampho Solution, Biological
Industries) ve Non Essential Amino Acid (NEAA, Gibco) kullanilmistir.

Satin alinmis olan FBS inaktive durumda olmadigindan 56°C’de 30 dk sicak su
banyosu (Memmert)’nda tutulmus ve kompleman cevap olusumuna sebep olan
proteinlerin inaktivasyon islemi gerceklestirilmistir. Inaktivasyon islemi sonrasinda
A431 (epidermoid karsinoma) hiicre dizisi igin 89 mL RPMI-1640 besiyeri igerisine 10
mL FBS ve 1 mL antibiyotik-antimikotik karisimi ilave edilmistir. Bj (saglikli fibroblast)
hiicre dizisi i¢in 88 mL DMEM besiyeri tizerine 10 mL FBS, 1 mL antibiyotik-
antimikotik karisimi ve 1 mL NEAA ilavesi yapilmistir. Hazirlanan besiyerleri +4°C’de
saklanmustir.

Hiicre dizilerinin kaynag ve cogaltilmasi

Calismamizda American Type Culture Collection (ATCC)’ dan temin edilen ve
Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik laboratuvarimizda iiretilen A431 ve Bj hiicre dizileri kullanilmastir.
-80°C’de karyotiip i¢erisinde muhafaza edilen hiicreler, kiiltiir odasinda bulunan laminar
flow (biyogiivenlik kabini, smif 2) igerisinde 37°C’de ¢oziilene kadar bekletilmistir.
Coziinme sonrasinda karyotlip icerigi steril santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Santrifiij tiipli
icerisine hiicre hacminin 3 kati kadar besiyeri ilavesi yapilmis ve 1000xg’de 6 dk santrifiij
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edilmistir. Islem sonrasinda siipernatant (dokelti) atilmis ve pellet (¢okelti) 5 mL
besiyerinde ¢oziilerek 25 cm? ve 75 cm?’lik flasklara (kiiltiir kaplar) ekilmistir. 37°C’de
%5 CO2’li etiivde (Nuaire) inkiibe edilmistir. Hiicrelerin besiyerleri, pH degisimine ve
hiicre miktarindaki artisa bagl olarak degistirilmistir.

Hiicrelerin tripsinizasyonu ve sayimi

Hiicre sayim islemi icin flasklarin tabanina yapisan hiicrelerin kaldirilmasi ve
toplanmasi (tripsinizasyon islemi) gerekmektedir. Hiicrelerin tripsinizasyon ve sayim
islemleri Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Hiicrelerin tripsinizasyon islemi basamaklari

1. Hiicrelerin bulundugu 75 cm?’lik flask igerisindeki besiyeri bosaltilmistir.

2. Hiicreler 3 mL PBS (fosfat tamponlu salin) ¢ozeltisi ile yikanmaistir.

3. Hicrelerin tizerine 3 mL Tripsin-EDTA (Biological Industries) c¢ozeltisi ilave
edilmistir.

4. Tripsin-EDTA ¢ozeltisi bulunduran flasklar, 37°C’de %5 CO2’li etiivde 5 dk
bekletilmistir.

5. Bekleme siiresi sonunda flaskta siispanse halde bulunan hiicreler santrifiij tiipiine
aktarilmistir.

6. Flaska 3 mL PBS c¢ozeltisi ilave edilerek tabanda kalan hiicrelerin de toplanmast
saglanmis ve ayni1 santrifiij tlipline ilave edilmistir.

7. Hiicre siispansiyonunu igeren santrifiij tiipti, 1000xg’de 6 dk santrifiij edilmistir.

8. Santrifiij sonunda tiip igerisindeki siipernatant atilmistir.

9. Geriye kalan pellet iizerine, hiicre yogunluguna bagli olacak sekilde besiyeri ilave
edilmistir.

10. Pellet ve besiyeri soliisyonunun homojen hale gelmesi i¢in kisa bir pipetasyon
(cek-birak) islemi yapilmis ve hiicreler sayilabilecek duruma getirilmistir.

Cizelge 3.2. Hiicrelerin sayim islemi basamaklari

1. Hiicre sayiminda kullanilacak olan Thoma lami (Hemositometre), etil alkol
kullanilarak temizlenip steril edilmis ve tlizeri lamel ile kapatilmigtir.

2. Tripsinizasyon islemi sonras1 homojen hale getirilmis hiicre soliisyonu ve Tripan
Mavisi (Sigma)1/1 oraninda karistirilmis ve pipetasyon yapilmistir.
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Cizelge 3.2’nin devami

3. Hazirlanan karigim, karelerin bulundugu bolgeyi kaplayacak miktarda alinmis ve
lamelin altindan lam tizerine birakilmuistir.

4. Hiicreler 151k mikroskobu (Olympus) altinda 40x’lik biiyiitmede sayilmistir.

Sekil 3.1. Hiicre sayimi ve ekimi @) Hiicre ¢ogaltimi, flasklar; b) Thoma lami; c)
Hiicrelerin thoma lami goriintiisii; d) Hiicrelerin ekimi, kuyucuklu plaklar

Thoma lamu tizerinde iki alan yer almaktadir. Bu alanlar igerisinde 16 kiigiik
kareden olusan 4 biiyiik kare bulunmaktadir. 4 adet 4 kii¢iik kareden olusan bir biiytik
karenin bir kenar1 1 mm, ytiksekligi 0.1 mm’dir. Bir biiyiik karenin hacmi 1x1x0.1=0.1
mm?¥tiir. Buradan yola ¢ikarak 1 mL igerisinde bulunan canli veya 6lii hiicre sayisi
asagida verilen formiil kullanilarak hesaplanmistir.

1 mL’de bulunan canli veya 6lii hiicre sayis1 = 1 adet biiylik karede yer alan
ortalama hiicre sayis1 x seyreltme oran1 x 10*

Seyreltme oran1i=6rnek miktari/toplam ¢ozelti miktar
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Hiicrelerin dondurulmasi ve saklanmasi (karyopreservasyon)

Flasklarda iiretilmis olan hiicrelerin dondurulup saklanmasi gerekmektedir. Aksi
taktirde bu hiicreler asir1 bir sekilde ¢ogaldiklar i¢in “kontak inhibisyon” sebebiyle bir
siire sonra canliliklarini1 kaybederler. Hiicrelerin dondurularak saklanmasindaki asil amag
ihtiya¢c duyuldugu taktirde ¢ozdiiriiliip kullanilabilmesidir. Dondurma iglemi Cizelge
3.3’te belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.3. Hiicre dondurma islemi basamaklari

1. “Saklama ¢ozeltisi” olarak adlandirilan ve FBS (%20) ile gliserol (%10) iceren
sollisyon hazirlanmistir.

2. Flasklardan toplanan hiicre pelletleri, cogaltildigi besiyerinde siispansiyon haline
getirilmistir.

3. Besiyeri-hiicre karisimil mL saklama ¢6zeltisinde siispanse edilmis ve karyotiiplere
aktarilmistir.

4. Karyotiipler ilk olarak +4°C’de 30 dk, ardindan -30°C’de 2 saat bekletilmistir.
Bu siire sonunda karyotiipler -80°C derin dondurucuya konmus ve kullanilacagi
zamana kadar muhafaza edilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Sitotoksite dl¢iimleri

Fungus ekstraktlarinin A431 ve Bj hiicre dizileri iizerine sitotoksik etkisi MTT
testi ile belirlenmistir. Bu test, canli hiicrelerde bulunan ve mitokondriyal bir enzim olan
stiksinat dehidrogenaz’in MTT ile olusturdugu formazan derisiminin spektrofotometrik
olarak belirlenmesi esasina dayanmaktadir (Castell vd. 1997).

0.5 g MTT, 100 mL PBS ¢ozeltisi igerisinde ¢oziildiikten sonra filtreden
gecirilerek steril edilmis ve stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden 9:1 oraninda
(besiyeri:MTT) MTT soliisyonu hazirlanmistir. Ekstraktlar ile muamele edilmis ve
edilmemis (kontrol grubu) hiicreleri barindiran kuyucuklu plaklar tizerine 100 uL MTT
soliisyonu eklenmistir. Bu plaklar 2 saat etiivde inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda
plaklar icerisinde bulunan ¢ozelti uzaklastirilmis ve DMSO (Dimetil siilfoksit) ilave
edilmistir. DMSO ilavesi ile renk degisimi goézlenmistir (Sekil 3.2b). Hiicre canliligi UV-
visible spektrometrede 490 nm dalga boyunda (BioTek ELx808) belirlenmistir (Sekil
3.2a). Degerlendirme agamasinda kontrol grubu absorbans degerleri %100 olarak
alinmastir.
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Sekil 3.2. Sitotoksite Ol¢timii sirasinda kullanilan a) UV-visible spektrometre ve b)
kuyucuklu plakalar

Phellinus igniarius ve Phellinus torulosus ekstraktlarimin A431 ve Bj hiicre dizileri
iizerine sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

Flasklarda inkiibe edilen hiicreler Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de belirtildigi gibi
tripsinizyon ve sayim islemine tabi tutulmustur. Sonrasinda hiicreler 1x10* hiicre/mL
olacak sekilde kuyucuklu plaklara aktarilmistir. Bir gece 6n inkiibasyon ile hiicrelerin
plak tabanina yapismasi saglanmistir. Hiicreler (kontrol grubu hiicreler harig) artan
konsantrasyon degerlerinde DMSO’da ¢oziilmiis P. igniarius ve P. torulosus
ekstraktlarina (metanol ve su ekstraktlar) 37°C’de %5 CO2’li etiivde 24 saat maruz
birakilmistir. Sonrasinda 100 uL MTT soliisyonu eklenmistir ve 2 saat inkiibe edilmistir.
Plaklarda bulunan ¢6zelti uzaklastirildiktan sonra DMSO eklenmistir. Hiicre canliliginin
6l¢timii UV-visible spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda yapilmistir.

Hiicre dizileri i¢in kullanilan P. igniarius ve P. torulosus ekstraktlarinin (metanol
ve su ekstraktlar1) konsantrasyonlar1 Cizelge 3.4’te belirtilmistir.

Cizelge 3.4. A431 ve Bj hiicre dizileri i¢in kullanilan P. igniarius ve P. torulosus
ekstraktlarinin konsantrasyonlari

P. igniarius ve P. torulosus ekstraktlarimin (metanol ve su ekstraktlar)
konsantrasyon degerleri (ng/mL)

25 400
50 600
100 800
200 1000

300
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A431 ve Bj hiicre dizileri iizerine gii¢lii bir oksitleyici ajan olan H202’in 24 saatlik
sitotoksik etkisi de ayn1 basamaklar uygulanarak MTT testi ile UV-visible
spektrometrede (490 nm) belirlenmistir.

Hiicre dizileri i¢in kullanilan H202 konsantrasyonlar1 Cizelge 3.5’te belirtilmistir.

Cizelge 3.5. A431 ve Bj hiicre dizileri i¢in kullanilan H,0O> konsantrasyonlar1

H202 konsantrasyon degerleri (uM)

25 400
50 600
100 800
200 1000

300

P. igniarius ve P. torulosus’un metanol ve su ekstraktlarmin hiicre dizileri
tizerindeki antioksidan etkisini belirlemek amaciyla hiicreler (kontrol grubu hiicreler
harig), farkli konsantrasyonlardaki ekstraktlar ile (<ICsp) bir saat 6n inkiibe edilmistir ve
ardindan ICsg ve 1C7o konsantrasyonlarindaki H»O2’e 24 saat maruz birakilmistir. Bu
sekilde antioksidan etki ortaya koyulmustur.

3.2.2. Ekstraktlarin hiicre membrani lizerine etkilerinin belirlenmesi
Malondealdehit (MDA) diizeylerinin dl¢iimii

Hiicre dizilerinin membrani {izerine fungus ekstraktlarinin etkilerini belirlemek
amaciyla gergeklestirdigimiz MDA diizey 6l¢limii, Wasowicz yontemine gore yapilmistir
(Wasowics vd. 1993). Bu yontemin temeli, hiicre membraninin hasar gérmesi neticesinde
meydana gelen ve LPO {iriinii olan MDA ’nin Tiyobarbiitirik Asit (TBA) ile reaksiyona
girmesi sonucu olusan bilesigin biitanol fazinda floresan spektrofotometrede
(PerkinElmer LS 55) okunmasina dayanir (eksitasyon: 525 nm ve emisyon 547 nm).

MDA diizey 6l¢limii Cizelge 3.6°da belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.6. A431 ve Bj hiicre dizilerinin MDA diizeylerinin 6l¢iim basamaklar1

1. Hiicreler, Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2’de belirtilen islemlerden gecirilmistir.

2. Birinci basamakta gergeklestirilen islemlerden sonra hiicreler, her bir flaskta 15x10*
olacak sekilde dagitilmistir ve 24 saat inkiibasyona birakilmaistir.

3. Bu siire sonunda hiicreler ICso ve IC70 konsantrasyon degerlerinde fungus
ekstraktlar1 ve H202’e kars1 en yliksek antioksidan etki gdsteren fungus ekstraktlariin
konsantrasyonlarina maruz birakildiktan sonra 24 saat inkiibe edilmistir (kontrol grubu
hiicrelerine herhangi bir uygulama yapilmamaistir).
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Cizelge 3.6’nin devami

4. Ekstrakt (funguslarin metanol ve su ekstraktlar1) uygulamasi yapilan ve kontrol grubu
olarak ayrilmis olan flasklarda bulunan hiicreler, 24 saatin sonunda Cizelge 3.1°de
belirtilen iglemlere tabi tutulmustur.

5. Toplanan hiicreler 600xg’de 10 dk 4°C’de santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant
atilmig, pellet 1 mL PBS c¢ozeltisi igerisinde ¢oziilmistiir. Bu islem 3 defa
tekrarlanmigtir.

6. Santrifiij sonrasinda olusan pellet 500 pL proteaz inhibitoér karisimi igerisinde
¢Oziilmiistiir (1.5 mL proteaz inhibitor karisimi, 1180 pL steril distile su, 300 uLL PBS
cozeltisi ve 20 puL proteaz (Sigma) ile hazirlanmaktadir).

7. Coziilmiis bu hiicreler ependorfa alinip ultrasonik pargalayicida (Branson Sonifier)
buz igerisinde homojenize edilmistir (3x15 saniye tekrar).

8. Homojenizasyon sonrast hiicreler, 32000xg’de 45 dk 4°C’de santrifiij edilmistir.

9. Elde edilen hiicre siipernatantindan 10 pL alinmistir, 200 pL distile su ve 200 pL
TBA (29 mM; 8,75 M Asetik asit) icerisinde karistirllmigtir. Bu karigim, sicak su
banyosunda 100 °C’de 1 saat kaynatilmistir.

10. Bu siire sonunda karigimi iceren tiipler sogutulmus, SM 5 pL hidroklorik asit (HCI,
Merck) ve 600 pL n-butanol (Sigma) ilavesi yapilmstir.

11. Tipler 10 dk 3000xg’de santifiij edildikten sonra iist faz ayrilmistir ve belirtilen
dalga boylarinda floresan spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir.

12. Orneklerin MDA igerikleri ise MDA standart grafiginden belirlenmistir (MDA
standart grafigi 1,1,3,3-tetrametoksipropan (Merck) standart soliisyonu kullanilarak
hazirlanmistir).

Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesinin ol¢ciilmesi

GPx, H202’nin ayrigmasini katalize eden 6nemli bir enzimdir. GSH, kararli, sar1
bir renk gosteren 5-tio dinitrobenzoik asit anyonu iiretmek i¢in dinitrobenzoik asit ile
reaksiyona girebilmektedir. GPx 6l¢iim prensibi, olusan bilesigin 412 nm dalga boyunda
spektofotometrik olarak Olciilmesi temeline dayanmaktadir. GPx aktivitesi 6l¢limil
Elabscience GSH-Px Activity kit (E-BC-K096-S) yontemine gore yapilmistir
(Anonymous 2).
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Cizelge 3.7. A431 ve Bj hiicre dizilerinin GPx aktivitesinin 6l¢iim basamaklari

1. Hiicreler, Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2’de belirtilen islemlerden gecirilmistir.

2. Birinci basamakta gerceklestirilen islemlerden sonra hiicreler, her bir flaskta 1x10°
olacak sekilde dagitilmistir ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

3. 1x10° kadar hiicre toplanmis ve 10 dk boyunca 1000~1500xg'de santrifiij edilmistir.
Stipernatant uzaklastirilmistir ve pellet ile devam edilmistir. Hiicre siispansiyonunu
hazirlamak igin 300~500 uL PBS (0.01 M, pH 7.4) eklenmistir. Buzlu su banyosunda
sonikasyon yapilmistir (giig: 300 W, 3~5 saniye / zaman, 30 saniye aralik, 3~5 kez
tekrarlayin). Bu siispansiyon 10 dk 10000xg'de santrifiij edildikten sonra siipernatant
ile bir sonraki asamaya gecilmistir.

4. Enzimatik reaksiyon i¢in kitte verilen prosediire uygun olarak karigim tiipleri
hazirlanmistir ve 3100xg’de 10 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant
kromojenik reaksiyon i¢in kullanilmistir.

5. Kit prosediirine uygun olarak hazirlanmis karigimlar 10 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra spektrofotometrik olarak 412 nm dalga boyunda Olgiim
gergeklestirilmistir. Olgiimden 6nce cihaz su ile sifirlanmistir.

Protein Tayini (Bradford Yontemi)

Orneklerden protein Slciimii yapilarak MDA diizeyleri nM/mg protein olarak
belirtilmistir. Calismamizda kantitatif protein miktarlar1 Bradford yontemi ile
belirlenmistir (Bradford 1976). Bu yontemin temeli boya olarak kullanilan ve negatif bir
yiike sahip olan Coomassie parlak mavisi (Coomassie brillant blue) G-250 boyasinin,
farkli konsantrasyon degerlerindeki protein ¢ozeltilerinde farkli derecelerde mavi renk
olusturmasina dayanmaktadir. Ilgili proteinin konsantrasyonlar1, standart protein/Bovine
Serum Albumin (BSA, Sigma) yardimiyla cizilen absorbans-konsantrasyon grafigi
tizerinden belirlenmistir.

Protein standart grafiginin belirlenmesinin ardindan ornekler, 1:75 oraninda
seyreltilmis ve 20 puL ornek tizerine 200 uL. Coomassie parlak mavisi ilave edilmistir. Bu
karisim kuyucuklu plakalara alinmistir ve 10 dk karanlik bir ortamda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda &rneklerin protein iceriginin absorbans degerleri 595 nm dalga
boyunda belirlenmistir. Protein standart grafiginden yararlanarak orneklerin protein
miktarlar1 belirlenmistir.

3.2.3. istatistiksel analizler

Calismalar kapsaminda elde edilen verilerin istatistiksel analizi IBM Spss
Statistics 20 programi kullanilarak yapilmistir. Sonuglarin gruplar arasi degerlendirilmesi
ANOVA-Post-Hoc analizi ile farklarin 6nem seviyesinin belirtilmesi ise Duncan Coklu
Karsilastirma Testi ile gerceklestirilmistir (Anonymous 3).
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4. BULGULAR
4.1. H202’in Hiicre Dizileri Uzerine Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

H202°in farkli konsantrasyonlarmin A431 ve Bj hiicre dizileri iizerindeki
sitotoksik etkisi, konsantrasyona bagli olarak degisim gostermistir (Sekil 4.1). Uygulanan
H20: konsantrasyonlar1 Cizelge 3.5’te verilmistir. A431 hiicrelerinin 24 saatlik artan
konsantrasyonlarda H20: ile inkiibasyonu sonucunda ICso degeri 290 uM, IC7o degeri 600
uM olarak belirlenirken, Bj hiicrelerinde ICso degeri 260 uM, IC70 degeri 392 uM olarak
belirlenmistir. inkiibasyon sonunda elde edilen veriler arasindaki istatistiksel farklar
(p<0.05) Cizelge 4.1’de verilmistir. 24 saatlik H>O> uygulamasi sonucunda Bj
hiicrelerinin H2O2’e kars1 daha fazla duyarli oldugu belirlenmistir. A431 hiicre dizisinin
saglikli Bj hiicre dizisine gére H2O2 uygulamasi sonucunda hesaplanan ICso degerleri géz
ontinde bulunduruldugunda 1.12 kat, IC7 degerleri goz 6niinde bulunduruldugunda ise
1.53 kat daha dayanikli oldugu goriilmiistir.
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Sekil 4.1. H>O> konsantrasyonlarinin A) A431 ve B) Bj hiicre dizileri iizerine doza bagl
sitotoksik etkisi
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Cizelge 4.1. H20: konsantrasyonlarinin A431 ve Bj hiicre dizileri tizerine sitotoksik etkisi

Ortalama (X) = S.H.
% Sitotoksik etki (24 saat)
H202 konsantrasyonlari
(nM) A431 Hiicre Bj Hiicre Dizisi
Dizisi
Kontrol 100£1.21aA 100£1.34aA
25 95+1.73abA 90+4.11bB
50 90£1.63bA 88+1.67bA
100 80+4.10cA 75+4.08cB
200 64+2.16dA 62+2.94dA
300 484+2.82¢A 42+1.81eB
400 38+£2.08fA 29+2.621B
600 30+ 1.64gA 21£1.70gB
800 27+1.60gA 20+1.13gB
1000 244+3.31gA 18+1.28¢gB

X: Dort tekrar ortalamasi olup siitun boyunca farklh kiiglik harfler istatistiksel olarak
farklilig1 gosterirken, satir boyunca farkli biiyiik harfler istatistiksel olarak farkliligi
gostermektedir (p<0.05)

S.H.: Standart Hata

4.2. P. igniarius ve P. torulosus Ekstraktlarimin Hiicre Dizileri Uzerine Sitotoksik
Etkilerinin Belirlenmesi

4.2.1. P. igniarius ekstraktlarimin hiicre dizileri iizerine sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi

P. igniarius metanol ve su ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin A431 hiicre
dizileri lizerine 24 saatlik inkiibasyonu sonunda sitotoksik etkisi arastirilmistir ve
konsantrasyona bagli olarak sitotoksik etkinin arttigi belirlenmistir (Sekil 4.2). A431
hiicre dizileri 24 saat siire ile artan konsantrasyonlarda P. igniarius metanol ve su
ekstraktlarina maruz birakilmistir, ICso ve 1C7o degerleri belirlenmistir. Ayrica hiicrelerin
ekstraktlar ile 24 saat inkiibasyonu sonucu ICig, IC20 Ve 1C3o degerleri de hesaplanmustir.
A431 hiicre dizisinin farkli ekstrakt konsantrasyonlar1 ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucunda P. igniarius metanol ekstraktinin 1C1o, 1C20 ve IC3o degerleri sirasiyla 8.6
pg/mL, 17.2 pg/mL ve 26.7 pg/mL, ICso ve 1C7o konsantrasyonlart 100 pg/mL ve 340
pug/mL olarak bulunmustur. P. igniarius su ekstraktinin 1C1, 1C20 Ve 1C3o degerleri
sirastyla 25 pg/mL, 58.3 pg/mL ve 86.11 pg/mL, ICso ve IC7o konsantrasyonlar: 188.2
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pg/mL ve 400 pg/mL olarak bulunmustur. inkiibasyon sonunda elde edilen veriler
arasindaki istatistiksel farklar (p<0.05) Cizelge 4.2°de verilmistir.

A431 hiicre dizisi tizerine P. igniarius metanol ve su ekstraktlarinin sitotoksik
etkileri karsilastirildiginda, metanol ekstraktinin su ekstraktina kiyasla daha disiik
konsantrasyonlarda hiicre canliligin1 azalttig1 ve daha ytiiksek sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmigtir. A431 hiicreleri P. igniarius’un su ekstraktina karsi direng gosterirken,
metanol ekstraktina karsi daha hassas bulunmustur. Sitotoksite ¢alismalar1 sonucunda
ICso degerleri goz oniinde bulunduruldugunda A431 hiicrelerinin su ekstraktina kars1 1.88
kat daha dayanikli oldugu goriilmistiir.

P. igniarius metanol ve su ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin saglikli
hiicre olan Bj hiicre dizileri iizerine 24 saatlik inkiibasyonu sonunda sitotoksik etkisi
arastirllmistir (Sekil 4.2). Bj hiicre dizileri 24 saat siire ile artan konsantrasyonlarda
metanol, su ekstraktlarina maruz birakilmistir. 1C10, 1C20 ve 1Cs30, ICs0 Ve 1C7o degerleri
hesaplanmustir.

Bj hiicre dizisinin farkli ekstrakt konsantrasyonlar1 ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucunda P. igniarius metanol ekstraktinin 1Cio, IC2 Ve 1Cs, ICso ve IC7o
konsantrasyonlar1 41.7 pg/mL, 131.2 pg/mL ve 193.7 pg/mL, 295 ug/mL ve 667 pg/mL
olarak bulunmustur. P. igniarius su ekstraktinin IC1o, IC2 ve 1C30 degerleri sirasiyla 83.3
pug/mL, 147.4 pg/mL ve 200 ug/mL, 1Cso ve 1C7g konsantrasyonlart ise 350 pg/mL ve 725
pg/mL olarak bulunmustur. Sitotoksik etkinin konsantrasyonlara paralel olarak arttigi
belirlenmistir. inkiibasyon sonunda elde edilen veriler arasindaki istatistiksel farklar
(p<0.05) Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. P. igniarius metanol ve su ekstraktlar1 konsantrasyonlarinin A) A431 ve B) Bj
hiicre dizileri iizerine doza bagl sitotoksik etkisi
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Bj Hiicreleri
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Sekil 4.2°nin devami. P. igniarius metanol ve su ekstraktlar1 konsantrasyonlarinin A)
A431 ve B) Bj hiicre dizileri lizerine doza bagl sitotoksik etkisi

Bj hiicre dizisi lizerine P. igniarius metanol ve su ekstraktlarinin sitotoksik etkileri
karsilagtirildiginda, su ekstraktinin  metanol ekstraktina kiyasla daha yliksek
konsantrasyonlarda hiicre canliligini azalttig1 ve daha diisiik sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir. Bj hiicreleri P. igniarius metanol ekstraktina kars1 duyarlilik gosterdigi
halde P. igniarius su ekstraktina karsi dayanikli bulunmustur. Sitotoksite ¢alismalari
sonucunda elde ettigimiz ICso degerlerine gére Bj hiicrelerinin P. igniarius su ekstraktina
kars1 1.19 kat daha dayanikli oldugu goriilmiistiir.

Genel olarak P. igniarius metanol ve su ekstraktlarinin A431 ve Bj hiicre dizileri
izerine sitotoksik etkileri karsilagtirildiginda, metanol ve su ekstraktlarinin A431 hiicre
dizisi lizerine secici bir toksik aktivite gosterdigi belirlenmistir. A431 hiicrelerinde Bj
hiicrelerine kiyasla daha diisiik konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir. Bj hiicre dizisinin A431 hiicre dizisine gore P. igniarius metanol
ekstraktina ICso degerleri goz Oniinde bulunduruldugunda 2.95 kat, P. igniarius su
ekstraktina ise 1.86 kat daha dayanikli oldugu goriilmiistiir.

25



BULGULAR

B. CIRCIRLI

Cizelge 4.2. P. igniarius metanol ve su ekstraktlar1 konsantrasyonlarinin hiicre dizileri

uzerine sitotoksik etkisi

Ortalama (X) + S.H.
P. igniarius % Sitotoksik etki (24 saat)
metanol ve su
ekstraktlarmn A431 Hiicre Dizisi Bj Hiicre Dizisi
konsantrasyonlari
(ng/mL)
Metanol Su Metanol Su
Ekstrakti Ekstrakti Ekstrakti Ekstrakti
Kontrol 100+£0.83aA | 100+0.83aA | 100+£0.83aA | 100+0.83aA
900.5 DMSO 99+1.07aA 99+1.07aA 99+0.99aA 99+0.99aA
71+£2.94bB 90+1.51bB
25
* 92+1.75bA 95+1.44aA
56+2.16¢cB 83+2.08cB
50
* 89+1.12bA 92+1.52abA
50+1.12dB 65+0.50dB
100
* 85+0.67bA 89+0.65bA
200 4542.98deB 484+0.95¢B 69+1.37cA 70+1.34cA
49+0.75dA 55+1.50cdA
300 38+2.06eB
40+2.641B *
18+2.50B 30+1.71gB
400
* 42+0.57eA 454+1.68dA
16+0.58fB 24+0.95ghB
600
* 33+1.27fA 35+0.98¢A
13+£2.12fB 20+2.22ghB
800
* 24+£1.71gA 27+0.87fA
1000 1242 .2fA 19+ 0.82hA 17+1.83hA 20+0.94gA
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X: Dort tekrar ortalamasi olup siitun boyunca farkli kii¢iik harfler istatistiksel olarak
farklilig1 gosterirken, satir boyunca farkli biiyiik harfler ayni ekstrakt gruplari arasindaki
istatistiksel farklilig1 gostermektedir (p<<0.05).

* Ayni hiicre dizisine uygulanan farkli ekstrakt gruplar1 arasindaki istatistiksel farklilig
gostermektedir.

S.H.: Standart Hata

4.2.2. P. torulosus ekstraktlarinin hiicre dizileri iizerine sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi

A431 hiicre dizisi 24 saat siire ile artan konsantrasyonlarda P. torulosus
ekstraktlarina maruz birakilmis ve sitotoksik etki belirlenmistir (Sekil 4.3).

A431 hiicre dizisinin farkli ekstrakt konsantrasyonlari ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucunda P. torulosus metanol ekstraktinin 1C1g, 1C20 Ve 1C30 degerleri sirasiyla 8.3
pg/mL, 16.7 pg/mL ve 25 pg/mL, ICso ve I1C7o konsantrasyonlart 140 pg/mL ve 352.4
pg/mL olarak bulunmustur. P. torulosus su ekstraktinin ise 1C10, IC20 Ve IC3o degerleri
sirastyla 13.9 pg/mL, 30.5 ug/mL ve 63.6 ng/mL, ICso ve 1C70 konsantrasyonlari 200
ug/mL ve 445 pg/mL olarak bulunmustur. inkiibasyon sonunda elde edilen veriler
arasindaki istatistiksel farklar (p<0.05) Cizelge 4.3 te verilmistir.

A431 hiicre dizisi tizerine P. torulosus metanol ve su ekstraktlarinin sitotoksik
etkileri karsilastirildiginda, su ekstraktinin metanol ekstraktina kiyasla daha yiiksek
konsantrasyonlarda hiicre canliligin1 azalttig1 ve daha diisiik sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir. Elde ettigimiz verilere gore A431 hiicre dizisi P. torulosus su ekstraktinin
P. torulosus metanol ekstraktina oranla 1.43 kat daha dayanikli oldugu bulunmustur.

P. torulosus metanol ve su ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin Bj hiicre
dizisi iizerine sitotoksik etkisi arastirilmistir (Sekil 4.3). Bj hiicre dizileri 24 saat siire ile
artan konsantrasyonlarda metanol ve su ekstraktlarina maruz birakilmistir. IC10, 1C20 Ve
ICao0, ICs0 Ve IC7o degerleri hesaplanmustir.

Bj hiicre dizisinin farkli ekstrakt konsantrasyonlari ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucunda P. torulosus metanol ekstraktinin 1C1o, IC20 Ve 1C3o degerleri sirasiyla 19.2
pug/mL, 39.6 ng/mL ve 64.7 pg/mL, ICsp ve 1C7o konsantrasyonlar1 216.6 pg/mL ve 371.4
pg/mL olarak bulunmustur. P. torulosus su ekstraktinin 1Cio, 1C20 ve 1C30 degerleri
sirastyla 20.8 pg/mL, 62.5 pg/mL ve 87.5 pg/mL, ICsg ve 1C7o konsantrasyonlar1 241.7
pg/mL ve 600 pg/mL olarak bulunmustur.

Sitotoksik etki konsantrasyonlara paralel olarak artmustir. Inkiibasyon sonunda
elde edilen veriler arasindaki istatistiksel farklar (p<0.05) Cizelge 4.3’te verilmistir. Bj
hiicre dizisi tlizerine P. torulosus metanol ve su ekstraktlarinin sitotoksik aktiviteleri
karsilastirildiginda, metanol ekstraktinin su ekstraktina kiyasla daha diisiik konsantrasyon
degerlerinde hiicre canliligin1 azalttifi ve daha fazla sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir. Bj hiicreleri P. torulosus su ekstraktina P. torulosus metanol ekstraktina
oranla ICsp degerleri goz oniinde bulunduruldugunda 1.12 kat daha dayanikli oldugu
belirlenmistir.
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Sekil 4.3. P. torulosus metanol ve su ekstraktlari konsantrasyonlarinin A) A431 ve B) Bj
hiicre dizileri lizerine doza bagli sitotoksik etkisi
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Cizelge 4.3. P. torulosus metanol ve su ekstraktlar1 konsantrasyonlarinin hiicre dizileri

uzerine sitotoksik etkisi

Ortalama (X) £ S.H.
P. torulosus % Sitotoksik etki (24 saat)
metanol ve su
kstraktl
ksn:a;irasifr;?l;:rl A431 Hiicre Dizisi Bj Hiicre Dizisi
(ng/mL)
Metanol Su Metanol Su
Ekstrakti Ekstrakti Ekstrakti Ekstrakti
Kontrol 100+0.83aA 100+0.83aA | 100+£0.91aA | 100+0.98aA
%0.5 DMSO 99+1.07aA 99+0.99aA | 99+1.14aA | 99+1.20aA
o 70+£1.63bA 82+1.82bB
* 87+0.52bA 88+0.67bA
63+0.87¢cB 73+2.45¢B 75+£1.07bA 85+0.85bA
50
54+3.69dB 62+1.64dB 58+1.67cA 65+1.32cA
100
44+1.39¢B 50+2.06eB
200
* 52+0.41cA 55+0.52dA
300 414+2.16eA 38+2.04fB 40+0.57dA 43+0.62eA
20+2.58gB 324+2.65fA 26+1.08€A 32+1.14fA
400
16+1.73ghB 23+2.14gB 22+1.25eA 30+1.04fA
600
800 14+0.96ghA 16+1.56hA 12+0.96fA 194+0.80gA
1000 10+1.00hA 12+1.23hA 13+0.82fA 15+£0.51gA
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X: Dort tekrar ortalamasi olup siitun boyunca farkli kii¢iik harfler istatistiksel olarak
farklilig1 gosterirken, satir boyunca farkli biiyiik harfler ayni ekstrakt gruplari arasindaki
istatistiksel farklilig1 gostermektedir (p<<0.05).

* Ayni hiicre dizisine uygulanan farkli ekstrakt gruplar1 arasindaki istatistiksel farklilig
gostermektedir.

S.H.: Standart Hata

Cizelge 4.4. Fungus ekstraktlarinin ICio, 1C20, 1C30, ICs0 Ve I1C70 konsantrasyonlar1

A431 Hiicre Dizisi Bj Hiicre Dizisi
IC
Pi PT Pi PT
Degerleri
(ng/mL)
ME SE ME SE ME SE ME SE

8.6 25 8.3 13.9 41.7 83.3 19.2 20.8
1C10 pg/mL| pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL

172 | 58.3 16.7 30.5 131.2 | 147.4 39.6 62.5

1C20 pg/mL| pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL
25

IC30 26.7 | 86.11 63.6 193.7 200 64.7 87.5

pg/mL| pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL

Ic 100 | 188.2 140 200 295 350 216.6 | 2417

%0 pg/mL| pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL

1Co 340 | 400 352.4 445 667 725 371.4 600

pg/mL| pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL

ME: Metanol Ekstrakti; SE: Su Ekstrakt1; PI: P. igniarius; PT: P. torulosus

Genel olarak P. torulosus metanol ve su ekstraktlarinin A431 ve Bj hiicre dizileri
lizerine sitotoksik etkileri karsilastirildiginda, metanol ve su ekstraktlarinin A431 hiicre
dizisi lizerine segici bir toksik etki gosterdigi belirlenmistir. A431 hiicrelerinde Bj
hiicrelerine kiyasla daha diisiik konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmigtir. Sitotoksite Ol¢limleri sonucu elde edilen ICso degerleri goz Oniinde
bulunduruldugunda Bj hiicre dizisi A431 hiicre dizisi ile karsilagtirildiginda P. torulosus
metanol ekstraktina karst 1.56 kat, P. torulosus su ekstraktina karsi 1.21 kat daha
dayanikli bulunmustur.

Sitotoksite hesaplamalari sonucu elde edilen ICso degerleri gbz Oniinde
bulunduruldugunda A431 hiicrelerinin P. torulosus su ekstraktina karsi, P. igniarius su
ekstraktina kiyasla 1.1 kat, P. torulosus metanol ekstraktina kars1 P. igniarius metanol
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ekstraktina kiyasla 1.4 kat; Bj hiicrelerinin P. igniarius su ekstraktina kars1 P. torulosus
su ekstraktina kiyasla 1.45 kat, P. igniarius su ekstraktina karsi P. torulosus su ekstraktina
kiyaslal.36 kat daha dayanikli oldugu goriilmiistiir.

A431 hiicre dizisi Bj hiicre dizisine gore P. torulosus su ekstraktina oranla P.
igniarius su ekstraktina 1.28 kat, P. torulosus metanol ekstraktina oranla P. igniarius su
ekstraktina gore 2.17 kat daha hassas oldugu ortaya koyulmustur.

Sonug olarak her iki ekstrakta karst A431 hiicrelerinin saglikli Bj hiicrelerine
kiyasla daha hassas oldugu goriilmiistiir.

4.3. P. igniarius ve P. torulosus Ekstraktlarinin Hiicre Dizileri Uzerine Antioksidan
(Koruyucu) Etkilerinin Belirlenmesi

4.3.1. P. igniarius ekstraktlarimin hiicre dizileri iizerine antioksidan etkilerinin
belirlenmesi

Ekstraktlarin antioksidan etkilerini ortaya koymak icin, A431 hiicreleri diisiik
konsantrasyonlarda (<ICso) P. igniarius metanol ve su ekstraktlari ile 6n inkiibasyona
birakildiktan sonra devaminda 24 saat ICso ve 1C7o konsantrasyonlarinda H>O2’e maruz
birakilmistir. A431 hiicre dizisinde ekstraksiyon konsantrasyonlarindan hangisinin
H20:2’e kars1 en giiclii antioksidan etki gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.4).

Ekstraktlar ile on inkiibasyona birakildiktan sonra 24 saat H202‘¢ maruz
birakilarak bulunan sitotoksite sonuclar1 ve istatistiksel farkliliklar (p<0.05) Cizelge
4.5’te verilmistir.

A431 hiicre dizisinde P. igniarius metanol ekstrakti icin hem ICsg hem de 1Cro
H20. konsantrasyonlarina karsi en yiiksek antioksidan etki IC2 kombinasyonunda
goriilmiistir. P. igniarius su ekstrakti i¢in ise hem ICso hem de IC7o H20:
konsantrasyonlarina karsi en yiiksek antioksidan etki ise IC3 kombinasyonunda
gOrilmiistir.

Bj hiicrelerini ayn1 uygulamaya maruz birakildiginda P. igniarius metanol
ekstrakti icin hem ICso hem de IC70 H202 konsantrasyonlarina karsi en yiiksek antioksidan
etki 1C20 kombinasyonunda goriilmiistiir. P. igniarius su ekstrakti igin ise hem ICsg hem
de IC7 H20: konsantrasyonlarma karst en yiiksek antioksidan etki ise ICao
kombinasyonunda goriilmiistiir (Sekil 4.4).
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A
A431 Hiicreleri
IC70 P. igniarius -:
cronzoznicsop i |
T
=
S
=
[
©
e
g IC70H202+1C10 P. igniarius ‘
csorzoznicsop. s |
IC50H202+1C10 P. igniarius -
0 20 40 60 80 100 120
% Canh Hiicre
® Su Ekstrakti
B Metanol Ekstrakti

Sekil 4.4. H202’in sitotoksik etkisine kars1 farkli konsantrasyonlarda P. igniarius metanol
ve su ekstraktlarin (<ICsp) A) A431 ve B) Bj hiicre dizileri {izerine antioksidan etkisi

32



BULGULAR B. CIRCIRLI

Bj Hiicreleri B

Kontrol

IC70 P. igniarius

IC50 P. igniarius

IC70 H202

IC70H202+IC30 P .igniarius

IC70H202+1C20 P. igniarius

Konsantrasyonlar

iRy

IC70H202+IC10 P. igniarius

IC50 H202

IC50H202+IC30 P. igniarius

IC50H202+IC20 P. igniarius

IC50H202+IC10 P. igniarius

o
N
o
N
o
[o2]
o
e}
o
[y
o
o

120

% Canh Hiicre

® Su Ekstrakti

W Metanol Ekstrakti

Sekil 4.4’tin devami. H202’in sitotoksik etkisine karsi farkli konsantrasyonlarda P.
igniarius metanol ve su ekstraktlarin (<ICsp) A) A431 ve B) Bj hiicre dizileri tizerine
antioksidan etkisi
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Cizelge 4.5. H2Oz sitotoksisitesine karsi P. igniarius metanol ve su ekstraktlarinin (<ICsp)
hiicre dizileri lizerine antioksidan etkisi

P. igniarius metanol

Ortalama (X) + S.H.
% Antioksidan etkisi (24 saat)

ve su ekstraktlarmin
k()/nsintrzsygnlalr\lq A431 Hiicre Dizisi Bj Hiicre Dizisi
+
(l;(go:;al)ltrasz ozn(ll; rl) Metanol Su Metanol Su
y Ekstrakti Ekstrakti Ekstrakti Ekstrakti
1Cs0 H202+1C10 P. 44+0.52dA 42+0.74dA 42+0.35dA 32+1.27dB
igniarius —
ICs0 H202+1C20 P. 68+0.43bA 58+0.51bA | 60.4+0.13bB | 28+1.30eB
igniarius —
1Cs0 H202+1C30 P. 40+0.66eA 71+0.59aA 40+0.88¢A 64+0.94aB
igniarius —
1C70 H202+1C10 P. 49+0.59cA 35+1.14deB | 48+0.71cA 514+0.74bA
igniarius
1C70 H202+1C2 P. 75+1.23aA 45+0.70cA 77+1.73aA 47+0.25¢cA
igniarius -
1C70 H202+1C30 P. 39+0.75eA 65+0.52bcA | 38.4+1.62eA | 63+0.19aA
igniarius _
1Cs0 H202 50+0.75cA 50+0.75cA 50+0.40cA 50+0.40bA
1C70 H202 30+0.45fA 30+0.45eA 30+0.30fA 30+0.30deA

X: Dort tekrar ortalamasi olup siitun boyunca farklh kiiglik harfler istatistiksel olarak
farklilig1 gosterirken, satir boyunca farkl biiyiik harfler ayn1 ekstrakt gruplar arasindaki
istatistiksel farklilig1 gostermektedir (p<0.05).

* Ayn1 hiicre dizisine uygulanan farkli ekstrakt gruplar1 arasindaki istatistiksel farklilig

gostermektedir.
S.H.: Standart Hata
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4.3.2. P. torulosus ekstraktlarinin hiicre dizileri iizerine antioksidan etkilerinin
belirlenmesi

Ekstraktlarin antioksidan etkilerini ortaya koymak i¢in, A431 hiicreleri diisiik
konsantrasyonlarda (<ICso) P. torulosus metanol ve su ekstraktlari ile 6n inkiibasyona
birakildiktan sonra devaminda 24 saat H.Oz’e¢ (ICso ve 1C70) maruz birakilmistir.
Sitotoksite sonuglari ve istatistiksel farkliliklar (p<0.05) Cizelge 4.6’da verilmistir. A431
ve Bj hiicre dizilerinde P. torulosus metanol ekstrakti i¢in hem ICso hem de 1C7o H202
konsantrasyonlarina karsi en yiliksek antioksidan etki IC20 kombinasyonunda
goriilmiistir. P. torulosus su ekstrakti i¢in ise hem ICsg hem de I1C7o H20:
konsantrasyonlarina karsi en yiiksek antioksidan etki IC3g kombinasyonunda goriilmiistiir
(Sekil 4.5).

A431 Hiicreleri A
Kontrol —
IC70 P. tOrUlosUS o
1C50 P oSS o —
70 20 —
< ICTOH202+1C30 P. torulosus | i
z
©
I &
a
<
§ IC70H202+1C10 P. torulosus -
0 O | ——
IC50H202+1C30 P. torulosus -
R ey ——
IC50H202+1C10 P. torulosus —_|
0 20 40 60 80 100 120
% Canh Hiicre Su Ekstrakt:
B Metanol Ekstrakt:

Sekil 4.5. H20?’in sitotoksik etkisine kars1 farkli konsantrasyon degerlerinde P. torulosus
metanol ve su ekstraktlarin (<ICsp) A) A431 ve B) Bj hiicre dizileri tizerine antioksidan
etkisi
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. . R B
Bj Hiicreleri
IC70 P. torulosus -:
S
©
&
pra)
S
¥4
IC50H202+1C20 P. torulosus E
IC50H202+1C10 P. torulosus F
0 20 40 60 80 100 120
% Canh Hiicre
m Su Ekstrakti
B Metanol Ekstrakti

Sekil 4.5’in devami. H,O>’in sitotoksik etkisine kars1 farkli konsantrasyon degerlerinde
P. torulosus metanol ve su ekstraktlarin (<ICso) A) A431 ve B) Bj hiicre dizileri tizerine
antioksidan etkisi
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Cizelge 4.6. H20: sitotoksisitesine karsi P. torulosus metanol ve su ekstraktlarinin (<ICsp)
hiicre dizileri iizerine antioksidan etkisi

Ortalama (X) = S.H.
P. torulosus metanol ve su % Antioksidan etkisi (24 saat)
ekstraktlarmin
ko;lsintrslsycf;)nlall\‘/} A431 Hiicre Dizisi Bj Hiicre Dizisi
+

('ll{%gaztmsz ozn(ll:u n) Metanol Su Metanol Su
y Ekstrakti Ekstrakti Ekstrakti | Ekstrakti
1Cs0 H202+1C10 P. torulosus | 52+0.98dA | 47+1.34dA | 55+0.36cA | 37+1.65¢B
1Cs0 H202+1C20 P. torulosus | 76+0.64aA | 32+0.97efA | 61+0.32bB | 36+1.74eA
1Cs0 H202+1C30 P. torulosus | 57+0.69cA | 60+£0.73bA | 37+0.41{B | 84+1.90aA
1C70 H202+1C10 P. torulosus | 38+0.22eA | 33+1.24eB | 36+0.12fA | 56+0.67cA
1C70 H202+1C20 P. torulosus | 67+0.73bA | 50+0.93cA | 70+0.24aA | 50+0.63dA
1C70 H202+1C30 P. torulosus | 32+£0.77fB | 89+0.59aA | 43+0.45¢A | 66+0.55bB
1Cs0 H202 50+0.75dA | 50+0.75cA | 50+0.40dA | 50+0.40dA
1C70 H202 30+0.45fA | 30+0.45fA | 30+0.30gA | 30+0.30fA

X: Dort tekrar ortalamasi olup siitun boyunca farkli kiiciik harfler istatistiksel olarak
farklilig1 gosterirken, satir boyunca farkli biiyiik ayni ekstrakt gruplari arasindaki
istatistiksel farklilig1 gostermektedir (p<0.05). *Ayni hiicre dizisine uygulanan farkl
ekstrakt gruplari arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

S.H.: Standart Hata
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4.4.P. igniarius ve P. torulosus Ekstraktlarimin Hiicre Dizilerinin Membram Uzerine
Etkilerinin Belirlenmesi

Hiicreler yiiksek dozda oksidanlara maruz kaldiklarinda oksidatif stres meydana
gelmektedir. Oksidatif stres, hiicre biyomolekiilleri icerisinden en fazla lipitlere zarar
vererek bu molekiillerin peroksidasyonuna neden olur. LPO iiriinii olan MDA diizeyi,
bize ekstraktlarin hiicre membranina verdigi zarar1 agiklar.

4.4.1. P. igniarius ekstraktlarnna maruz birakilan hiicre dizilerinde MDA
diizeylerinin belirlenmesi

Ekstraktlarin A431 ve Bj hiicreleri lizerindeki prooksidan etkisini ortaya koymak
icin, hiicreler 24 saat boyunca ICsp ve IC7o konsantrasyonlarinda su ve metanol
ekstraktlarina maruz birakilarak MDA diizeyleri dl¢iilmiistiir.

Ekstraktlarin antioksidan (koruyucu) etkilerini ortaya koymak i¢in, antioksidan
testi ¢aligmalarindan elde ettigimiz diisiik konsantrasyonlardaki ekstraktlar ile hiicreler
On inkiibasyona birakilmistir (1 saat) ve devaminda gii¢lii bir oksidan olan H2O> ile
inkiibe edilmistir ve MDA diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Bu sonucglar sadece H202’e maruz
birakilan deney sonuglari ile karsilagtirilmistir. Ayrica diisiik konsantrasyonlardaki
ekstraktlarin (<ICsp) MDA diizeyleri lizerine etkisi de Sekil 4.6’da gosterilmistir.

MDA miktarlar1 MDA ve BSA standart grafiklerinden yararlanilarak nM/mg
protein olarak belirlenmistir. MDA standart grafigi (y=4.95x +11.8) ve BSA standart
grafigi (y=2.5x + 0.3) ise Sekil 4.8’de verilmistir.

Tek basina P. igniarius’un metanol ve su ekstraktlarina (ICso ve 1C70) maruz
birakilan A431 hiicrelerinin MDA diizeyleri kontrol grubuna goére P. igniarius metanol
ICso Ve ICroigin sirasiyla 30.8 ve 43.3 kat daha fazla bulunurken, P. igniarius su ICsp ve
IC70 igin ise sirastyla 28 ve 42.2 kat daha fazla bulunmustur. Ancak ekstraktlara diigiik
konsantrasyonlarda (IC1o, 1C20 Ve 1C30) maruz birakilan hiicrelerde 6l¢tiigiimiiz MDA
diizeyi kontrol grubundan farkli degildir.

Ayrica tek bagina ICsg ve 1C7o konsantrasyonlarindaki P. igniarius’un metanol ve
su ekstraktlarina maruz birakilan A431 hiicrelerinin MDA diizeyleri tek basina ICso ve
IC70 konsantrasyonlarindaki H2O2 uygulanan hiicreler ile kiyaslanmigtir.

ICso P. igniarius metanol ekstrakti uygulanan hiicrelerde ICso degerinde H20:
uygulanan hiicrelere oranla MDA diizeyi 1.52 kat daha az bulunurken, 1C7 P. igniarius
metanol uygulanan hiicrelerde IC7o degerinde H2O> uygulanan hiicrelere oranla MDA
diizeyi 1.2 kat daha az bulunmustur. ICso P. igniarius su ekstrakti uygulanan hiicrelerde
ICso degerinde H20; uygulanan hiicrelere oranla MDA diizeyi 1.65 kat daha az
bulunurken, 1C7o P. igniarius su uygulanan hiicrelerde IC7o degerinde H202 uygulanan
hiicrelere oranla MDA diizeyi 1.24 kat daha az bulunmustur.
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Sekil 4.6. P. igniarius metanol ve su ekstraktlarmin A) A431 ve B) Bj hiicre dizilerinin
membrani Uizerine etkilerinin belirlenmesi
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Tek basma P. igniarius’un metanol ve su ekstraktlarina (ICso ve 1C70) maruz
birakilan Bj hiicrelerinin MDA diizeyleri kontrol grubuna gore P. igniarius metanol 1Cso
ve IC7oi¢in sirasiyla 19.1 ve 27.5 kat daha fazla bulunurken, P. igniarius su 1Cso ve 1C7o
icin swrastyla 17.2 ve 24.2 kat daha fazla bulunmustur. Tek basina ICso ve 1C7o
konsantrasyonlarindaki P. igniarius’un metanol ve su ekstraktlarina maruz birakilan Bj
hiicrelerinin MDA diizeyleri tek basina ICsgp ve 1C7o konsantrasyonlarindaki H2O-
uygulanan hiicreler ile kiyaslanmigtir. ICso P. igniarius metanol ekstrakti uygulanan
hiicrelerde 1Csp degerinde H202 uygulanan hiicrelere oranla MDA diizeyi 1.74 kat daha
az bulunurken, 1C7o P. igniarius metanol ekstrakti uygulanan hiicrelerde IC7o degerinde
H20: uygulanan hiicrelere oranla MDA diizeyi 1.4 kat daha az bulunmustur. ICso P.
igniarius su uygulanan hiicrelerde ICso degerinde H202 uygulanan hiicrelere oranla MDA
diizeyi 1.9 kat daha az bulunurken, IC7o P. igniarius su uygulanan hiicrelerde 1C7o
degerinde H2O2 uygulanan hiicrelere oranla MDA diizeyi 1.6 kat daha az bulunmustur.

Tek basina ICso ve 1C7o konsantrasyonunda H2O2’e maruz birakilan A431
hiicrelerinde kontrol grubuna gore sirasiyla 47 ve 51.6 kat MDA artis1 gozlenmistir. Bj
hiicrelerinde ise bu oranlar (ICsp ve 1C7g igin) sirasiyla 33 ve 38.9 olarak belirlenmistir.
Sadece 1Cso H202 uygulanan A431 hiicrelerindeki MDA diizeyi ICso H202+I1C20 P.
igniarius metanol ekstrakti uygulanan hiicrelerine gére 2.2 kat artarken, ICsg H2O2+1C30
P. igniarius su ekstraktina maruz kalan hiicrelerde ise 2.35 kat artmistir. Sadece 1Cso H202
uygulanan Bj hiicrelerindeki MDA diizeyi ICso H2O2+1C2 P. igniarius metanol ekstrakti
uygulanan hiicrelerine gore 2 kat artarken, ICso H202+IC30 P. igniarius su ekstraktina
maruz kalan hiicrelerde ise 2.3 kat artmistir. Tek basina 1C70 H202 uygulanan A431
hiicrelerindeki MDA diizeyi IC70 H202+IC20 P. igniarius metanol ekstrakti uygulanan
hiicrelerine gore 1.35 kat artarken, IC70 H202+1Cz P. igniarius su ekstraktina maruz
kalan hiicrelerde ise 2.1 kat artmustir. Sadece 1C70 H202 uygulanan Bj hiicrelerindeki
MDA diizeyi IC70 H202+IC20 P. igniarius metanol ekstrakti uygulanan hiicrelerine
gorel.7 kat artarken, 1C70 H2O2+1C30 P. igniarius su ekstraktina maruz kalan hiicrelerde
ise 2 kat artmustir.

Diisiik konsantrasyonlarda ekstraktlar ile ©on inkiibasyona maruz birakilan
hiicreler devaminda ICsp ve 1C7o konsantrasyonlarinda H202’e maruz birakilarak MDA
diizeyleri Olgiilmiistir. Bu deney sonuglari da tek basmna H2O2 sonuglariyla
karsilastirilmistir.

Ekstraktlarin ICio, 1C20 Ve 1C3o konsantrasyonlariyla 24 saat 6n inkiibasyona
birakilan A431 ve Bj hiicre dizilerinde MDA seviyesinde meydana gelen azalma
ekstraktlarin giiclii bir oksidan olan HOz’e karsi antioksidan etkisi oldugunu
gostermektedir (Sekil 4.6).

Diisiik konsantrasyonlarda P. igniarius metanol ve su ekstraktlarinin H20> ile
birlikte uygulanmasi sonucunda ekstraktlar antioksidan bir madde gibi hiicre membran
yapisini korurken, ICso ve [C70 konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gére MDA
miktarini arttirmistir ve prooksidan madde gibi bir davranis sergilemistir.
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Cizelge 4.7. P. igniarius ekstraktlariin hiicre dizilerinin membrani iizerine etkileri

Ortalama (X) £+ S.H.

igniarius

Uygulanan MDA miktar1 (nM/mg protein) (24 saat)
Konsantrasyonlar
Ekstrakt
(ug/llle)\I)Hzoz A431 Hiicre Dizisi Bj Hiicre Dizisi
n
konsantrasyonlari Metanol Su Ekstrakti Metanol Su Ekstrakti
Ekstrakti Ekstrakti
Kontrol 0.06+0.021A | 0.06+0.021A | 0.09+0.071A | 0.09+0.071A
I1Cs0 P. igniarius 1.85+0.04fA | 1.70+0.03fA | 1.72+0.64fB | 1.55+0.82fB
IC70 P. igniarius | 2.6+0.08bcA | 2.53+0.18bcA | 2.48+0.62cB | 2.18+0.73dB
1Cs0 H202 2.82+0.03bB | 2.82+0.03bA 3+0.57bA 3+0.57bA
1C70 H202 3.1+0.01aB 3.1+0.01aB 3.5+0.24aA 3.5+0.24aA
ICs0 H202+1C10 P. | 2.1+0.08¢B 2.5+0.63bB | 2.4+0.25cdA | 2.64+0.03cA
igniarius
*
1Cs0 H202+1C20 P. | 1.34+0.16gB 1.840.44¢eB 1.5+0.16gA 3.4+0.14aA
igniarius
*
1Cs0 H2O2+1C30 P. | 2.7£0.58bcA | 1.2+0.06hB | 2.02+0.11eB | 1.31+0.27gA
igniarius
1C70 H202+1C10 P. | 2.71+0.08bcA | 2.9+0.15bA | 2.28+1.05dB | 2.77+0.06¢cB
igniarius
IC70 H202+1C2 P. | 2.3+£0.17dA 2.16+0.29dB 2+0.91eB 2.89+1.61bcA
igniarius
*
IC70 H202+1C30 P. | 2.6+£0.41cA 1.5+0.33gB | 2.34+0.07cdB | 1.75£1.08¢A
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X: Dort tekrar ortalamasi olup siitun boyunca farkli kii¢iik harfler istatistiksel olarak
farklilig1 gosterirken, satir boyunca farkli biiyiik harfler ayni ekstrakt gruplari arasindaki
istatistiksel farklilig1 gostermektedir (p<<0.05).

* Ayni hiicre dizisine uygulanan farkli ekstrakt gruplar arasindaki istatistiksel farklilig
gostermektedir. S.H.: Standart Hata

4.4.2. P. torulosus metanol ve su ekstraktlarina maruz birakilan hiicre dizilerinde
MDA diizeylerinin belirlenmesi

Ekstraktlarin antioksidan (koruyucu) etkilerini ortaya koymak icin, antioksidan
testi galigmalarindan elde ettigimiz diisiik konsantrasyonlardaki ekstraktlar ile hiicreler 1
saat On inkiibasyona birakilmistir. Devaminda gii¢lii bir oksidan olan H2O2’e¢ maruz
birakilarak MDA diizeyleri Ol¢iilmiistiir. Bu sonuglar sadece H202’e maruz birakilan
deney sonuglart ile karsilastirilmistir. Ayrica diisiik konsantrasyonlardaki ekstraktlarin
(<ICs0) MDA diizeyleri lizerine etkisi de Sekil 4.7’de gosterilmistir.

Tek basma P. torulosus’un metanol ve su ekstraktlarina (ICso ve 1C70) maruz
birakilan A431 hiicrelerinin MDA diizeyleri kontrol grubuna gore P. torulosus metanol
ICso ve IC7oigin sirasiyla 31 ve 33 kat daha fazla bulunurken, P. torulosus su ICsg ve IC7o
icin sirastyla 28.7 ve 31.7 kat daha fazla bulunmustur. Ancak ekstraktlara diisiik
konsantrasyonlarda (IC1o, 1C20 Ve 1C30) maruz birakilan hiicrelerde dl¢tiigiimiiz MDA
diizeyi kontrol grubundan farkli degildir.

Tek basina ICso ve 1C7o konsantrasyonlarindaki P. torulosus’un metanol ve su
ekstraktlarina maruz birakilan A431 hiicrelerinin MDA diizeyleri tek basima ICso ve 1C7o
konsantrasyonlarindaki H>O> uygulanan hiicreler ile kiyaslanmistir. ICso P. torulosus
metanol uygulanan hiicrelerde 1Cso H202 uygulanan hiicrelere oranla MDA diizeyi 1.54
kat daha az bulunurken, IC7o P. torulosus metanol uygulanan hiicrelerde IC70 H20-
uygulanan hiicrelere oranla MDA diizeyi 1.5 kat daha az bulunmustur. ICsg P. torulosus
su uygulanan hiicrelerde ICsg H2O2 uygulanan hiicrelere oranla MDA diizeyi 1.7 kat daha
az bulunurken, IC7o P. torulosus su uygulanan hiicrelerde IC70 H202 uygulanan hiicrelere
oranla MDA diizeyi 1.63 kat daha az bulunmustur.

Tek basina P. torulosus’un metanol ve su ekstraktlarina (ICso ve 1C70) maruz
birakilan Bj hiicrelerinin MDA diizeyleri kontrol grubuna gore P. torulosus metanol 1Cso
ve ICroigin sirasiyla 17.1 ve 20.9 oraninda daha fazla bulunurken, P. torulosus su I1Cso ve
IC70 i¢in sirastyla 15.9 ve 19.55 oraninda daha fazla bulunmustur. ICsg P. torulosus
metanol uygulanan hiicrelerde ICsop H202 uygulanan hiicrelere oranla MDA diizeyi 2 kat
daha az bulunurken, IC7o P. torulosus metanol uygulanan hiicrelerde IC70 H202 uygulanan
hiicrelere oranla MDA diizeyi 1.9 kat daha az bulunmustur.
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Sekil 4.7. P. torulosus metanol ve su ekstraktlarinin A) A431 ve B) Bj hiicre dizilerinin
membrani lizerine etkilerinin belirlenmesi
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Cizelge 4.8. P. torulosus ekstraktlarinin hiicre dizilerinin membrani {izerine etkileri

Ortalama (X) + S.H.
Uygulanan MDA miktar1 (nM/mg protein) (24 saat)
Konsantrasyonlar
Ekstrakt (ng/mL)+
H20:2 (uM)
konsantrasyonlari A431 Hiicre Dizisi Bj Hiicre Dizisi
Metanol Su Metanol Su
Ekstrakti Ekstrakti Ekstrakti Ekstrakti
Kontrol 0.06+0.02gA 0.06+0.02gA 0.09+0.07gA 0.094+0.07hA
1Cso P.torulosus 1.83+0.05fA 1.68+0.02fA 1.51+0.21fA 1.43+0.16gB
1C70 P.torulosus 1.98+0.08efA 1.940.05¢A 1.88+0.07¢A 1.76+0.04fB
1Cs0 H202 2.82+0.03bcB 2.82+0.03bcB 3+£0.57bA 3+0.57cA
1C70 H202 3.1+0.01abB 3.1+0.01aB 3.5+0.24aA 3.5+£0.24aA
1Cs0 H202+1C10 2.68+0.07cA 2.9+0.02bB 2.7+0.83cA 3.3£0.03bA
P.torulosus
1Cs0 H202+1C20 2.14+0.35¢B 2.7+0.44cB 2.48+0.31dA 2.97+0.08cA
P.torulosus
1Cs0 H202+1C30 2.95+0.41bA 2.4+0.27dA 2.93+0.48bA 2.23+0.33¢B
P.torulosus
1C70 H202+1C1o 2.36+0.53dB 2.59+0.61cA 2.58+0.87cdA 2.41+0.13dB
P.torulosus
1C70 H202+1C2 1.87+0.21fB 2.76+£0.29bcA 2.46+0.01dA 2.444+0.01dB
P.torulosus
1C70 H202+1Cs30 3.25+0.47aA 2.28+0.82dA 2.5+0.02dB 2.18+0.25¢B
P.torulosus

X: Dort tekrar ortalamasi olup siitun boyunca farkli kiiciik harfler istatistiksel olarak
farklilig1 gosterirken, satir boyunca farkli biiyiik harfler istatistiksel olarak farklilig
gostermektedir (p<0.05). *Ayni hiicre dizisine uygulanan farkli ekstrakt gruplari
arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir. S.H.: Standart Hata
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Sekil 4.8. A) MDA standart grafigi ve B) BSA standart grafigi

Tek basina ICso ve 1C7o konsantrasyonunda H2O2’e maruz birakilan A431
hiicrelerinde kontrol grubuna gore sirastyla 47 ve 51.6 oraninda MDA diizeylerinde artis
goriilmiistiir. Bj hiicrelerinde ise bu oranlar (ICsg ve 1C7o igin) sirasiyla 33 ve 38.9 olarak
belirlenmistir. Tek basina 1Cso H202 uygulanan A431 hiicrelerindeki MDA diizeyi ICso
H20,+1C2 P. torulosus metanol ekstrakti uygulanan hiicrelerine gore 1.32 kat artarken,
ICs0 H202+IC30 P. torulosus su ekstraktina maruz kalan hiicrelerde ise 1.04 kat artmastir.
Bj hiicrelerine uygulanan P. torulosus metanol ve su ekstraktinin 1Cso konsantrasyonunda
ortaya ¢ikan MDA diizeyi, H202 I1Cso konsantrasyonuna oranla sirasiyla 1.98 kat ve 2.1
kat daha az bulunmustur. Sadece 1Csop H202 uygulanan Bj hiicrelerindeki MDA diizeyi
ICs0 H202+1C20 P. torulosus metanol ekstrakti uygulanan hiicrelerine gore 1.21 kat
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artarken, 1Cso H202+1C3p P. torulosus su ekstraktina maruz kalan hiicrelerde ise 1.02 kat
artmistir.

IC70 H202 uygulanan A431 hiicrelerindeki MDA diizeyi 1C70 H202+1C2 P.
torulosus metanol ekstrakti uygulanan hiicrelerine gore 1.65 kat artarken, IC70 H2O2+1C3o
P. torulosus su ekstraktina maruz kalan hiicrelerde ise 1.36 kat artmustir. Sadece 1Cvo
H20, uygulanan Bj hiicrelerindeki MDA diizeyi IC70 H202+IC2 P. torulosus metanol
ekstrakti uygulanan hiicrelerine gore 1.42 kat artarken, IC7o H2O2+IC3 P. torulosus su
ekstraktina maruz kalan hiicrelerde ise 1.6 kat artmustir.

Diisiik konsantrasyonlarda ekstraktlar ile ©on inkiibasyona maruz birakilan
hiicreler devaminda ICsq ve 1C7o konsantrasyonlarinda H>Oz’e maruz birakilarak MDA
diizeyleri Olciilmiistiir. Bu deney sonuglari da tek basma H2O2 sonuglari ile
karsilastirilmistir.

Ekstraktlarin ICio, 1C2 Ve IC3zo konsantrasyonlariyla 24 saat 6n inkiibasyona
birakilan A431 ve Bj hiicre dizilerinde meydana gelen MDA diizey degisimleri, H202’e
kars1 ekstraktlarin antioksidan etkisini gostermektedir (Sekil 4.7). Disik
konsantrasyonlarda P. torulosus metanol ve su ekstraktlarimin H2O2 ile birlikte
uygulanmas1 sonucunda ekstraktlar antioksidan bir madde gibi hiicre membran yapisini
korurken, 1Cso ve 1C7o konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gére MDA miktarin
arttirmigtir ve prooksidan bir madde gibi davranis sergilemistir.

4.5. P. igniarius ve P. torulosus Ekstraktlarimn Hiicre Dizileri Uzerindeki GPx
Aktivitelerinin Belirlenmesi

45.1. P. igniarius metanol ve su ekstraktlarina maruz birakilan hiicre dizileri
iizerindeki GPx aktivitelerinin belirlenmesi

Ekstraktlarin A431 ve Bj hiicreleri iizerine etkisini ortaya koymak i¢in, hiicreler
24 saat boyunca ICso ve IC7o konsantrasyonlarinda su ve metanol ekstraktlarina maruz
birakilarak GPx aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Ekstraktlarin oksitleyici bir ajan ile muamele
edilmesi sonucunda hiicrelerin oksidatif hasara karsi kendini korumak amaciyla
sentezledikleri bir enzim olan GPx diizeylerinin degisiminin belirlenmesi i¢in hiicreler,
antioksidan deneyleri sonucunda elde edilen diisiik konsantrasyonlardaki ekstraktlar ile
On inkiibasyona maruz birakilmistir. Sonrasinda gii¢lii bir oksitleyici ajan olan H2O2’e
maruz birakilarak GPx aktiviteleri Olglilmiistiir. Bu sonuglar sadece H2O2’e maruz
birakilan deney sonuglari ile karsilagtiriimistir.

Tek basmna P. igniarius’un metanol ve su ekstraktlarina (ICso ve 1C70) maruz
birakilan A431 hiicrelerinin GPx diizeyleri kontrol grubuna goére P. igniarius metanol
ICso Ve ICroigin sirasiyla 12.4 ve 17.6 kat daha fazla bulunurken, P. igniarius su I1Cso ve
IC70 igin sirasiyla 9 ve 10 kat daha fazla bulunmustur. Bj hiicreleri P. igniarius’un
metanol ve su ekstraktlarma (ICso ve 1C70) maruz birakildiginda GPx diizeyleri kontrol
grubuna gore P. igniarius metanol ICso ve 1Cyo igin sirastyla 5.1 ve 11 kat daha fazla
bulunurken, P. igniarius su ICso ve IC7o igin ise sirasiyla 4.53 ve 6 kat daha fazla
bulunmustur.

Giiglii bir oksitleyici ajan olan H2O2’e 24 saat maruz kalan hiicrelerin GPx
diizeyleri kontrol ve ekstrakt grubu ile karsilagtirilmistir.
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Tek basina ICso ve 1C7o konsantrasyonunda H>Oz’e maruz birakilan A431
hiicrelerinde kontrol grubuna gore sirasiyla 16 ve 27.2 kat GPx diizeyinde artis
goriilmiistiir. Bj hiicrelerinde ise bu oranlar (ICso ve IC7o i¢in) sirastyla 17.33 ve 21.6
olarak belirlenmistir.

Diisiik konsantrasyonlarda ekstraktlarla 6n inkiibasyona maruz birakilan hiicreler
devaminda ICso ve IC7o konsantrasyonlarinda H2O2’e maruz birakilarak GPx diizeyleri
Olclilmiistiir. Bu deney sonuglar da tek basina H2O2 sonuglar ile karsilagtirilmistir.

P. igniarius uygulanan A431 hiicrelerinde ICsg H2O2 ve IC70 H2O2’e gore sirasiyla
ICs0 H202+1C20 P. igniarius metanol kombinasyonunda 2 kat, 1C70 H2O2+ICy P.
igniarius metanol kombinasyonunda 2.6 kat, ICso H20.+IC3 P. igniarius su
kombinasyonunda 4 kat, 1C7o H2O2+ICg3o P. igniarius su kombinasyonunda 12.4 kat GPx
diizeylerinde azalma meydana gelmistir. Saglikli Bj hiicrelerinde ise ICso H202 ve 1C7o
H202’e gore sirastyla ICsop HoO2+I1Co0 P. igniarius metanol kombinasyonunda 4.1 Kat,
IC70 H202+IC2 P. igniarius metanol kombinasyonunda 4.6 kat, 1Cso H2O2+IC3 P.
igniarius su kombinasyonunda 5 kat, 1C70 H202+1C3o P. igniarius su kombinasyonunda
3.35 kat GPx diizeylerinde azalma meydana gelmistir.

45.2. P. torulosus metanol ve su ekstraktlarina maruz birakilan hiicre dizileri
iizerindeki GPx aktivitelerinin belirlenmesi

Ekstraktlarin A431 ve Bj hiicreleri lizerine etkisini ortaya koymak i¢in, hiicreler
24 saat boyunca ICsg ve 1C7o konsantrasyonlarinda su ve metanol ekstraktlarina maruz
birakilarak GPx aktiviteleri belirlenmistir. GPx diizey degisimlerinin belirlenmesi igin,
diisiik konsantrasyonlardaki ekstraktlar ile hiicreler 6n inkiibasyona maruz birakilmistir.
Sonrasinda oksitleyici bir ajan olan H202’e maruz birakilarak GPx aktivite l¢timii
gerceklestirilmistir.

Tek basina P. torulosus’un metanol ve su ekstraktlarina (ICso ve 1C70) maruz
birakilan A431 hiicreleri GPx diizeyleri kontrol grubuna gore P. torulosus metanol 1Cso
ve IC7oi¢in sirastyla 8.4 ve 9 kat daha fazla bulunurken, P. torulosus su ICsg ve IC7o i¢in
sirasiyla 7.4 ve 8.6 kat daha fazla bulunmustur. Bj hiicreleri P. torulosus’un metanol ve
su ekstraktlaria (ICso ve 1C70) maruz birakildiginda GPx diizeyleri kontrol grubuna gore
P. torulosus metanol ICso ve 1C7igin sirasiyla 5.2 ve 10.1 kat daha fazla bulunurken, P.
torulosus su ICsp Ve ICyo i¢in sirasiyla 5.6 ve 4 kat daha fazla bulunmustur.

P. torulosus uygulanan A431 hiicrelerinde ICso H2O2 ve 1C70 H202’e gore sirasiyla
ICs0 H202+1C20 P. torulosus metanol kombinasyonunda 2.3 kat, 1C7o H2O2+IC2 P.
torulosus metanol kombinasyonunda 3.4 kat, 1Csp H20.+IC30 P. torulosus su
kombinasyonunda 5.3 kat, 1C70 H202+I1C30 P. torulosus su kombinasyonunda 7.55 kat
GPx diizeyinde azalma meydana gelmistir. Saglikli Bj hiicrelerinde ise ICso H202 ve 1Cro
H202’e gore sirastyla ICso H2O2+1C20 P. torulosus metanol kombinasyonunda 4.2 kat,
IC70 H202+1C20 P. torulosus metanol kombinasyonunda 6.5 kat, 1Cso H2O2+IC3o P.
torulosus su kombinasyonunda 5.7 kat, 1C70 H202+1Cz0 P. torulosus su kombinasyonunda
7.4 kat GPx diizeyinde azalma meydana geldigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.9. A) P. igniarius ve B) P. torulosus metanol ve su ekstraktlarinin 1Cso ve 1C7g
degerlerinin A431 ve Bj hiicre dizileri izerindeki GPx aktivitelerinin belirlenmesi
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Cizelge 4.9. P. igniarius metanol ve su ekstraktlarinin A431 ve Bj hiicre dizileri
tizerindeki GPx miktarinin belirlenmesi

Ortalama (X) + S.H.
GPx miktar (uM/L) (24 saat)
Uygulanan
Konsantrasyonlar
A431 Hiicre Dizisi Bj Hiicre Dizisi
Ekstrakt (ng/mL)+
H202 (uM)
konsantrasyonlari
Kontrol 0.05+0.67dA 0.075+0.75fA
1Cs0 H202 0.8+0.42bB 1.3+0.44bA
1C70 H202 1.36+0.69aB 1.62+1.48aA
I1Cso P. igniarius 0.62+0.94cA 0.38+0.53eB
metanol ekstrakti
ICso P. igniarius su 0.45+0.91cA 0.34+0.28¢B
ekstrakti
I1C70 P. igniarius 0.88+0.55bA 0.8+0.47cA
metanol ekstrakti
IC70 P. igniarius su 0.5+£0.67cA 0.45+0.43dA
ekstrakti
1Cs0 H202+1C20 P. 0.4£1.61dA 0.32+0.58¢A
igniarius metanol
ekstrakti
1Cs0 H202+1C30 P. 0.2+0.67dA 0.26+1.17eA
igniarius su ekstrakti
1C70 H202+1C20 P. 0.53+0.89cA 0.35+0.78eB
igniarius metanol
ekstrakti
1C70 H202+1C30 P. 0.11+0.43dA 0.15+0.45fA
igniarius su ekstrakti

X: Dort tekrar ortalamasi olup siitun boyunca farkli kiigiik harfler istatistiksel olarak
farklilig1 gosterirken, satir boyunca farkli biiyiik harfler istatistiksel olarak farklilig
gostermektedir (p<<0.05). S.H.: Standart Hata
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Cizelge 4.10. P. torulosus metanol ve su ekstraktlarinin A431 ve Bj hiicre dizileri
tizerindeki GPx miktarinin belirlenmesi

Uygulanan
Konsantrasyonlar

Ekstrakt (ng/mL)+ H202
(uM) konsantrasyonlari

Ortalama (X) + S.H.
GPx miktar1 (WM/L) (24 saat)

A431 Hiicre Dizisi

Bj Hiicre Dizisi

torulosus su ekstrakti

Kontrol 0.05+0.67dA 0.07520.75¢eA
1Cs0 H202 0.84+0.42bB 1.3+0.44bA
1C70 H202 1.36+0.69aB 1.62+1.48aA

ICs0 P. torulosus metanol 0.42+0.88cA 0.39+0.51dA
ekstrakti
1Cs0 P. torulosus su 0.37+0.52cA 0.42+0.65dA
ekstrakti
1C70 P. torulosus metanol 0.45+0.83cB 0.76%1.04cA
ekstrakti
I1C70 P. torulosus su 0.43+0.08cA 0.3+1.13dB
ekstrakti
1Cs50 H202+1C2 P. 0.35+0.73cA 0.31+0.55dA
torulosus metanol
1Cs50 H202+1C30 P. 0.15+1.17dB 0.23+0.87dA
torulosus su
1C70 H202+1C2 P. 0.441.25cA 0.25+0.36dB
torulosus metanol
ekstrakti
1C70 H202+1C30 P. 0.18+1.67dA 0.22+1.11dA

X: Dort tekrar ortalamasi olup siitun boyunca farklh kiiglik harfler istatistiksel olarak
farklilig1 gosterirken, satir boyunca farkli biliyiik harfler istatistiksel olarak farkliligi

gostermektedir (p<0.05)
S.H.: Standart Hata
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5. TARTISMA

Phellinus cinsi, Hymenochactaceae familyasina ait bir tibbi fungus grubudur
(Ranadive vd. 2012). Index Fungorum'a (2021) gore diinya ¢apinda 455 Phellinus taksonu
bulunmaktadir (Anonymous 4). Phellinus'u binlerce yildir Asya iilkeleri kanser, uguk,
kulak agris1, dokiintii, iskemi ve cilt hastaliklarinin tedavisinde kullanmaktadir (Chen vd.
2016).

Daha 6nceki galismalarda, Phellinus cinsine ait baz tiirlerin antioksidan (Wang
vd. 2005; Ajith ve Janardhanan 2007), antiinflamatuar (Elsayed vd. 2014) ve antikanser
gibi biyolojik Ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir (Laovachirasuwan vd. 2016).
Phellinus tiirlerinde  fitokimyasal Dbilesenlerin  analiz  edildigi  ¢alismalarda,
polisakkaritlerin (Zapora vd. 2016) triterpenoidlerin (Yin vd. 2015), fenoliklerin ve
flavonoidlerin (Chen vd. 2016) bulundugu belirtilmistir. Bu bilesenlerin ¢ogu antioksidan
olarak etki gostermektedirler. Antioksidanlar, insan viicudundaki serbest radikal
reaksiyonlarinin nétralizasyonunda 6nemli rol oynarlar (Bagchi vd. 2000). Serbest
radikaller hiicrelere zarar verebilecek oksidatif strese yol agar. Bu hasar kanser, diyabet
ve ayrica inflamasyon gibi hastaliklara neden olmaktadir (Lobo vd. 2010).

Bu sebeple, kayda deger antioksidan aktiviteye ve diisiik sitotoksiteye sahip giiclii
biyoaktif maddelerin kesfi ve arastirilmasi, dogal {iriinlerden tedavi edici ilaglarin
gelistirilmesi i¢in 6nem arz etmektedir. Dogal {iriinler, kanser tedavisi i¢in yeni ilaglarin
gelistirilmesinde anahtar rol oynayan daha az toksik ajanlardir (Song vd. 2013). Ayrica
giiniimiizde fitokimyasallar, kanser hastaliginin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in kullanilmak
tizere popiilerlik kazanmaktadirlar (Jang vd. 1997). Bir dizi biyoaktif madde, molekiiler
mekanizmalarla kanseri dnleme potansiyeli gostermektedirler (Nosrati vd. 2017).

Kanser tedavisinde makrofunguslarin kullanilabilme potansiyelinin belirlenmesi
acisindan makrofunguslardan elde edilen ekstraktlarin in vitro ¢alismalarla prooksidan ve
antioksidan 6zelliklerinin ortaya konulmasi gerekmektedir. Antioksidan olarak tiiketilen
dogal kaynakli ekstraktlar ile ilgili bilinmesi gereken sudur ki; oksidasyon reaksiyonlari
tizerine farkli antioksidan konsantrasyonlarinin etkisi pek ¢ok faktore baglidir. Bunlar
arasinda antioksidanlarin yapisi, oksidasyon kosullari, oksidasyona ugramis yapidaki
degisimler sayilabilir. Funguslardan elde edilen ekstraktlar kosullara bagl olarak farkli
konsantrasyonlarda farkli biyolojik aktiviteler gosterebilmektedirler.

Calismamizda, sekonder metabolitler agisindan zengin olan P. igniarius ve P.
torulosus’un metanol ve su ekstraktlarinin A431 ve Bj hiicrelerinde prooksidan ve
antioksidan etkileri arastirilmistir. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in hiicre dizileri
giiclii bir oksitleyici ajan olan H2O3 ile inkiibe edilmeden dnce diisiik konsantrasyonlarda
P. igniarius ve P. torulosus ekstraktlarina maruz birakilarak ekstraktlarin oksidatif hasara
kars1 antioksidan etkileri aragtirilmistir. Ayni yontemle membran hasar1 sonucu ortaya
¢itkan MDA miktar1 ve GPx aktivitesi Olgiilerek P. igniarius ve P. torulosus
ekstraktlarinin antioksidan mekanizma iizerine etkileri belirlenmistir. Ekstraktlarin
hiicreler iizerine prooksidan etkisini ortaya koymak i¢in hiicreler artan
konsantrasyonlarda ekstraktlara maruz birakilarak sitotoksik etkileri ve membran hasari
Olclilmiistiir.
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Calismamizda P. igniarius, P. torulosus metanol ve su ekstraktlarinin sitotoksik
etkisinin konsantrasyona bagl olarak arttig1 belirlenmistir. A431 hiicre dizisinin farkl
ekstrakt konsantrasyonlar ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda P. igniarius metanol
ekstraktinin ICso ve 1C7o degerleri 100 pg/mL ve 340 ug/mL olarak bulunurken, P.
igniarius su ekstraktinin ICso ve 1C7o degerleri 188.2 ug/mL ve 400 ug/mL olarak
bulunmustur. P. torulosus metanol ekstraktinin ICso ve IC7o konsantrasyonu 140 pg/mL
ve 352.4 pg/mL olarak bulunurken, P. torulosus su ekstraktinin ICsg ve 1C7o
konsantrasyonu 200 ug/mL ve 445 ug/mL olarak bulunmustur.

Ancak kanser tedavilerinde kullanilacak olan ve yeni gelistirilen terapdtiklerin
saglikl hiicrelere de zarar verme olasiliginin géz oniine alinmasi ve bu hiicrelere de ayni
uygulamalar yapilip sonuglarin karsilastirilmasi gerekmektedir. Calismamizda saglikl
hiicre dizisi olarak secilen Bj hiicre dizisinin farkli ekstrakt konsantrasyonlar1 ile 24
saatlik inkiibasyonu sonucunda P. igniarius metanol ekstraktinin ICso ve 1C7o degerleri
295 pg/mL ve 667 pg/mL olarak bulunurken, P. igniarius su ekstraktinin ICso ve 1C7o
degerleri 350 pg/mL ve 725 pg/mL olarak bulunmustur. P. torulosus metanol ekstraktinin
ICso ve IC7o konsantrasyonu 216.6 ug/mL ve 371.4 ug/mL olarak bulunurken P. torulosus
su ekstraktinin ICsp ve IC7o konsantrasyonu 241.7 pg/mL ve 600 pug/mL olarak
bulunmustur.

Yapilan bir ¢alismada, yiiksek metastaz 6zelligine sahip A549 (alveolar bazal
epitelyal kanser hiicresi), Bel7402 (HeLa tiirevi), HCT-8 (intestinal karsinoma hiicresi)
ve HepG2 (karaciger kanseri) hiicre dizilerinde P. linteus’tan elde edilen bir
polisakkaritin (PL-N1) antitiimor aktivitesi MTT testi ile degerlendirilmistir. Hiicreler 72
saat 50 pg/mL PL-N1 ile muamale edilmistir ve A549, Bel7402 ve HCT-8 hiicrelerinde
cok az ya da neredeyse hig sitotoksik etki ger¢eklesmemistir. Ancak HepG2 hiicrelerinde
50 pg/mL konsantrasyon degerinde %13 oraninda inhibisyon ve antitimor aktivite
gbzlenmistir. Ayrica, PL-N1, 50-200 pg/mL konsantrasyon araliginda doza bagimli bir
davranig sergilemistir. HepG2 hiicreleri lizerindeki inhibisyon etkileri, %12.7'den %24'e
yiikselmistir. HepG2 kanser hiicreleri lizerindeki en yiiksek inhibisyon orami 200
pg/mL'de %24 olarak belirlenmistir. Bu nedenle, PL-N1, HepG2 hiicre proliferasyonu
tizerinde potansiyel inhibisyon etki gostermistir. Calismanin sonuglar1 belirli bir dereceye
kadar, PL-N1'in HepG2 hiicrelerinin biiylimesine kars1 antitiimor aktivitesi sergiledigini
gostermistir (Pei vd. 2015). PL-N1 sitotoksik etkiyi sadece HepG2 hiicrelerinde
gostermistir (200 pg/mL'de %24). Calismamizda kullandigimiz A431 hiicrelerinde 200
pug/mL'lik P. igniarius metanol ve su ekstraktlarinda sirasiyla %45 ve %48 inhibisyon
orani gozlenirken, P. torulosus metanol ve su ekstraktlarinda sirasiyla %44 ve %50
inhibisyon oranmi goriilmistiir. Ekstraktlarin 24 saatlik sitotoksik etkisi PL-N1’in
gostermis oldugu 72 saatlik sitotoksik etkiden daha fazla bulunmustur. Dolayisiyla
ekstraktlarin ayn1 konsantrasyonda artan zamana bagli olarak hiicre 6liimlerinin de
artacagl goz onilinde bulundurulursa ekstraktlarin sitotoksik etkisinin PL-N1’den daha
yuksek olacagi tahmin edilmektedir.

P. linteus metanol ekstraktinin kolon kanseri hiicre dizilerindeki (HCT-116 ve
SW-480) sitotoksik etkisi MTT testi kullanilarak belirlenmistir. HCT-116 hiicre dizisinde
24 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda ICso degeri sirasiyla 261.1 pg/mL ve 200.58 ug/mL
olarak bulunmustur. SW-480 hiicre dizisinde 24 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda ICso
degeri sirastyla 170.94 pg/mL ve 169.80 pg/mL olarak bulunmustur. P. linteus
ekstraktina karst SW-480 hiicreleri HCT-116 hiicrelerinden daha fazla duyarhilik
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gostermistir. Calismada kullanilan farkli fungus ekstraktlarinin ise (Cordyceps sinensis,
Lentinus edodes, Coprinus comatus ve Ganoderma lucidum) hiicrelerde 6nemli derecede
sitotoksik etki gostermedigi belirtilmistir (Seklic vd. 2016). P. linteus ekstraktinin HCT-
116 ve SW-480 hiicre dizileri iizerine sitotoksik etkisi ICsp degerleri goz onilinde
bulunduruldugunda sirasiyla 261.1 pg/mL ve 170.94 pg/mL olarak bulunmustur.
Calismada kullandigimiz A431 hiicrelerinde 1Csg degerleri P. igniarius metanol ve su
ekstraktlarinda sirastyla 100 pg/mL ve 188.2 pg/mL; P. torulosus metanol ve su
ekstraktlarinda sirasiyla 140 pug/mL ve 200 ug/mL olarak belirlenmistir. Bu verilerden
yola ¢ikarak P. igniarius ve P. torulosus metanol ekstraktlarinin A431 hiicreleri lizerine
24 saatlik sitotoksik etkisi P. linteus ekstraktinin HCT-116 ve SW-480 hiicre dizileri
tizerine sitotoksik etkisinden daha fazla bulunmustur. Ancak su ekstraktlarinin A431
hiicreleri {izerine sitotoksik etkisi P. linteus ekstraktinin SW-480 hiicreleri iizerine
sitotoksik etkisinden diisiik bulunmustur.

P. igniarius’tan elde edilen PPI (P. igniarius polisakkariti) ile 50, 100, 200 ve 400
pg/mL'de 24 saat siire ile inkiibe edilen RAW264.7 makrofaj hiicrelerinin canliliklart
MTT testi kullanilarak ol¢tilmiistiir. Hiicre canliligi sirastyla %96.31, %97.79, %96.14 ve
%091.38 olarak bulunmustur. Elde edilen veriler P. igniarius’un RAW264.7 makrofaj
hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksite gdostermedigini ortaya koymustur (Kim vd. 2019).
Bagka bir ¢alismada farkli ekstraksiyon yontemiyle P. igniarius’tan elde edilen PPI (P.
igniarius polisakkarit)nin da RAW264.7 makrofaj hiicreleri iizerine herhangi bir
sitotoksik etki gostermedigi belirtilmistir (Wang vd. 2019). P. igniarus’tan elde edilen
PPI’nin bagisiklik sisteminde yer alan ve saglikli hiicrelerden olan makrofajlar iizerine
sitotoksik etki gostermemesi ileride bu maddelerin ila¢ olarak kullaniminin 6niini
acabilir. Ayrica kanser hiicrelerinde daha fazla sitotoksik etki gostermesi ¢ok dnemlidir.
Calismamizda kullanmis oldugumuz P. igniarius metanol ve su ekstraktlarinin A431 ve
Bj hiicrelerinin canliligi iizerine etkilerine bakacak olursak; P. igniarius metanol
ekstraktinin 50, 100, 200 ve 400 pg/mL'de A431 hiicre canlilig1 sirasiyla %56, %50, %45,
%18 olarak belirlenirken, P. igniarius su ekstraktinin hiicre canliligina etkisi ise %83,
%65, %48, %30 olarak bulunmustur. P. igniarius metanol ekstraktinin 50, 100, 200 ve
400 pg/mL'de Bj hiicre canlilig1 sirasiyla %89, %85, %69, %42 olarak belirlenirken, P.
igniarius su ekstraktinin hiicre canliligina etkisi %92, %89, %70, %45 olarak
bulunmustur. Dolayisiyla ekstraktlar saglikli Bj hiicrelerinde A431 kanser hiicrelerine
oranla daha az sitotoksik etki yaratmistir. Bu sonug P. igniarius ekstraktlarinin kanser
tedavisinde kullanilabilecegini akla getirmektedir.

Ticari olarak satilan P. linteus ekstraktlarindan PL-ES ve PL-1-ES’nin prostat
kanseri (PC-3, DU-145, LNCaP), T24 (idrar torbasi kanser hiicresi), ACHN (bobrek
kanseri hiicresi), A549 (alveolar bazal epitelyal kanser hiicresi), MCF-7 (meme kanseri
hiicresi), AGS (gastrik kanseri), HepG2 (karaciger kanser hiicresi), U87 (beyin kanser
hiicresi) hiicre dizileri {izerine antikanser etkilerinin belirlenmesi icin hiicreler 100 pg/mL
PL-ES, 100 pg/mL ve 250 pg/mL PL-I-ES ile inkiibe edilmistir. 72 saat sonunda MTT
testi ile degerlendirilmistir. Sonucglar, PL-ES'nin (100 pg/mL), belirlenen kanser
hiicrelerinin tiimiinde %40-80 oraninda biiyiimede bir azalmaya neden oldugunu
gostermistir. PL-1-ES (100 pg/mL), PC-3, MCF-7, AGS ve HepG2 hiicre dizilerinde
%20-60 oraninda biiyiimede bir azalma gostermis, ancak geri kalan hiicreler lizerine ¢ok
az etkili olmustur. Buna karsin, PL-I-ES (250 pg/mL), DU-145, LNCaP ve ACHN
disindaki hiicrelerde %25-90 oraninda biiylimeyi azaltmistir. Elde edilen veriler 250
pg/mL PL-I-ES'nin 100 pg/mL'den 6nemli ol¢lide daha etkili oldugunu gdstermektedir.
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Bu nedenle hem PL-ES hem de PL-I-ES'nin antikanser etkileri oldugunu ancak PL-ES'nin
PL-I-ES'den daha gii¢lii oldugunu gostermektedir (Konno vd. 2015). Calismamizda
kullandigimiz P. igniarius ve P. torulosus metanol ve su ekstraktlarinin 100 ve 250
pg/mL’lik konsantrasyonlarinin A431 hiicre dizileri iizerine etkisine bakacak olursak; P.
igniarius ve P. torulosus metanol ekstraktlarinin 100 pg/mL’de A431 hiicre canliligina
etkisi sirasiyla %50 ve %54; su ekstraktinda ise %62 ve %65 olarak belirlenmistir. P.
igniarius ve P. torulosus metanol ekstraktlarinin 250 pg/mL’de A431 hiicre canliligina
etkisi sirastyla %41.5 ve %44; su ekstraktinda ise %42.5 ve %46 olarak belirlenmistir.
Elde ettigimiz veriler sonucunda 250 pg/mL P. igniarius ve P. torulosus metanol
ekstraktinin 100 pg/mL ve 250 pg/mL P. igniarius ve P. torulosus su ekstraktlarindan
daha etkili oldugunu gostermektedir. Ticari olarak satilan P. linteus ekstraktlarindan PL-
ES ve PL-1-ES’nin kullandigimiz ekstraktlardan tiim hiicrelerde daha diisiik sitotoksik
etki gdsterdigi gortilmiistiir.

P. igniarius’tan elde edilen suda ¢oziinebilir hiicrelerarasi polisakkarit
cesitlerinden olan (IPS), IPSW-1, IPSW-2, IPSW-3 ve IPSW-4’{in antitimdr
potansiyelini degerlendirmek i¢in HepG2, HGC (karaciger kanseri hiicreleri) ve SW480
(kolon kanseri hiicresi) hiicre dizilerinin kullanildig1 bir ¢aligmada tiim hiicreler, 10, 30,
50, 70 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda saflastirilmis polisakkarit ekstraktlar: ile 24
saat inkiibe edilmistir ve MTT testi ile degerlendirilmistir. Sonuglar, test edilen
saflastirilmis polisakkaritlerin hepsinin HepG2 ve SW480 hiicre dizilerine kars1 biiylime
inhibisyonu etkilerine sahip oldugunu ancak HGC hiicre dizisi ilizerinde herhangi bir
inhibisyon etkisi sergilemedigini gdstermistir. Dort saflagtirilmis  polisakkarit
ekstraktinda IPSW-1, HepG2 hiicreleri iizerinde en giiclii inhibitor etkiyi gostermistir ve
bunu IPSW-2 izlemistir. IPSW-1, IPSW-2, IPSW-3 ve IPSW-4’{in HepG2 hiicrelerinin
canliligi sirasiyla %61, %65, %75 ve %71 olarak bulunmustur. IPSW-1, IPSW-2, IPSW-
3 ve IPSW-4’iin HepG2 hiicreleri tizerindeki en yiiksek inhibisyon oranlart 70 pg/mL
konsantrasyonunda %39, %35, %25 ve %29 olarak belirlenmistir. SW480 hiicre
dizilerinde, IPSW-1, IPSW-2, IPSW-3 ve IPSW-4, 10-100 pg/mL konsantrasyon
araliginda doza bagl bir davranis sergilemistir. IPSW-1, 58.98 pg/mL'lik ICso degeri ile
en giiclii inhibitor etkiyi gostermistir. Bunu 66.21 pg/mL’lik ICso degeri ile IPSW-3
izlemistir. Saflastirilmis polisakkaritler arasinda en diisiik antitiimor aktiviteye sahip olan
IPSW-4 olarak belirlenmistir (Li vd. 2015). P. igniarius ve P. torulosus’tan elde edilen
metanol ve su ekstraktlarinin ICso konsantrasyonlarini degerlendirecek olursak, P.
igniarius metanol ve su ekstraktlarinin ICso degerleri sirasiyla 100 pg/mL ve 188.2
pg/mL; P. torulosus metanol ve su ekstraktlarinin ICso degerleri sirasiyla 140 pg/mL ve
200 ug/mL olarak belirlenmistir. Sonug olarak P. igniarius ve P. torulosus metanol ve su
ekstraktlarinin ICsp degerleri yukarida belirttigimiz saflastirilmis polisakkaritlerden daha
yiiksek bulunmustur. P. igniarius’tan izole edilen polisakkaritlerin P. igniarius metanol
ve su ekstraktlarindan daha yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

P. baumii’den saflastirilarak elde edilmis PPB’nin (P. baumii polisakkariti) HeLa
(rahim agz1 kanseri) ve SGC-7901 (gastrik kanser) hiicre dizileri {izerinde
antiproliferasyon etkisi arastirilmistir. PPB, HeLa hiicrelerinin proliferasyonunu doza
bagli olarak (0.0125-0.6 mg/mL) belirgin sekilde inhibe etmistir. PPB konsantrasyonu
0.4 ve 0.6 mg/mL'ye yiikseldiginde, proliferasyonun inhibisyon orani sirasiyla %83.74 ve
%90.63'e ulagmistir. 5-Fu'nun etkisi ile karsilastirildiginda, PPB, 0.4 mg/mL
konsantrasyonda HeLa hiicrelerine karsi daha giiclii inhibitor etki gostermistir (p<0.01).
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Ayrica 0.2, 0.4 ve 0.6 mg/mL konsantrasyonlarinda PPB, SGC-7901 hiicrelerinin
proliferasyonunu sirasiyla %93.88, %95.56 ve %96.55 oraninda inhibe etmistir (Liu vd.
2016). Calismamizda 200 pg/mL, 400 pg/mL ve 600 ug/mL (0.2, 0.4 ve 0.6 mg/mL)
konsantrasyonlarinda A431 hiicrelerinde P. igniarius metanol ekstraktinin inhibisyon
oranlar1 sirasiyla %45, %18, %16; P. igniarius su ekstraktinin inhibisyon oranlari
sirastyla %48, %30, %24; P. torulosus metanol ekstraktinin inhibisyon oranlar1 sirasiyla
%44, %20, %18; P. torulosus su ekstraktinin inhibisyon oranlari sirasiyla %50, %32, %23
olarak belirlenmistir. P. baumii’den izole edilen polisakkaritlerin P. igniarius ve P.
torulosus metanol ve su ekstraktlarindan daha yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugu
gorilmistiir.

P. igniarius’tan elde edilen P. igniarius selenyum ile zenginlestirilmis misel
polisakkaritleri (PSeP) ile muamele edilen HaCaT (keratinosit hiicreleri), 1000 ng/mL'lik
konsantrasyonda bile sitotoksik etki gostermemistir. Ayrica tiim konsantrasyonlarda
hiicrelerin hayatta kalma oran1 %80'in iizerindedir. Elde edilen sonuglar, PSeP'nin pratik
olarak toksik olmayan bir madde oldugunu goéstermistir (Luo vd. 2021). Calismamizdan
elde edilen verilere gore P. igniarius metanol ve su ekstraktlariin saglikli Bj hiicreleri
tizerinde PSeP’e kiyasla daha yliksek sitotoksik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak
PSeP kanser hiicrelerinde test edilmemistir.

P. igniarius etanol ekstraktinin kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkisi, MTT
testi ile degerlendirilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonucunda P. igniarius etanol
ekstraktinin SGC-7901 (gastrik kanser hiicresi), AGS (gastrik kanser hiicresi), HelLa
(rahim agz1 kanseri hiicresi), HepG2 (karaciger kanseri hiicresi) ve A549 (alveolar bazal
epitelyal kanser hiicresi) hiicrelerinin ICso degerleri 110.7, 270.5, 314.2, 361.6 ve 531.7
pg/mL olarak bulunmustur ve hiicre canliligini inhibe ettigi belirtilmistir. P. igniarius
etanol ekstraktinin, SGC-7901 hiicrelerine kars1 en yiiksek sitotoksik etkiyi sergiledigi
goriilmiistir (Wang vd. 2018). Calismamizda 24 saatlik inkiibasyon sonucunda elde
edilen verilere gore P. igniarius metanol ve su ekstraktlarinin ICso degerleri sirasiyla 100
pug/mL ve 188.2 pug/mL olarak belirlenmistir. Sonug olarak P. igniarius metanol ve su
ekstraktlarinin ICso degerleri gbz oniinde bulunduruldugunda caligmadan elde edilen
verilerden daha diisiik konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.

Antioksidan olarak tiiketilen dogal besin kaynaklarimizin antioksidan 6zelligini
ortaya koyan pek cok test (DPPH, FRAP, TAS, TOS, OSI vb.) bulunmaktadir. Giinlimiize
kadar yapilan bu ¢aligmalarda antioksidanlarin canli hiicrelere veya deney hayvanlaria
uygulanmamas1 elde edilen sonuglarin 6n veri olarak degerlendirilmesine neden
olmaktadir. Bu durumda testlerden elde edilen sonuglarin canli hiicreler veya deney
hayvanlarindan elde edilen sonuglar ile karsilastirilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.
Ciinkii yukarida da belirtildigi gibi oksidasyon reaksiyonlari lizerine farkli antioksidan
konsantrasyonlarinin etkisi antioksidanlarin yapisi, oksidasyon kosullari, oksidasyona
ugramis yapidaki degisimler gibi pek ¢ok faktore baglidir. Bu ylizden ¢aligmamizda
ekstraktlarin saglikli ve kanser hiicreleri iizerine gii¢lii bir oksidan olan H>O>’e kars1
antioksidan etkisini arastirmis bulunmaktay1z.

P. igniarius ve P. rimosus etanol ekstraktlarinin toplam antioksidan durumu
(TAS), toplam oksidan durumu (TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) belirleme
caligmalar1 kapsaminda Rel assay kitleri kullanilarak TAS, TOS ve OSI degerleri
belirlenmistir. Orneklerin TAS degerlerinin belirlenmesinde kalibrator olarak Trolox
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kullanilmistir ve sonuglar mmol Trolox esdeger/L olarak ifade edilmistir. TOS degerinin
belirlenmesinde kalibrator olarak H2O2 kullanilmistir ve sonuglar umol H20, esdeger/L
olarak ifade edilmistir. Antioksidan bilesiklerin yiizde olarak ne kadar oksidan bilesigi
tolere ettigini gosteren OSI degeri TOS/(TASx10) olarak belirlenmistir. P. igniarius’un
TAS (mmol/L), TOS (umol/L) ve OSI degerleri sirasiyla 5.364, 20.854 ve 0.389 olarak
bulunurken, P. rimosus'un TAS (mmol/L), TOS (umol/L) ve OSI degerleri sirasiyla
3.772, 24.323 ve 0.645 olarak bulunmustur. Elde edilen verilerle P. igniarius’un daha
yuksek TAS, TOS ve OSI degerlerine sahip oldugu gosterilmistir. Sonug olarak, P.
igniarius ve P. rimosus'un antioksidan potansiyele sahip oldugu farmakolojik
arastirmalarda dogal kaynak olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Bal 2020).

P. igniarius suslarinin fungal kiiltiir siipernatantlarindan peroksidaz aktiviteleri
degerlendirilmistir. Peroksidaz, lignin ve aromatik hidrokarbon bozunma fonksiyonlarina
sahip bircok fungus tarafindan iiretilen hiicre dis1 enzimlerdir. P. igniarius ve dietilsiilfat
mutant susunun peroksidaz aktiviteleri, inkiibasyonun 9. giiniinde zirveye ulasmistir ve
ardindan zamanla kademeli bir sekilde azalma gostermistir. Aslinda, inkiibasyonun 9.
giinlinde dietilsiilfat mutant susu diger suslarin peroksidaz aktivitesinin iki katindan
fazlasin1 gostermistir. Nitroz asit ve dietilsiilfat mutant susunun peroksidaz aktiviteleri,
inkiibasyon siireci boyunca P. igniarius'un aktivitesinden daha yiiksek bulunmustur.
Mutant suglarin maksimum peroksidaz aktiviteleri farkli zaman dilimlerinde P.
igniarius’tan daha fazladir. Bu ¢alismada, ii¢ sustan elde edilen fungal kiltiir
siipernatantlarinin antioksidan 6zellikleri, DPPH ve FRAP'a karsi siipiiriicii aktivitesi test
edilerek belirlenmistir. P. igniarius'un polifenolleri etkili antioksidanlardir (Shou vd.
2016) ve FRAP yontemi, dogrudan serbest radikal siiplirme aktivitesi yerine demir iyonu
azaltan antioksidan giicli degerlendirmek i¢in kullanilabilir. DPPH siipiirme aktivitesinin
sonucunun aksine, Nitrdz asit mutant susunun FRAP aktivitesi, 30 giinliik inkiibasyon
periyoduna kadar yaklasik 15 giin boyunca P. igniarius’tan daha yiiksek kalmistir.
Bununla birlikte, Nitroz asit mutant susunun DPPH siipiirme aktivitesi 21 giine kadar P.
igniarius'unkine yakin veya altinda bulunmustur. Daha sonra, Nitroz asit mutant susunun
slipiiriicti aktivitesi yiikselmistir ve P. igniarius'tan daha yiiksege ¢ikmistir. Dietilstilfat
mutant susunun ortalama FRAP aktivitesi seviyesi, 21 giinlilk inkiibasyondan
kaynaklanan P. igniarius sus seviyesini asmaktadir. Bu sonuglar, DPPH deneyinden elde
edilen sonuglardan farklidir. 18. giinden sonra P. igniarius'un FRAP" ile diger suslarin
FRAP'i arasinda 6nemli bir fark gozlenmistir (p<0.05). Mutant suslarin fermentasyon
kiltiirlerindeki, 6zellikle dietilsiilfat mutant susunun toplam fenolik igerigi azalmistir
(Guo vd. 2019).

Bes Tunus fungusunun (P. torulosus, Fomes fomentarius, Trametes versicolor,
Pisolithus albus ve Fomitopsis pinicola) toplam polifenol iceriginin Folin-Ciocalteu
yontemi kullanilarak belirlendigi ¢alismada, P. torulosus etanol ekstraktinin toplam
polifenol igerigi 33.1 mg/g olarak belirlenmistir. Ekstraktlarin toplam flavonoid
miktarlari, 6 ila 10.9 mg/g arasinda genis dl¢lide degistigini gostermektedir. En biiyiik
miktarlardan biri P. torulosus ekstraktlarindan elde edilmistir. En yiiksek demir iyon
selatlama giici, P. torulosus'un etanol ekstraktinda gozlenmistir. Bu sonuglar, toplam
flavonoid ve tanen igeriklerine atfedilebilir, bu da demir selatlama kapasitesi ile ilgili
oldugu i¢in peroksidasyon koruyucularinin potansiyellerini diisiindiirmektedir (Shyu vd.
2009). Fenolik bilesiklerin miktarlar1 ile demir iyon-selatlama giicii (1>>0.83) arasinda
yiiksek bir korelasyon bulunmustur. Antioksidan kapasite, DPPH radikal siiplirme
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aktivitesi ile belirlenmistir. Elde edilen verilere dayanarak, antiradikal aktivitenin fungus
tirlerine bagli oldugu sonucuna varilabilir. Bu aktivite P. torulosus'un etanol
ekstraktlarinda (ICso = 0.025 mg/mL) daha 6nemlidir ve diisiik ICso degerlerinin test
edilmis yiiksek bir antioksidan aktiviteye karsilik geldigine dikkat ¢ekmektedir (Khadri
vd. 2017).

Dort tibbi fungus tiirtinden (Agaricus bisporus, Agaricus brasiliensis, Ganoderma
lucidum ve P. linteus) elde edilen etanolik polisakkarit ekstraktlarinin, 0.1-10 mg/mL
konsantrasyonlarinda, DPPH radikalleri iizerindeki siipiiriicii aktiviteleri sirastyla %12.3—
75.5, %44.7-66.6, %58.8-94.5, ve %77.9-86.9 olarak belirlenmistir. 0.1-10 mg/mL'de,
pozitif kontrol olan BHT (butillendirilmis hidroksitoluen), askorbik asit ve a-tokoferol’iin
radikal siipiiriicii aktiviteleri sirasiyla %1.1-55.2, %80.6-87 ve %79.9-78.4 olarak
bulunmustur. Ekstraktlar ve pozitif kontrollerde 5 mg/mL'de radikal siipiiriicii aktiviteleri
su sirayla azalmistir: G. lucidum > P. linteus > askorbik asit > o -tocopherol = A. bisporus
> A. brasiliensis > BHT. G. lucidum ve P. linteus polisakkarit ekstraktlarinin indirgeme
giicii ise konsantrasyon 0.1'den 5.0 mg/ml'ye yiikseldik¢e artmistir ve 5.0-20.0
mg/mL'de sirastyla 3.01-3.14 ve 3.14-3.11 olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak
kullanilan askorbik asit, 5.0 mg/mL'de 3.92 indirgeme giiciine sahiptir. Elde edilen
sonuglar G. lucidum ve P. linteus'tan elde edilen polisakkarit ekstraktlarinin 5 mg/mL'de
yiiksek indirgeme giiciine sahip oldugunu gostermektedir. G. lucidum ve P. linteus'tan
elde edilen polisakarit ekstraktlari, 6zellikle diisiik ECso degerlerinde (<0.1 mg/mL) ¢cok
iyt DPPH siipiiriicti aktivite gdstermistir. Ancak ECso degerleri i¢in dnemli bir fark
bulunmamustir (Kozarski vd. 2011).

P. rimosus, P. wahlbergii ve P. nigricans 'in su, etanol ve alkaloid ekstraktlarinin
antioksidan aktivitelerinin DPPH ve FRAP testi kullanilarak degerlendirildigi ¢alismada
DPPH sonuglar1 (ECso) sirastyla P. rimosus su, etanol ve alkaloid ekstraktlari igin 20.12,
8.26, 94.15; P. wahlbergii su, etanol ve alkaloid ekstraktlari igin 72.90, 9.64, 81.11; P.
nigricans su, etanol ve alkaloid ekstraktlar1 i¢in 22.52, 7.03, 34.49 olarak belirlenmistir.
FRAP sonuglar1 (Fe II mmol/mg) sirastyla P. rimosus su, etanol ve alkaloid ekstraktlari
icin 0.11, 0.33, 0.13; P. wahlbergii su, etanol ve alkaloid ekstraktlar1 i¢in 0.06, 0.28, 0.16;
P. nigricans su, etanol ve alkaloid ekstraktlar1 i¢in 0.07, 0.28, 0.16 olarak belirlenmistir.
En yiiksek antioksidan aktivite P. nigricans etanol ekstraktinda gozlenmistir. Bunu
sirastyla P. rimosus ve P. wahlbergii izlemistir. Bununla birlikte P. nigricans'in etanol
ekstraktinin ECso'si, P. rimosus ve P. wahlbergii'den 6nemli 6l¢iide farkli bulunmamustir.
Elde edilen veriler. Phellinus tiirlerinin aktif antioksidan bilesenlerinin oldugunu
gostermistir (Laovachirasuwan vd. 2016).

P. linteus’un (PL) etanol ekstraktinin, 10 ila 300 pg/mL konsantrasyon araliginda
dogrudan DPPH radikalini siipiirdiigli belirlenmistir. PL'nin ECso degeri 22.07 pg/mL,
pozitif kontrol olarak kullanilan Vitamin C'ninki ise 5.11 pg/mL olarak hesaplanmistir.
P. linteus’un etanol ekstraktinin 300 pg/mL konsantrasyonunda iirik asit olusumu
tamamen baskiladig1 ortaya koyulmustur. ICso konsantrasyonu 146.80 pg/mL olarak
bulunurken bir ksantin oksidaz inhibitdrii olan allopurinol, 5.15 g/mL'lik bir ICso degeri
gostermistir. Elde edilen veriler P. linteus’un etanol ekstraktinin ksantin oksidaz
enziminin inhibitdr aktivitelerine sahip oldugunu agik¢a gostermistir (Song vd. .2003).

P. igniarius’tan elde edilen kurutulmus misel igeren (MEM) ve misel igermeyen
(MEB) metanol ekstrakti ile P. igniarius su ekstraktinin (HWEM) antioksidan
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aktiviteleri, konsantrasyonlar1 ile pozitif korelasyon gostermisti. MEM ve MEB,
HWEM'den daha yiiksek antioksidan etki sergilemistir. 5 mg/mL'de antioksidan
aktiviteler MEM ve MEB i¢in %62.3 ve %51.2 iken, HWEM icin %28.2 olarak
belirlenmistir. BHA ve a-tokoferol, 1 mg/mL'de sirasiyla %94.9 ve %98.1'lik antioksidan
etki gostermistir, ancak askorbik asit, %38'lik bir aktivite gostermistir. MEM, MEB ve
HWEM'in DPPH radikalleri {izerindeki siiplirme yeteneklerinin konsantrasyona bagl
olarak arttigin1 belirlenmistir. 5 mg/mL'de, siiptirme yetenekleri MEM, MEB ve HWEM
icin sirastyla %72.2, %21.1 ve %24.2 idi. 10 mg/mL'de, siipiirme yetenekleri MEM, MEB
ve HWEM igin sirastyla %80,1, %30 ve %43.1 idi. Bununla birlikte, 0,5 mg/mL'de BHA
ve a-tokoferoliin oldukca yiiksek siiplirme yetenekleri sirastyla %93.7 ve %97.4 idi. Ek
olarak, askorbik asit, 0,5 mg/mL'de %6,2'lik daha diisiik siiplirme kabiliyeti ortaya
¢ikarmustir. Bu sonuglar, ekstraktlarin, muhtemelen birincil antioksidanlar olarak hareket
eden serbest radikal siipiiriiciiler oldugunu gostermisti. MEM, MEB ve HWEM'in
selatlama yetenekleri 5 ila 20 mg/mL'de sirasiyla %60.3 ila %83.2, %79.1 ila %86.5,
%44.6 ve %87.4 idi. 5 ila 20 mg/mL araliginda, 3 ekstraktin demir iyonlar1 tizerindeki
selatlama yetenekleri, MEB > MEM > HWEM olarak belirlenmistir. Sonuglar, P.
igniarius (su) kiiltiiriinden elde edilen ekstraktlarin, belirgin bir selatlayict demir
kapasitesi oldugunu gostermektedir. MEM, MEB ve HWEM'in siipiirme yetenekleri, bir
doza bagli bir degisim gostermistir. 100 ila 500 ug/mL'de, MEM, MEB ve HWEM'in
stiperoksit anyonlar tizerindeki siipiirme yetenekleri sirasiyla %17.5 ila %42.3, %6.2 ila
%25.2 ve %18.6 ila %45.6 idi. Bununla birlikte, askorbik asidin siiptirme kabiliyeti 100
ila 500 pg/mL'de %38.6 ila %48.6 idi. Elde edilen veriler, MEM ve HWEM'in orta
diizeyde siiperoksit radikal siiplirme aktiviteleri gosterdigini, ancak MEB'in siipiirme
aktivitesinde en diisiik oldugunu ortaya koymustur (Lung vd. 2010).

P. igniarius’tan elde edilen PSeP igin, diisiik konsantrasyonlarda ROS siipiirme
yetenegi diisiik bulunmustur. HaCaT hiicrelerinin H20O tarafindan 30 dakika siire ile
indiiklenmesinden sonra, HaCaT hiicrelerinin ROS seviyesi, normal hiicrelere kiyasla
onemli ol¢iide artmistir. Bununla birlikte, konsantrasyon 300 pg/mL'ye yiikseldiginde,
ROS seviyeleri ile normal hiicreler arasinda istatistiksel bir fark bulunmamistir. Doz
artistyla pozitif bir korelasyon gozlenmistir. Bu nedenle, PSeP, HaCaT hiicrelerinde ROS
tizerinde 1yi bir siipliriicii etkiye sahip olarak bulunmustur. ABTS siipiirme testi, PSeP'nin
doza bagli slipiirme aktivitesini ortaya koymustur. Siiptirme aktivitesi C vitamininden ¢ok
diisiik olmasina ragmen, ROS seviyesinde istatistiksel bir fark goézlenmemistir. Bu
nedenle, PSeP'nin serbest radikal stipiirtiicii aktivitesi, H20.'yi dogrudan etkilememistir.
Tiim gruplardaki aktif GPx, yara iyilesme siiresinin artmasiyla artmistir. PSeP, model
grubundan daha yiiksek GPx seviyesi ile sonuglanan organik selenyum igermektedir.
Normal dokularda bile yara iyilesmesinin ge¢ evresinde model grubunkinden ¢ok daha
fazla bulunmustur (p<0.01). CAT ve SOD aktivitesi polisakkaritlerin eklenmesiyle
onemli 6l¢iide degismemistir (p>0.05). PSeP'nin antioksidan kapasitesi inflamasyonu
azaltmaya yardimci1 oldugundan, iki enzimin aktivitesi diisiik ve orta doz gruplarinda 6,
12 ve 18 giinde degisen derecelerde artig gostermistir (Luo vd. 2021).

DPPH radikaline yonelik standartlar1 iceren numunelerin siiptiriicii aktivitelerinin
arastirildigi calismada, P. igniarius’un su, %50 etil alkol, %80 etil alkol, etil alkol ve etil
asetat ekstraktlarinin radikal siipitiriicii akiviteleri (ICso, pg/mL) sirasiyla, 332.85, 159.19,
122.76, 58.10, 154.50 olarak bulunmustur. P. torulosus’un su, %50 etil alkol, %80 etil
alkol, etil alkol ve etil asetat ekstraktlarinin radikal siipiiriicii akiviteleri sirasiyla, 134.27,
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18.88, 7.30, 19.23, 49.57 olarak bulunmustur. P. torulosus'un %80 etil alkol ekstrakti,
(7.30 ug/mL) ICso'si, DPPH radikaline kars1 en yiiksek siipirme kabiliyetini géstermistir.
Bu aktivite, kuersetin kadar iyi bir etki gdstermistir. Ayrica askorbik asit ve BHT
aktivitesinden 6nemli 6l¢iide daha yiiksektir. Bu sonuglar, Phellinus funguslarindan elde
edilen ekstraktlarin dogal antioksidan kaynagi olma potansiyeline sahip oldugunu
gostermektedir (Seephonkai vd. 2011).

P. linteus (PL), Cordyceps sinensis (CS), Lentinus edoides (LE), Coprinus
camatus (CC) ve Ganoderma lucidum (GL)'un metanol ekstraktinin antioksidan
potansiyeli, toplam fenolik ve flavonoid igeriklerinin yani sira serbest radikal siiptirme
aktiviteleri belirlenerek degerlendirilmistir. En yiiksek fenolik ve flavonoid igerigi PL'de
bulunmustur ve bu ekstrakt, test edilen diger ekstraktlardan énemli 6l¢iide daha yiiksek
bilesik igerigine sahiptir. PL'nin DPPH radikal siipiirme kapasitesi (5.32 pg/mL), diger
dort numunenin kapasitesinden ve hatta kontrol maddeleri BHA ve klorojenik asitten bile
o6nemli dl¢lide daha yiiksek bulunmustur. LE, CC ve CS en diisiik temizleme kapasitesini
gostermistir. 24 saatlik uygulama sonrasinda HCT-116 ve SW-480 hiicrelerinde GSH
seviyesi kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, *O2 iiretimi her iki hiicre dizisinde dnemli
Olctide artmistir. HCT-116 tizerindeki en yiiksek <O iiretimine LE ve CS ekstraktlari ve
SW-480 hiicrelerinde PL ekstraktlari neden olmustur. *«O2—seviyesi, SW-480 hiicrelerinde
CS ve LE ile inkiibasyon haricinde, ekstraktlarin dozlartyla ters orantili bulunmustur. Bu
sonuglar, fungus ekstraktlarmm HCT-116 ve SW-480 kanser hiicre dizilerinde
prooksidan etkilere sahip oldugunu gostermektedir (Seklic vd. 2016).

P. igniarius ve P. linteus’tan elde edilen su ekstraktlarinin fenol ve flavonoid
igeriklerinin belirlendigi ¢alismada, P. igniarius su ekstraktinda fenolik bilesiklerin ve
flavonoidlerin seviyeleri P. linteus su ekstraktindan daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(p<0.05). Ek olarak, P. igniarius su ekstraktinin fenolik ve flavonoid igerigi P. linteus su
ekstraktindan ~1.5 kat daha yiiksektir ve P. igniarius su ekstraktinin da polisakkarit
icerigi, P. linteus su ekstraktinda gézlemlenenden ~2 kat daha yiiksektir. Buna karsilik P.
linteus su ekstraktinin, P. igniarius su ekstraktindan yaklasik 1.2 kat daha yiiksek p-1,3-
glukan icerdigi belirlenmistir (p<0.05). Bu sonuglar P. igniarius su ekstraktinimn P. linteus
su ekstraktindan 1.7 kat daha yiiksek SOD-benzeri aktiviteye (p<0.05) sahip oldugunu
ortaya koymustur (Yang vd. 2016).

PIPS (P. igniarius polisakkariti)’in hidroksil radikal siipiiriicii etkisi, c-PIPS
(ultasonik olarak uyarilmig P. igniarius polisakkariti) ve Vc (C vitamini) ile
karsilastirilarak degerlendirilen bir ¢aligmada tiim 6rneklerin doza bagli bir sekilde
hidroksil radikallerini siiplirme kabiliyetine sahip oldugu bulunmustur. PIPS'min
temizleme kapasitesi, test edilen konsantrasyon araliginda (0.05-1.5 mg/mL) c-PIPS'den
daha gii¢liidiir. PIPS'nin hidroksil radikali siiptirme etkisi Vc'den ¢ok daha diisiiktiir. Bu
calismada, daha yiiksek miktarlarda diisiik molekiiler agirliga ve hidroksil gruplarina
sahip PIPS, c-PIPS'den daha giiglii bir hidroksil radikal siipirme aktivitesi gostermistir.
Ayrica polisakkarit yapisinda bulunan teukronik asit de hidroksil radikallerinin
stipliriilmesinde 6nemli rol oynamistir. Bu nedenle, ultrasonik uyarim sadece P. igniarius
miselyum fermantasyonu sirasinda polisakkaritlerin tiretimini iyilestirmekle kalmamaistir,
ayn1 zamanda polisakkaritlerin in vitro antioksidan aktiviteleri ve radikal siipiirme
kapasitelerini de arttirmistir. Elde edilen sonuglara dayanarak P. igniarius ve P. igniarius
kaynakli polisakkaritler, gida ve ila¢ endiistrisi i¢in etkili bir dogal antioksidan olarak
gelistirilebilir (Zhang vd. 2014).
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P. linteus, P. nigricans ve P. igniarius etanol ve su ekstraktlarinin antioksidan
aktivitesi, toplam fenolik ve toplam flavonoid igeriklerinin belirlendigi ¢alismada, etanol
ekstraktlar1 tiim deneylerde su ekstraktlarindan onemli Sl¢lide daha yiiksek aktivite
gostermistir. DPPH testinde, P. linteus'un etanol ekstrakti, su ekstraktina kiyasla en
yiiksek antioksidan etkiyi gostermistir. P. linteus ve P. nigricans'tan elde edilen etanol
ekstraktlari, sirasiyla 14.06 pg/mL ve 15.41 ng/mL degerleri ile ABTS testinde en yiiksek
antioksidan etkiyi gosterirken, P. igniarius etanol ekstrakti 18.4 pg/mL degeri ile ABTS
radikallerine yanit olarak orta diizeyde antioksidan etki sergilemistir. FRAP testinde, P.
linteus ve P. igniarius'tan elde edilen etanol ekstrakti en yiiksek antioksidan etkiyi
sergilerken, her iki fungustan elde edilen Phellinus ekstraktlar1 sirasiyla en yiiksek toplam
fenolik ve flavanoid igerigini gostermistir. En yiiksek toplam fenolik igerigi, P. linteus'un
etanol ekstraktinda (184.80 mg GAE/g) gozlenirken, P. igniarius'tan elde edilen etanol
ekstrakti, en yiiksek toplam flavonoid igerigini (353.30 RE/g) gostermistir (Thammavong
vd. 2021).

P. torulosus, P. allardii, P. fastuosus, P. sanfordii ve Inonotus pachyphloeus gibi
bazi tibbi funguslarin etanol ekstraktlarinin antioksidan potansiyellerinin arastirildig: bir
calismada, DPPH, hidroksil radikalleri, siiperoksit radikallerini siipiiriicii potansiyelleri
ve indirgeme giicii in vitro olarak degerlendirilmistir. Fungus ekstraktlarinin serbest
slipiiriicti aktivitesi, P. fastuosus > P. sanfordii > I. pachyphloeus > P. torulosus > P.
allardii olarak belirlenmistir. P. fastuosus ve P. sanfordii ekstarktlari, istatistiksel olarak
birbirleri ile ve standart katesin ile karsilagtirilabilir derecede DPPH ve siiperoksit radikal
slipiiriicti aktiviteleri sergilemistir. P. fastuosus ekstrakti (ECso: 16 pg/mL), en dnemli
hidroksil radikal siipiirme aktivitesini standarttan bile daha yiiksek gostermistir. P.
torulosus ekstrakti (ECsp: 320 pg/mL), indirgenmis glutatyon formuyla karsilastirilabilir
istatistiksel olarak en Onemli indirgeme giiciinii sergilemistir. Test edilen fungus
ekstraktlarinin kayda deger miktarda karbonhidrat, fenol ve protein igerdigi bulunmustur.
Serbest radikal stiptiriicii aktivitesi, fenol igerikleri ile pozitif korelasyon gdstermistir. Bu
tibbi funguslar dogal antioksidanlardir ve detayli caligmalardan sonra nutrasétik ilaglara
dahil edilebilirler (Azeem vd. 2020).

P. igniarius, P. torulosus metanol ve su ekstraktlarinin H2O> sitotoksitesine kars1
antioksidan aktivitesinin belirlenmesi icin A431 ve Bj hiicre dizileri IC1o, 1C20 Ve 1C3o
konsantrasyonunda ekstraktlar ile 6n inkiibasyona birakilmistir. Bu hiicrelerde P.
igniarius ve P. torulosus’un her iki ekstraktinin da H2O» sitotoksitesine kars1 antioksidan
aktivite gosterdigi belirlenmistir. A431 ve Bj hiicrelerinde P. igniarius, P. torulosus
metanol ekstraktlari i¢cin hem ICso hem de I1C70 H202 konsantrasyonlarina karsi en yiiksek
antioksidan etki 1C2 kombinasyonunda goriilmiistiir. P. igniarius, P. torulosus su
ekstraktlar1 i¢cin hem ICsp hem de IC70 H20: konsantrasyonlarina karsit en yiiksek
antioksidan etki 1C3g kombinasyonunda goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar ekstraktlarin
yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterdigini, ICsp degerinden daha diisiik
konsantrasyonlarda ise H>O: sitotoksitesine kars1 antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir.

Hiicresel redoks dengesinin degismesine sebep olan antioksidanlarin azalmasi
sonucunda ROS ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNT) agir1 liretimiyle ifade edilen oksidatif
stres, lipidlere, proteinlere ya da DNA'ya zarar verebilir. Funguslardan izole edilen bu
sekonder metabolitler, antioksidan etki gosterebilir. Bir veya daha fazla aromatik halka
ya da OH grubu barindiran fenolik bilesikler, metabolizma esnasinda meydana gelen ROS
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olusumunu azaltip antioksidan savunma mekanizmalarin1 uyararak antioksidan etki
gostermektedir.

Oksidatif stres sonucu hiicre membranlarinda bulunan lipidlerin peroksidasyonu
ile olusan MDA diizeyleri membran hasar1 o6l¢iimii i¢in bir marker olarak kabul
edilmektedir. Calismamizda membran hasarini ortaya koymak i¢in hiicreler tek basina
H202 (ICso ve 1C70) ve ekstrakt konsantrasyonlarma (ICso ve 1C70) maruz birakilarak
MDA diizeyleri dl¢iilmiistiir. Tek basina ICso ve 1C7o konsantrasyonlarinda H,O2’e maruz
birakilan A431 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla sirasiyla 47 ve 51.7 kat MDA diizey
artig1 belirlenmistir. Tek basina ICso konsantrasyonlarinda P. igniarius metanol ve su
ekstraktlarina maruz birakilan A431 hiicrelerinde kontrol grubuna gore sirasiyla 30.8 ve
28 kat MDA diizey artis1 belirlenirken, IC7o konsantrasyonlarinda P. igniarius metanol
ve su ekstraktlarina maruz birakilan A431 hiicrelerinde kontrol grubuna gore sirasiyla
43.3 ve 42.2 kat MDA diizey artist belirlenmistir. Saglikli hiicre grubu olan Bj hiicrelerine
P. igniarius metanol ve su ekstraktlarmin tek basina ICso konsantrasyonlarinda
uygulanmast ile birlikte hiicrelerde kontrol grubuna gore sirasiyla 19.1 ve 17.2 kat MDA
artig1 gdzlenmistir. P. igniarius metanol ve su ekstraktlarinin IC70 konsantrasyonunda Bj
hiicrelerine uygulanmasiyla kontrol grubuna gore sirasiyla 27.5 ve 24.2 kat MDA diizey
artis1 belirlenmistir.

Ekstraktlarin giiclii bir oksidan olan H2O2’nin yarattig1 oksidatif strese karsi
antioksidan etkisini ortaya koymak i¢in hiicreler diisiikk konsantrasyonlarda ekstraktlar ile
on inkiibasyona birakilmistir, sonrasinda 24 saat ICsp Ve 1C7o konsantrasyonlarinda H20>
ile inkiibe edilmistir ve MDA diizeylerindeki degisim belirlenmistir.

Tek basina ICsp ve IC7o konsantrasyonlarinda H2O2’e maruz birakilan A431
hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla sirasiyla 33.3 ve 38.9 kat MDA diizey artis1
belirlenmistir. Tek basina ICsg konsantrasyonlarinda P. torulosus metanol ve su
ekstraktlarina maruz birakilan A431 hiicrelerinde kontrol grubuna gore sirasiyla 31 ve
28.7 kat MDA diizey artis1 belirlenirken, IC7o konsantrasyonlarinda P. torulosus metanol
ve su ekstraktlarina maruz birakilan A431 hiicrelerinde ise kontrol grubuna gore sirastyla
33 ve 31.7 kat MDA diizey artis1 belirlenmistir. Saglikl hiicre grubu olan Bj hiicrelerine
P. torulosus metanol ve su ekstraktlarinin tek basma ICsp konsantrasyonlarinda
uygulanmasi ile birlikte hiicrelerde kontrol grubuna gore sirasiyla 16.8 ve 15.9 kat MDA
diizey artis1 gozlenmigtir. P. torulosus metanol ve su ekstraktlarmm ICro
konsantrasyonunda Bj hiicrelerine uygulanmasi ile kontrol grubuna gore sirasiyla 20.9 ve
19.5 kat MDA diizey artis1 belirlenmistir.

Ekstraktlarin H202’in yarattig1 oksidatif strese karsi antioksidan etkisini ortaya
koymak i¢in, hiicreler diisiik konsantrasyonlarda ekstraktlar ile 6n inkiibasyona maruz
birakilmistir ve sonrasinda 24 saat H,O2 ile muamale edilmistir. A431 ve Bj hiicrelerinde
MDA diizeylerinin tek basina H>O» uygulamasina gore (ICso ve [Cz) azaldigi
goriilmiistiir.

[lk olarak diisiik konsantrasyonlarda ekstraktlara ardindan H,O>’e maruz birakilan
hiicrelerde, P. igniarius, P. torulosus metanol ve su ekstraktlarinin antioksidan bir madde
gibi  davranip hiicreleri membran degradasyonuna karst korudugu, yiiksek
konsantrasyonlarda tek basina ekstraktlara maruz birakildiginda ise MDA miktarinin
artmastyla prooksidan bir madde 6zelligi sergiledigi goriilmektedir.
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Hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan ve H202’in yarattid1 oksidatif strese karsi
hiicreleri koruyan GPx, elektron kaynagi olarak GSH kullanarak H20.’yi metabolize
etmektedir. Tek basina P. igniarius’un metanol ve su ekstraktlarina (ICso ve 1C70) maruz
birakilan A431 hiicrelerinin GPx diizeyleri kontrol grubuna gore P. igniarius metanol
ICs0 Ve IC7oi¢in sirasiyla 12.4 ve 17.6 kat daha fazla bulunurken, P. igniarius su 1Csg ve
IC70 i¢in sirasiyla 9 ve 10 kat daha fazla bulunmustur. P. torulosus’un metanol ve su
ekstraktlarina (ICso ve 1C70) maruz birakilan A431 hiicrelerinin GPx diizeyleri kontrol
grubuna gore P. torulosus metanol 1Csg ve I1C7o i¢in sirasiyla 8.4 ve 9 kat daha fazla
bulunurken, P. torulosus su ICsp ve IC7o igin sirasiyla 7.4 ve 8.6 kat daha fazla
bulunmustur.

Bj hiicreleri P. igniarius’un metanol ve su ekstraktlaria (ICso ve 1C7) maruz
birakildiginda GPx diizeyleri kontrol grubuna gore P. igniarius metanol 1Csg ve 1C7oigin
sirasiyla 5.1 ve 11 kat daha fazla bulunurken, P. igniarius su ICso ve IC7 igin sirasiyla
4.53 ve 6 kat daha fazla bulunmustur. P. torulosus’un metanol ve su ekstraktlarina (ICso
ve 1C70) maruz birakildiginda GPx diizeyleri kontrol grubuna gére P. torulosus metanol
ICso ve IC7oigin sirasiyla 5.2 ve 10.1 kat daha fazla bulunurken, P. torulosus su ICsg ve
IC70 i¢in sirastyla 5.6 ve 4 kat daha fazla bulunmustur.

Tek bagina ICso ve 1C7o konsantrasyonlarinda H2O2’e maruz birakilan A431
hiicrelerinde kontrol grubuna gore sirasiyla 16 ve 27.2 oraninda GPx diizeyinde artig
goriilmiistiir. Bj hiicrelerinde ise bu oranlar (ICso ve IC7o i¢in) sirastyla 17.33 ve 21.6
olarak belirlenmistir.

P. igniarius uygulanan A431 hiicrelerinde ICso H202 ve 1C70 H202’e gore sirasiyla
ICs0 H202+1C20 P. igniarius metanol kombinasyonunda 2 kat, 1C70 H2O2+ICx P.
igniarius metanol kombinasyonunda 2.6 kat, ICso H20.+IC3 P. igniarius su
kombinasyonunda 4 kat, 1C7o H2O2+ICg3o P. igniarius su kombinasyonunda 12.4 kat GPx
diizeyinde azalma meydana gelmistir. Saglikli Bj hiicrelerinde ise ICso H202 ve 1Cro
H202’e gore sirastyla ICsog HoO2+I1C20 P. igniarius metanol kombinasyonunda 4.1 Kat,
IC70 H202+IC2 P. igniarius metanol kombinasyonunda 4.6 kat, 1Cso H2O2+IC3 P.
igniarius su kombinasyonunda 5 kat, 1C70 H202+1C3o P. igniarius su kombinasyonunda
3.35 kat GPx diizeylerinde azalma oldugu goriilmiistiir.

P. torulosus uygulanan A431 hiicrelerinde ICso H202 ve 1C7o H202’e gore sirasiyla
ICs0 H202+1C20 P. torulosus metanol kombinasyonunda 2.3 kat, 1C7o H2O2+IC2 P.
torulosus metanol kombinasyonunda 3.4 kat, 1Csp H202+IC3 P. torulosus su
kombinasyonunda 5.3 kat, 1C70 H202+1C3o P. torulosus su kombinasyonunda 7.55 kat
GPx diizeylerinde azalma meydana gelmistir. Saglikli Bj hiicrelerinde ise ICso H202 ve
IC70 H202’e gore sirasiyla ICsg H2O2+1Co0 P. torulosus metanol kombinasyonunda 4.2
kat, 1C70 H202+1C2 P. torulosus metanol kombinasyonunda 6.5 kat, 1Cso H2O2+1C3g P.
torulosus su kombinasyonunda 5.7 kat, 1C70 H2O2+1Czo P. torulosus su kombinasyonunda
7.4 kat GPx diizeylerinde azalma meydana gelmistir.

ICs0 ve 1C70 konsantrasyonlarindaki P. igniarius ve P. torulosus metanol ve su
ekstraktlarina 24 saat maruz birakilan hiicre dizilerinde GPx aktivitesinin kontrol grubuna
gore Onemli derecede arttifi, yiiksek konsantrasyonlarda prooksidan, diisiik
konsantrasyonlarda ise antioksidan etki gosterdigi belirlenmistir. iki hiicre dizisinde de
en yliksek GPx aktivitesi IC7o konsantrasyonunun uygulanmasi sonucunda goriilmiistiir.
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Yapilan bir g¢alismada P. rimosus'un etil asetat eckstraktinin, riboflavinin
fotoindirgenmesiyle iiretilen bir siiperoksit siipiiriiciisii oldugu bulunmustur ve énemli
derecede siiperoksit inhibe edici aktivite gosterdigi belirlenmistir. Uretilen siiperoksit
anyonunu, 22.1 pg/mL (ICso) konsantrasyonundaki ekstraktlar1 inhibe etmistir. Fe*® -
askorbat-EDTA-H>0> sisteminden iiretilen hidroksil radikali tarafindan deoksiribozun
Tiyobarbiitirik asite bozunmasi, P. rimosus'un etil asetat ekstrakti ile belirgin sekilde
azaltilmistir. ICsp konsantrasyonu 68 pg/mL olarak belirlenmistir. Bu, ekstraktin hidroksil
radikali siiplirme aktivitesini gostermektedir. Sodyum nitroprussid ¢ozeltilerinin fosfat
tamponlu salin i¢inde 25°C'de 150 dakika inkiibe edilmesi nitrik oksit olusumuyla
sonuglanmustir. P. rimosus etil asetat ekstrakti, nitrik oksit radikallerinin olusumunu etkili
bir sekilde azaltmistir. Bu, ekstraktin belirgin bir nitrik oksit siipiirme aktivitesi oldugunu
gostermektedir. ICso konsantrasyonu 438 ug/mL olarak bulunmustur (Ajith vd. 2002).
Calismamizda ICsp H202+ICy P. igniarius ve P. torulosus metanol ekstrakti
kombinasyonlarinin A431 hiicrelerine uygulanmasi sonucunda elde edilen MDA seviyesi
Olciim verileri sirastyla 1.3 nM/mg protein ve 2.14 nM/mg protein olarak belirlenirken,
ICso H202+1C30 P. igniarius ve P. torulosus su ekstraktt kombinasyonunun A431
hiicrelerine uygulanmasi sonucundal.2 nM/mg protein ve 2.4 nM/mg protein olarak
belirlenmistir. Saglikli Bj hiicrelerine ICso H202+1C2 P. igniarius ve P. torulosus
metanol ekstraktr uygulanmasi sonucunda sirastyla 1.5 nM/mg protein ve 2.48 nM/mg
protein; 1Cso H202+1C30 P. igniarius ve P. torulosus su ekstrakti uygulanmasi sonucunda
1.31 nM/mg protein ve 2.23 nM/mg protein olarak belirlenmistir. Sonug olarak A431 ve
Bj hiicrelerinde P. igniarius metanol ve su ekstraktlarinin diisiik konsantrasyonlarinin
H202 muamelesi dncesinde uygulanmasi tek basina ICso H202 uygulamasina gére MDA
olusumunu azalttig1 belirlenmistir.

Sicanlarla gergeklestirilen bir ¢alismada agagta yasayan bir fungus olan P.
rimosus'un, etil asetat ekstraktinin sigan karaciger homojenatinda Fe?/askorbat kaynakli
lipid peroksidasyonunu onledigi goriilmiistir. MDA olusumunun P. rimosus etil asetat
ekstrakti tarafindan engellendigi belirlenmistir (ICso, 162 pg/ml). Elde edilen sonug, P.
rimosus etil asetat ekstraktinin 6nemli derecede in vitro antioksidan aktivite sergiledigini
gostermistir (Ajith vd. 2002). P. igniarius ve P. torulosus metanol ve su ekstraktlarinin
ICs0 konsantrasyonlarinda A431 ve Bj hiicre dizilerine uygulanmasi sonucunda MDA
seviyeleri belirlenmistir. Her iki hiicre dizisinde de ICsg konsantrasyonlarinda P. igniarius
ve P.torulosus su ekstraktlarinin metanol ekstraktlarina gére MDA olusumunu azalttigi
belirlenmistir (A431 hiicrelerinde P. igniarius metanol ve su ekstraktlarinin sirasiyla ICsg
degerleri: 100 pg/mL ve 188.2 pg/mL; P. torulosus metanol ve su ekstrakti sirastyla ICso
degerleri 140 pg/mL ve 200 pg/mL; Bj hiicrelerinde P. igniarius metanol ve su
ekstraktlarinin sirastyla ICso degerleri: 295 pg/mL ve 350 pg/mL; P. torulosus metanol
ve su ekstrakti sirasiyla ICso degerleri 216.6pug/mL ve 241.7 pg/mL).

P. linteus’tan elde edilen inotilonun fareler {izerinde MDA diizeylerinde
meydana getirdigi degisimlerin incelendigi calismada, farelerde Carr penge enjeksiyonu
sonrasindaki 5. saatte 0demli pengede MDA diizeyinin anlamli sekilde yiikseldigi
belirlenmistir. 5 mg/kg inotilon ve 10 mg/kg indometasin uygulamasi ile birlikte MDA
diizeylerinin 6nemli dlciide azaldig1 belirlenmistir. Carr grubu ile karsilastirildiginda LPS
ile inhibe edilen farelerinin MDA diizeyleri sirasiyla 18.3, 39.7 ve 43.3 olarak
belirlenmigtir. Bu calismada inotilon tedavisi ile MDA diizeyinde anlamli diisiisler
meydana gelirken, CAT, SOD ve GPx aktivitelerinde anlamli artiglar meydana gelmistir.
MDA iiretiminin baskilanmasi muhtemelen CAT, SOD ve GPx aktivitelerindeki artistan
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kaynaklanmaktadir (Huang vd. 2017). A431 hiicrelerine uygulanan P. igniarius su
ekstrakti P. igniarius metanol ekstraktina gére MDA seviyesini 10.8 kat azaltirken, Bj
hiicrelerinde su ektrakti metanol ektraktina gore 11.1 kat MDA seviyesini azaltmistir. P.
torulosus su ekstrakti uygulanan A431 hiicrelerinde MDA seviyesi P. torulosus metanol
ekstrakti uygulanan hiicrelere kiyasla 10 kat azalmistir. Saglikli Bj hiicrelerinde ise P.
torulosus su ekstrakti metanol ekstraktina oranla MDA seviyesini 10.5 kat azaltmistir.
A431 hiicrelerine uygulanan P. igniarius su ekstrakti P. igniarius metanol ekstraktina
gore GPx seviyesini 1.37 kat azaltirken, Bj hiicrelerinde su ektrakti metanol ektraktina
gore 1.12 kat GPx seviyesini azaltmigtir. P. torulosus su ekstrakti uygulanan A431
hiicrelerinde GPx seviyesi P. torulosus metanol ekstrakti uygulanan hiicrelere kiyasla 1.1
kat azalmistir. Saglikli Bj hiicrelerinde ise P. torulosus metanol ekstrakti su ekstraktina
oranla GPx seviyesini 0.92 kat azaltmistir. Tek basma P. igniarius’un metanol ve su
ekstraktlarina (ICsp ve 1C70) maruz birakilan A431 hiicrelerinin GPx diizeyleri kontrol
grubuna gore P. igniarius metanol 1Cso ve 1Cro igin sirasiyla 12.4 ve 17.6 kat daha fazla
bulunurken, P. igniarius su ICsg ve IC7o i¢in sirasiyla 9 ve 10 kat daha fazla bulunmustur.
Bj hiicreleri P. igniarius’un metanol ve su ekstraktlarina (ICso ve 1C7) maruz
birakildiginda GPx diizeyleri kontrol grubuna gore P. igniarius metanol 1Csg ve 1C7oigin
sirasiyla 5.1 ve 11 kat daha fazla bulunurken, P. igniarius su ICsg ve 1C7 igin sirasiyla
453 ve 6 kat daha fazla bulunmustur. Tek basma P. torulosus’un metanol ve su
ekstraktlarina (ICso ve 1C70) maruz birakilan A431 hiicrelerimizin GPx diizeyleri kontrol
grubuna gore P. torulosus metanol 1Cso ve 1C7o igin sirasiyla 8.4 ve 9 kat daha fazla
bulunurken, P. torulosus su ICso ve ICy igin sirasiyla 7.4 ve 8.6 kat daha fazla
bulunmustur. Bj hiicreleri P. torulosus’un metanol ve su ekstraktlarina (ICso ve 1Czo)
maruz birakildiginda GPx diizeyleri kontrol grubuna gore P. torulosus metanol 1Cso ve
IC70igin sirasiyla 5.2 ve 10.1 kat daha fazla bulunurken, P. torulosus su ICsg ve 1C7o igin
sirasiyla 5.6 ve 4 kat daha fazla bulunmustur.

Calismamizda ekstrakt uygulamalari sonucunda kontrol grubuna oranla MDA
diizeylerinde 6nemli derecede azalmalar meydana gelmistir. GPx aktivitelerinde ise
onemli derecede artis olmustur.

P. linteus’tan elde edilen PL-ES ve PL-I-ES tarafindan uygulanan oksidatif stresin
siddetini degerlendirmek icin LPO testi kullanilmistir. PC-3, DU-145, LNCaP, T24,
ACHN, A549, MCF-7, AGS, HepG2, U87 kanser hiicresinin tiimii 24 saat boyunca 100
pg/mL PL-ES veya 250 pg/mL PL-I-ES ile muamele edilmis ve olusan MDA miktar1
belirlenmistir. PL-ES (100 pg/mL), kontrol grubuna kiyasla tiim kanser hiicrelerinde 1.8-
2.7 kat daha fazla MDA miktarinda artisina neden olmustur. PL-1-ES (250 pug/mL), yedi
kanser hiicresinde MDA olusumunda 1.5 ila 2.5 kat artis gostermis, ancak ii¢ kanser
hiicresi (DU-145, LNCaP, ACHN) iizerinde ¢ok az etkisi olmustur. Sonug olarak, PL-ES
ve PL-I-ES tarafindan oksidatif stresin indiiklendigini bunun da MDA diizeyini
arttirdigini  belirtmislerdir (Konno vd. 2015). 24 saat P. igniarius metanol ve su
ekstraktlarinin  100-350 pg/mL  konsantrasyonlarina maruz birakilan A431 ve Bj
hiicrelerinde onemli 6l¢iide MDA miktarinda artis gozlenirken, P. igniarius metanol ve
su ekstraktlarinin 140-241.7 pg/mL konsantrasyonlarina maruz birakilan A431 ve Bj
hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide MDA miktarinda artig gdzlenmistir.

Deney modeli olarak sicanlarin kullanildigir ve Elisa testi ile MDA igeriginin
belirlenmesi amaglanan ¢alismada, P. igniarius‘tan elde edilen PSep’in 7. giinde, yara
tyilesme siiresindeki artigla birlikte tiim gruplarda MDA diizeyinin azaldig1 belirlenmistir.
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Ancak diisiik ve orta doz gruplarindaki MDA igerigi model grubuna gore daha diigiik
bulunmustur ve 18. giinde normal seviyeye ulagsmistir. Miyeloperoksidaz (MPO), sabit
icerigi %S5 olan noétrofil spesifik bir enzimdir ve inflamatuar infiltrasyon derecesini
yansitabilir. Diisiik ve orta doz gruplarindaki MPO igerigi, model grubundakinden 6nemli
dlciiciide diisiik bulunmustur. ilging bir sekilde antioksidan sonuglar1 yiiksek dozlardaki
PSeP'nin yara iyilesmesini desteklemedigini géstermistir (Luo vd. 2021).

Ayni degerlendirmeler A431 ve Bj hiicre dizileri iizerinde gerceklestirildiginde
Phellinus cinsine ait ekstraktlarimizin diisiik konsantrasyonlarda antioksidan, yiiksek
konsantrasyonlarda ise prooksidan etkiye sahip oldugu belirlenmistir. H,O, uygulamasi
oncesinde antioksidan konsantrasyonlarindaki ekstraktlar ile 6n inkiibasyona birakilan
hiicrelerde MDA ve GPx seviyesinin azalmasi, yliksek konsantrasyonlarda ise bu
seviyelerin artmasi1 Phellinus fungus ekstraktlarinin dogal bir antioksidan kaynagi olma
potansiyeline sahip oldugunun gdstergesidir.

Calismamizda kullandigimiz P. igniarius ve P. torulosus metanol ve su
ekstraktlarinin A431 ve Bj hicreleri lizerine antioksidan ve prooksidan aktivitesi
karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Her iki hiicre dizisi farkli konsantrasyonlarda
ekstraktlara maruz birakilmistir ve sitotoksik etkinin konsantrasyona bagl olarak arttigi
belirlenmistir. Giiglii bir oksitleyici ajan olan H2O2’nin ICso Ve IC7o konsantrasyonlarina
kars1 P. igniarius ve P. torulosus metanol ve su ekstraktlarinin diisiik konsantrasyonlarda
(<ICso) antioksidan etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Elde ettigimiz veriler MDA ve
GPx aktivitelerinin belirlenmesi ile desteklenmistir.
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6. SONUCLAR

Bu c¢alismada P. igniarius ve P. torulosus’tan elde edilen metanol ve su
ekstraktlarinin A431 ve Bj hiicreleri tizerindeki 24 saatlik antioksidan ve prooksidan
etkileri arastirllmistir. Ekstraktlarin her iki hiicre dizisinde de sitotoksik etkiyi
konsantrasyona bagli olarak arttirdig1 belirlenmistir. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi
icin A431 ve Bj hiicre dizilerinin giiclii bir oksitleyici ajan olan H2O: ile inkiibe
edilmeden 6nce diisiik konsantrasyonlarda P. igniarius ve P. torulosus metanol ve su
ekstraktlarina maruz birakilmistir. Boylelikle ekstraktlarin oksidatif hasara karsi
antioksidan etkileri arastirilmistir. Ayn1 yontemle membran hasari sonucu ortaya ¢ikan
MDA miktar1 ve GPx aktivitesi 6l¢limleri gergeklestirilmistir. P. igniarius ve P. torulosus
metanol ve su ekstraktlarinin antioksidan mekanizma iizerine etkileri ortaya koyulmustur.
Elde edilen veriler sonucunda P. igniarius ve P. torulosus ekstraktlarinin yiiksek
konsantrasyonlarda prooksidan, diisiik konsantrasyonlarda ise antioksidan bir madde gibi
davrandigi belirlenmistir.

P. igniarius ve P. torulosus ekstraktlarmin in vitro testler ile prooksidan ve
antioksidan Ozelliklerinin ortaya koyulmasi Phellinus cinsine ait funguslardan yeni
ilaglarin tiretilmesine katki saglayacaktir. P. igniarius ve P. torulosus ekstraktlar1 A431
epidermoid karsinoma hiicrelerinde sitotoksik etkiye ve membran hasar1 olusumuna
neden olmasindan dolay1 yeni antikanser ilaglarinin tiretimi i¢in dogal kaynak potansiyeli
tasimaktadir. Ayrica literatiir incelemeleri sonucunda P. igniarius ve P. torulosus’tan elde
edilen metanol ve su ekstraktlarinin kanser (A431) ve saglikli fibroblast (Bj) hiicre dizileri
tizerindeki antioksidan ve prooksidan etkilerinin karsilastirildigi  bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamizin yeni kanser tedavi stratejilerinin
belirlenmesi konusunda yol gdsterici olacagina inanmaktayiz.
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