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SUILLUS COLLINITUS (FR.) KUNTZE’'UN SITOTOKSITE, APOPTIK VE NEKROTIK

ETKILERI
6z
Calismada, Suillus collinitus’un sitotoksite, apoptik wve nekrotik
etkileri incelenmistir. Kuru basidiokarplardan alinan parcalar malt

ekstrakt agarda doku kiltiurt yoéntemiyle gelistirildi. Sirasiyla primer ve
sekonder miseller 27°C’de, karanlikta, 10 giin siireyle inkiibe edilerek elde
edildi. Sekonder misellerden 5’er pelet nutrient broth’da 27°C’de, 140
rpm’de 7 glinde gelisimini tamamladi.Numuneler soxlet cihazinda 80°C,
%70’ 1ik etil alkolde 1 saat ekstraksiyon edilerek sitoksite, apoptik ve
nekrotik calismalar icin hazirlandi. Sitoksite c¢alismalarinda, ekstrakt
MCF-7 wve L929 Fibroblast hiicrelere ©&rnek konsantrasyonlari 1lmg/ml,
0.5mg/ml, 0.25mg/ml olarak uygulandi. WST-1 soliisyonu eklenerek inkiibasyon
sonucunda 440 nm dalga boyunda mikroplate okuyucuda absorbans 0Olg¢umi
yapildi. Ikili boyama deneyi ile ayni hiicre hattinda apoptoz ve nekroz
belirlendi. Ikili boyama soliisyonu hazirlanarak MCF-7 ve 1929 Fibroblast
hiicrelere ayni konsantrasyonlarda uygulandi . inkiibasyon sonucunda
florasanata¢manli mikroskop FITC ve DAPI filtresinde 20X biyltmede &lcim
yapildi. Toksite, konsantrasyonlara badli olarak dedismektedir. 0.5mg/ml
konsantrasyonda %86 oraninda toksik etki gdstermistir. Konsantrasyon
azaldikca toksite de azalmistir. Fibroblastlara vyapilan uygulamada ise
uygulanan tim konsantrasyonlarda toksik etki gbstermedigi tespit
edilmistir.
Anahtar Kelimeler: Suillus collinitus, Kanser, Sitotoksite,
Apoptik Etki, Nekrotik Etki

THE CYTOTOXIC, APOPTOTIC AND NECROTIC EFFECCTS OF SUILLUS COLLINITUS (FR.)
KUNTZE

ABSTRACT

In the study, cytotoxicity, apoptotic, necrotic effects of Suillus
collinitus were investigated. Taken parts from the dry basidiocarps were
developed by tissue culture method on malt extract agar. The primary and
the secondary mycelium were obtained by incubation at 27°C in the dark for
10 d. Five pellets were taken from the secondary mycelium and were
completed their growth in 7 d at 140 rpm at 27°C in nutrient broth. The
samples were prepared for cytotoxic, apoptotic, necrotic, studies by
extracting at 80°C and 1 h in ethyl alcohol at soxlet device. In cytotoxic
studies, sample concentrations for extract MCF-7 and L929 fibroblast cells
were applied as 1mg/ml,0.5mg/ml, 0.25mg/ml respectively. The WST-1
solution was added and the absorbance was measured in a microplate reader
at a wavelength of 440 nm at the end of the incubation. Apoptosis and
necrosis were detected 1in same <cell 1line as the double staining
experiment. Binary staining solution was prepared and MCF-7 and L929
fibroblast fibroblast cells were applied at the same concentrations. As a
result of incubation, the measurement was done at fluorescense microscopy
at 20X magnification in FITC and DAPI filters. Toksite varies depending on
concentrations. At toxicity of 0.5mg/ml showed 86% toxic effect. As
concentration decreased, toxicity decreased. In application to
fibroblasts, it was determined that it does not show any toxic effect at
all applied concentrations.
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1. Giris (INTRODUCTION)

Makromantarlar “fungi” adi verilen canlilar aleminde yer alan
6karyotik, klorofilsiz, saprofit veya parazit olarak beslenen, sporla
eseyli veya eseysiz olarak Ureyen canlilardir (Bayuk ve ark., 2010) .
GUnlimliizde tarimsal {Uretimdeki kayiplari azaltarak atik maddelerin
tekrar {retime kazandirilmasina yonelik calismalarda mantarlarin
saprofit olma 6zelliginde faydalanarak atik Urinlerin mantar
yetistiriciliginde kullanilmasiyla hem c¢evre kirliligi Onlenmekte hem
de ek gelir elde edilmektedir (Yakupodglu ve ark., 2011). Antik
caglardan beri wvarligi bilinen mantarlar besleyici de§erinden dolaya
ve tibbi amacli olarak ginimiizde hala diinyanin pek c¢ok ilkesinde ilgi

gormektedir (Akbas, 2010). Diunya {Uzerinde 1,5 milyon mantar tirid
vardir fakat bunlardan sadece %10 u bilinmekte olup 5 bin yenilebilir
mantar tlUrd bilinmektedir (Saldir, 2015). Son yillarda mantarlarin

yiksek Dbesin ve tibbi degerlerinin daha i1iyi anlasilmasi mantarlar
iizerinde ilginin artmasina neden olmustur. Besin deJerlerine ek olarak
igeriginde bulunan aktif bilesenlerin tedavi edici etkisinin oldudu
saptanmistir (Bayuk ve ark., 2016). Antik Romalilara gdre mantarlar
tanrilarin yiyecekleriydi. Misirlilar mantarlari tanri Osiris’ten bir
hediye olarak nitelendirirken, Cinliler hayatin iksiri olarak
disiinmislerdir (Akbas, 2010).

Yapilan <c¢esitli c¢alismalarda mantarlarin igerdikleri aktif

bilesenlerin antitimor, antioksidan, antimikrobivyal, antiviral,
kardiyovaskiler, hepatite karsi koruyucu, kolestrol disirict,
bagisiklik sistemi gliclendirici ve diizenleyici etkiler gbsterdigi
saptanmistir (Bayuk, 20106) . Biyoaktif bilesenler, mantarlarin
fruktifikasyon organindan, miselden vyada kiiltiir ortamindan izole
edilir(Co6l ve ark., 2017). Mantarlar temel aminoasitler Dbakimindan
zengindir. Yapilan calismalarda makromantarlar icerikleri

incelendiginde fosfor ve potasyum basta olmak {zere mineraller ve
Tiamin (B1l), ribofilavin (B2), niyasin, biyotin wve askorbik asit (C
vitamini) gibi vitaminler bakimindan =zengindirler (Saldair, 2015) .
Yapilan c¢alismalarda mantarlarda Dbulunan polisakkaritler, fenolik
bilesen tirevleri antitimdér etkisi olan ©onemli bilesenlerdir (Josiana

ve ark., 2012). Son yillarda yapilan arastirmalarda ise funguslardan
elde edilen metabolitlerin insan bagisiklik sistemi ile ilgili
hastaliklarda ©pozitif sonug¢lar verdikleri gorilmistir. Gunimitizde

yvapilan calismalarda ise, makrofunguslarin kanser, AIDS/HIV, hepatit
ve bagisiklik sistemi hastaliklarina karsi etkileri arastirilmaktadir.
(Karakaya, 2012).

Calismalarda shiitakenin kan dolasimini dizenlemesi, beyin
kanamalarinain, damar sertliginin, bobrek yetmezliginin vb.
hastaliklari engelledigi, Cordyceps sinensis mantarinin hepatit
izerine etkileri oldudu, karaciger fonksiyonlarini diizenledigi,
antioksidan etki gbsterdigi, kolestrol yvaglarinin birikmesini
engelledidi, Grifola frondosa mantarinin timdr gelisimini engelledigi
rapor edilmistir (Ozttirk ve ark., 2009). Ginumiize kadar vyapilan
bilimsel calismalar bazi makromantar tirlerinin antibakteriyal,
antifungal, antitimdér ©zellik gbsteren c¢esitli bilesemler igerdikleri
saptanmistir (Saldair, 2015) . Bu calismada kullanilan Suillus
collinitus (Fr.) Kuntze Suillaceae familyasinda yer alan halk arasinda
ayl mantari olarak bilinen, c¢am altinda, kalkerli topraklarda, yazdan
sonbahara kadar, tek tek veya gruplar halinde yetisen bir mantar
tiridir. Bu c¢alisma; Suillus collinitus’un sitotoksite, apoptik ve
nekrotik etkilerini belirlemek amaciyla yapilmistir.
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2. CALISMANIN ONEMI (RESEARCH SIGNIFICANCE)

Ulkemizde makrofunguslarin kanser {iizerine etkileri ile ilgili
calismalar oldukca azdir. Dinya’nin degdisik Dbodlgelerinde antik
caglardan beri mantarlarin ilag¢ ve Dbesin kaynadi olarak tiketildigi
bilinmektedir. Bu ¢alisma Ulkemizin genelinde yetisebilen, zehirsiz ve
yvenilebilir olan Suillus collinitus (Fr.). Kuntze’un kanser hiicresine
aktivitesini 6l¢mek ig¢in yapilmistir.

3. DENEYSEL GCALISMA (EXPERIMENTAL METHOD)

3.1. Organizma (Organism)

Bu calismada Agaricomycetes sinifinda yer alan Suillus
collinitus kullanilmistir. Ornekler 2011 yilinda Kirikkale’nin Delice
ilgesi Biuylkavsar kasabasindan toplanmistir. Numuneler Kirikkale
Universitesi Fen ve Edebiyat Fakiiltesi Koruma Biyolojisi, Mikoloji,
Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda saklanmaktadir.

3.2. Kiltir Calismasi (Culture Studies)

3.2.1. Kati Besiyerdeki Calismalar (Studies on Agar Media)

Suillus collinitus’un suslarindan aseptik sartlarda alinan doku
parcalari malt ekstrakt agar (MEA) Dbesiyeri {izerine asilandi ve
27°C"de 7 gin  slre ile primer miseller gelistirildi. Primer
misellerden alinan misel agar parcalar MEA’1n merkezine inokiile
edilerek 27°C’de 10 giin siire ile inkilbe edildi ve sekonder miseller
elde edildi (Fritsche, 1972).

3.2.2. Sivi Besiyerdeki Galismalar (Studies on Broth Media)

Kati kiiltiir ortaminda gelisimini tamamlayan sekonder misellerden
5 pelet alinarak sivi kiltiir ortaminda nutrient broth’da 27°C’de 140
rpm’de 7 gliinde gelismeye birakildi (Kalyoncu ve ark., 2010).

3.3. Ekstrelerin Hazirlanisi (Extract Preparation)

Nutrient broth’da gelisimini tamamlayan numuneler Soxlet
cihazina yerlestirilerek g80°c, %707 1ik etil alkolde 1 saat
ekstraksiyon edildi. Ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstrakt
evaparatdr kullanilarak 40°C’de 75br diisiik basinc altinda konsantre
edildi ve calismalarda kullanilmak iizere +4°C‘'de saklandai.

3.4. WST-1 Sitotoksisite Testi (WST-1 Cytotoxicity Test)

Hazirlanan oOrnekler MCF-7 wve fibroblast hiicreleriyle inkiibe
edilerek WST-1 hiucre canlilik testine tabi tutuldu. Bu amac¢la 5x103
hiicre/ml derisiminde hazirlanan hiicreler 96 kuyucuklu plakalara ayri
ayri ekilerek 24 saat inklibasyona birakildl. Strenin sonunda
hazirlanan Ornekler besiyeri ile farkli derisimlerde (1, 0.5, 0.25
ng/ml) seyreltildi. Taze Dbesiyeri eklenip lzerlerine de WST-1
cdzeltisi (10upl) ilave edilerek etiivde 4 saat inkiibasyona birakildi.
Stire sonunda kuyucuklardaki sivi kisimlar temiz baska bir plaka
icerisine alinarak 440 nm ELISA mikro-plaka (Biotek, Iingiltere)
okuyucuda okutuldu. Elde edilen absorbans dederlerinin ortalamalari
alinip, hiticre canliligdi hesaplandi (Dedirmenci, 2016).

3.5. Ikili Boyama) Ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi
(Determination of Apoptosis and Necrosis by Doublestaining)
Hiicreler 37°C’de %5 CO2'1i inkiibatdrde 24 saat inkiilbe edildi.
Inkiibasyon sonunda Suillus collinitus’un konsantrasyonlari 1mg/ml,
0.5mg/ml, 0.25mg/ml olarak calisildi. Uygulamanin ardindan 24 saatlik
inkiibasyon sonucunda hiicrelerin vasatlari atildi, her kuyucuga 70ul
ikili boyama solisyonu damlatildi ve 15 dk karanlikta inkiilbe edildi.
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Inkiibasyonun ardindan florasanatacmanli mikroskopla FITC ve DAPI

filtresinde inceleme vyapildi. Tum gorlintiler 20X biylUtmede c¢ekildi
(Degirmenci, 2016).

4. BULGULAR VE TARTISMA (FINDINGS AND DISCUSSIONS)

4.1. Kiltir Calismalari (Culture Studies)

4.1.1. Kati Kiltir Calismalari (Studies of Agar Media)

Malt extrat agarli ortama ekimi vyapildiktan sonra misel
gelisimini 7 ginde tamamlayan Suillus collinitus mantarinin hava hifi
olusturmadigi ancak ¢ok yogun gelistigi gdzlendi. Pigmentasyon
olusmadi (Sekil 1).

Sekil 1. Suillus collinitus’un morfolojik yapisi
(Figure 1. Morphological structure of Suillus collinitus)

4.1.2. Sivi Kiltir Calismalari (Studies of Broth Media)
Sekonder misellerden alinan 5 pelet nutrient broth’a asilama
yapilarak 27°C 140 rpm’de 7 gin inkiibe edidi (Sekil 2).

Sekil 2. Nutrient broth da Suillus collinitus
(Figure 2. Suillus collinitus on nutrient broth)

4.2. Hicre Kiltir Calismalari (Cell Culture Studies)

Sekonder miseller 27°C, 140 rpm’de 7 giinde gelistirildi, Soxlet
cihazina yerlestirildi, 80°C, %70’1lik etil alkolde 1 saat ekstraksiyon
edilerek mantar Oziitleri elde edildi. Suillus collinitus mantarinin
extraksiyonu sonucu ozitu hiicre ktiltir laboratuarinda
konsantrasyonlari 1lmg/ml, 0.5mg/ml, 0.25mg/ml olacak sekilde MCF-7 ve
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L929 Fibroblast hilicrelerine uygulanan ve elde edilen sonug¢lar Grafik
1, 2, 3 ve 4"de verilmistir.

MCF-7 APOPTOZ (%)

20
15
10
5
0

“IIL

KONTROL 0,25

Konsantrasyon (mg/Ml)

Grafik 1. MCF-7 hiicresinin apoptoz durumu

(Graphic 1.
E: 40
S 30
g 20
10
T
B 0
=

The apoptosis situtation of MCF-7 cell)

il

KONTROL 0,
Konsantrasyon (mg/Ml)

Grafik 2. MCF-7 hiicresinin nekroz durumu

(Graph

Grafik
(Graphic 3.

FIBROBLAST NEKROZ (%)

Grafik
(Graphic 4.

ic 2.
[
®
S 4
B
Y]
8
< 2
B
w0
go
g
m
H
7]

|

The necrosis situtation of MCF-7 cell)

KONTROL 1 0,5 0,25
Konsantrasyon (mg/M1)

3. L929 Fibroblast hiicresinin apoptoz durumu
The apoptosis situtation of L1929 Fibroblast cell)

40
30
20
10

0

|

KONTROL 1 0,5 0,25
Konsantrasyon (mg/Ml)

4. 1929 Fibroblast hiicresinin nekroz durumu
The necrosis situtation of L1929 Fibroblast cell)

60



Arpaz, F., Giiler, P. ve Tirk, M., M&&R2
Life Sciences (NWSALS), 4B0013, 2017; 12(4): 56-63. m

4.3. Apoptozis ve Nekrozis (Apoptosis and Necrosis)

Hicre kiltura calismalari sonucunda MCFE-7 hiicre hattinda
hilcreleri yok ettigi ve L929 Fibroblast hiicre hattina zarar vermedigi
saptanmistir. Ornekte %86 oraninda apoptik wve nekrotik etki
gozlemlenmistir (Sekil 3, 4, 5 ve 6).

Sekil 3. L929 Fibroblast. 1mg/ml Sekil 4. L929 Fibroblast. 1mg/ml
(Nekroz) (Apoptoz)
(Figure 3. L929 Fibroblast. 1mg/ml (Figure 4. L929 Fibroblast. lmg/ml

(Necrosis) (Apoptosis)

Sekil 5. MCF-7 1 mg/ml Sekil 6. MCF-7 1 mg/ml

(Nekroz) (Apoptoz)

(Figure 5. MCF-7 1 mg/ml (Figure 6. MCF-7 1 mg/ml
(Necrosis) (Apoptosis)

Calismada, Suillus collinitus mantarinin MCFEF-7 ve L929

Fibroblast hiicre hatlarina farkli dozlar kullanilarak hiicrelerin
apoptoz ve nekroz durumlari incelenmistir. Hicre kiltird calismalari
sonucunda MCF-7 hiicre hattinda 1mg/ml dozda hiicrelerin 061dugi, ayni
dozda 1929 Fibroblast hiicre hattina zarar vermedidi saptanmistir. Uc
farkla: doz vyapilan c¢alismamizda dozlar azaltildiginda MCF-7 hiicre
6limlerinin azaldigdi, ancak hiicrelerde apoptoz ve nekroz’a rastlandigi
tespit edilmistir. Bu bulgular Josiana A. Vaz ve ark. 2012 ‘nin
sonuc¢lari 1ile uyum icerisindedir. Arastirmacilar Suillus collinitus
mantarinin P53 geni izerindeki aktivitesinin yiksek oldugunu
belirlemistir. Calismanin sonucunda doz arttiginda MCF-7 hiicrelerinin
61digt, L929 Fibroblast hiicrelerinin apoptoz ve nekroza ugramadiklari
belirlenmistir. Yiksek konsantrasyonlarda mantarin daha etkili oldudu
saptanmistir. Elde edilen veriler 1sidinda mantarlarin gUnimizde ve
gelecekte sadlik alaninda daha etkin kullanilabilecedi disinliilmektedir
(Josiana ve ark., 2012).
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5. SONUGC VE ONERILER (CONCLUSION AND RECOMMENDATIONS)

Suillus collinitus makromantari zehirsiz ve yenilebilir olmasina
ragmen tlkemizde tiiketimi yapilmamaktadir. Makromantarlarin antitimor,
antiviral, antikanser, antioksidan etkileri Diinyada genis bir vyer
bulmasina karsin Ulkemizde c¢ok fazla bilinmemektedir. Bu calisma ile
Suillus collinitus mantarinin kanserli hiicreler {zerinde vyapilan
calismalarda aktivitesinin yiksek oldudunu, gUntmizde oldukg¢a yaygin
hale gelen kansere karsi yok edici etki yapmasi nedeniyle alternatif
tipta kullanilabilecedi Onerilmektedir.

NOT (NOTE)

Bu c¢alisma, Ferit Arpaz’ain Yiksek lisans tez c¢alismasinin bir
béliimii olup Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi (BAP)
tarafindan 2015/107 numarali proje ile desteklenmistir. Ayrica Bu
calisma 5-8 Eylil 2017 tarihinde Tiflis-Glircistan’da diizenlenen “2.
International Science Symposium (ISS2017)” sempozyumunda so6zll bildiri
olarak sunulmustur.
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