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LAETIPORUS SULPHUREUS (BULL.) MURRILL’UN SITOTOKSITE, APOPTIK VE NEKROTIK
ETKILERI

0oz

Calismada, Laetiporus sulphureus’un sitotoksite, apoptik ve nekrotik
etkileri incelenmistir. Laboratuvardaki basidiokarplardan alinan parcgalar malt
ekstrakt agarda doku kiultird yontemiyle gelistirildi. Primer ve sekonder
miseller 27°C’de, karanlikta, 10 giin sireyle inkiilbe edilerek elde edildi.
Sekonder misellerden 3’er pelet nutrientbroth’da 27°C’de, 140 rpm’de 7 giinde
gelisimini tamamladi. Numuneler soxlet cihazinda 80°C, %70’1ik etil alkolde 1
saat ekstraksiyon edilerek sitoksite, apoptik ve nekrotik c¢alismalar igin
hazirlandi. Sitoksite <c¢alismalarinda, ekstrakt MCF-7 wve L929 Fibroblast
hiicrelere 6rnek konsantrasyonlari 0.5mg/ml, 0.25mg/ml, 0.125mg/ml,0.0625mg/ml,
0.03125mg/ml olarak uygulandi. WST-1 soliisyonu eklenerek inkiibasyon sonucunda
440nm dalga boyunda mikroplate okuyucuda absorbans olclimii yapildi. Ikili
boyama deneyi ile ayni hiicre hattinda apoptoz ve nekroz belirlendi. Ikili
boyama solisyonu hazirlanarak MCF-7 ve L929 Fibroblast hiicrelere ayni
konsantrasyonlarda uygulandi. Inkiilbasyon sonucunda florasanatacmanli mikroskop
FITC ve DAPI filtresinde 20X bluyltmede Olg¢im yapildi. Kullanilan 0.25 dozajda
MCF-7 hiicre hatlarinda %10 sitotoksitite godzlenmis. Kullanilan tim dozajlarda
1929 Fibroblast hiicre hatlarinda canlilik oranlari artmistir. Orneklerde
apoptik ve nekrotik etki gdzlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Laetiporus sulphureus, Kanser, Sitotoksite,

Apoptik Etki, Nekrotik Etki

THE CYTOTOXIC, APOPTOTIC AND NECROTIC EFFECCTS OF LAETIPORUS SULPHUREUS
(BULL.) MURRILL

ABSTRACT

In the study, cytotoxicity, apoptotic, necrotic effects of laetiporus
sulphureus were 1investigated. Taken parts from the Dbasidiocarps in the
laboratory were developed with tissue culture on malt extract agar. The
primary and the secondary mycelium were obtained by incubation at 27°C in the
dark for 10 d. Three 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 Dby
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 0.5mg/ml, 0.25mg/ml, 0.125mg/ml, 0.0625mg/ml, 0.03125mg/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 in same cell line 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. Ten percent toxicity was observed
at 0.25mg/ml dosage used in MCF-7 cell line, At all dosages used, viability
rates were increased in L929 Fibroblast cell lines. Apoptotic and necrotic
effects were observed in the samples.

Keywords: Laetiporus sulphureus, Cancer, Cytotoxicity,

Apoptotic Effects, Necrotic Effects

How to Cite:

Keskin, A., Giiler, P. ve Tirk, M., (2017). Laetiporus Sulphureus (Bull.) Murrill’un
Sitotoksite, Apoptik ve Nekrotik Etkileri, Life Sciences (NWSALS), 12(4):64-71,

DOI: 10.12739/NWSA.2017.12.4.4B0014.


mailto:perihanguler71@gmail.com

Keskin, A., Giler, P. ve Tirk, M., M&R2
Life Sciences (NWSALS), 4B0014, 2017; 12(4): 64-71. m

1. Giris (INTRODUCTION)

Mantarlar biyosferde Dbdceklerden sonra gelen tir c¢esitliligi
bakimindan en biuylik ikinci organizma grubu olmasina karsin fungal
cesitlilik hakkinda bilgiler c¢ok azdir. Dinya genelinde 1.5 milyon
fungus tirt oldudu tahmin edilirken bu sayinin 5.1 milyon tirden fazla
olabilecedi o6ngorilmistiir (Adanaciodlu ve ark., 2016). Dinya niifusunun
hizla artmasi Dbeslenme ve saglikla 1ilgili sorunlari artirirken
insanlarin alternatif kaynaklara ydnelmesine neden olmustur. Dinyada
yenilebilir 5000 mantar tiri bulunmaktadir (Oztiirk ve ark., 2009).
Ulkemizde Dbulunan makrofunguslar en onemli doJal kaynaklardandir
(Duman ve ark., 2003). Mantarlarin ©6zellikle dodgu kiltirinde has
kokulari ve yumusak yapilari nedeniyle ¢ay ve besleyici gida olarak
(Karakaya, 2012), ayni zamanda degisik hastaliklarin tedavisinde halk
ilaci olarak tiketildigi c¢esitli kaynaklarda bulunmaktadir (Duman ve
ark., 2007) . Makro mantarlar gida olarak kullanilmanin vyaninda
kozmetik, endiistri, tip ve ilac¢ sanayinde de kullanilmasiyla yliksek
ekonomik deger tasimaktadir (Adanacioglu ve ark., 2016). Yenilebilir
mantarlar diyet 1if kaynadi olup hiicre duvarinda bulunan kitin,
hemiseliiloz, mannan ve f-glukanlar icerir (Akylz ve ark., 2007). Tibbi
mantarlar cesitli farmakolojik 6zelliklere sahip bilesikleri
yapilarinda bulundururlar. Iceriklerinde bulunan aktif maddeler
antibiyotik, antiviral, antitiimdér, antiinflamatuar, antiprotozoal, ic¢
dengenin onariminda, biyoregiilasyonda, biyoritmin dizenlenmesinde,
kanser, inme kalp hastaligi, AIDS gibi hastaliklarin tedavisinde
sagliga yararli oldugu distinilmektedir (Col ve ark., 2017) .
Calismamizin materyali Laetiporus sulphureus adaclar {lzerinde yetisen
Basidiomycetes sinifinda yer alan bir mantar tiri olup Laetiporus
tirleri N-methylated tyramine tlrevleri, polisakkaritler, bircok
lanostane triterpenoid, laetiporik asit ve diger metabolitler icerir.
Son zamanlarda vyapilan calismalarda bu ticari mantarin antitimor,
antiviral ve immiin sistem diizenleyici tibbi etkilerinin bulundugdu
tespit edilmistir. (Karakaya, 2012) . Bu calisma; Laetiporus
sulphureus’un sitotoksite, apoptik ve nekrotik etkilerini belirlemek
amaciyla yapilmistir.

2. CALISMANIN ONEMi (RESEARCH SIGNIFICANCE)

Ginlmiizin en ciddi sadlik problemlerinden biri olan kanserden
her yil milyonlarca insan Olmektedir. Karisik ve anlasilmasi zor olan
kanserlesme slreci yodun olarak arastirilmaktadir. Kanser tedavisinde
bircok kemoterapi ilaci veya molekiiler hedeflere yonelik gelistirilmis
ilaclar kullanilmaktadir. Bu ilaclar heniiz beklenilen oranda tedaviye
cevap vermemektedir. Bu nedenle dodal irinlerin kansere karsi etkisi

ciddi bir arastirma konusu olmustur (Sezgin, 2010). Son vyillarda
yapilan arastirmalar mantarlardan izole edilen molekiillerin kanserin
farkla mekanizmalarina etki ettigini gostermistir. Bu calisma

mantarlarin kansere karsi fizyolojik etkilerinin daha iyi anlasilmasi
ve kanserin farkli mekanizmalarina etkilerinin belirlenmesi ac¢isindan
6nemlidir.

3. DENEYSEL CALISMA (EXPERIMENTAL METHOD)

3.1. Organizma (Organism)

Bu c¢alismada Basidiomycetes sinifinda vyer alan Laetiporus
sulphureus kullanilmistir. Ornekler 2011 yilinda Kirikkale’nin Celebi
ilgesinden toplanmistir ve Kirikkale Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Koruma Biyolojisi, Mikoloji, Molekiiler Genetik
Laboratuvari’nda saklanmaktadir.
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3.2. Kiltir Galismasi (Culture Study)

3.2.1. Kati Besiyerdeki Calismalar (Studies in Solid Medium)

Laetiporus sulphureus’un suslarindan aseptik sartlarda alinan
doku parcalari malt ekstrakt agar (MEA) besiyeri izerine asilandi ve
27°C" de 10 gilin stre ile primer miseller gelistirildi. Primer
misellerden alinan misel agar parcalar MEA’nin 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 (Stadies in Broth Medium)

Kati kiiltlir ortaminda gelisimini tamamlayan sekonder misellerden
3’er pelet alinarak sivi kiiltiir ortaminda nutrient broth’da 27°C’de
140 rpm’de 7 giinde gelismeye birakildzi.

3.3. Ekstrelerin Hazirlanisi (Preperation of Extracts)

Nutrient broth’da gelisimini tamamlayan numuneler Soxhlet
cihazina yerlestirilerek 80°cC, %707 1ik etil alkolde 1 saat
ekstraksiyon edildi. Ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstrakt
evaparatdr kulanilarak 40°C’de 75br diisiik basinc altinda konsantre
edildi ve calismalarda kullanilmak iizere +4°C ‘de saklandi.

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

WST-1 substrati kullanilarak canli veya apoptozun erken
evresindeki hiicrelerin mitokondrileri araciligiyla olusturdugu
reaksiyonda, solisyonlarda bulunan tetrazolyum halkasi hiicre
mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimlerince parcalanarak
renkli formazan kristallerini olusturur. Formazan olusumu, yalnizca
aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goriilmektedir. Bu da
hiicre canliliginin bir belirteci olarak kabul edilmekte ve
spektrofotometrik olarak belirlenen deder, vyasayan hiicre sayisi ile
iliskilendirilmektedir. Hazirlanan O0rnekler MCF-7 ve fibroblast
hilcreleriyle inklibe edilerek WST-1 Thiicre canlilik testine tabi
tutuldu. Bu amacla 5x103 hiicre/ml derisiminde hazirlanan hiicreler 96
kuyucuklu plakalara ayri ayri ekilerek 24 saat inklbasyona birakildi.
Bu sirenin sonunda hazirlanan Ornekler besiyeri ile farkla
derisimlerde (0.5mg/ml, 0.25mg/ml, 0.125mg/ml1, 0.0625mg/ml,
0.03125mg/ml) seyreltildi. Taze Dbesiyeri eklenip Uzerlerine de WST-1
¢cOzeltisi (10upl) ilave edilerek etliivde 4 saat Dboyunca inkiibasyona
birakildi. Sire sonunda kuyucuklardaki sivi kisimlar temiz baska bir
plaka icerisine alinarak 440 nm ELISA mikro-plaka (Biotek, Ingiltere)
okuyucuda okutuldu. Elde edilen absorbans dederlerinin ortalamalari
alinip, hiicre canliligi hesaplandi.

3.5. Ikili Boyama Ile Apoptoz Ve Nekrozun Belirlenmesi
(Determination of Apoptosis and Necrosis by Doublestaining)

Hiicreler 37°C’de, %5 CO02’1i inkiibatdrde 24 saat inkilbe edildi.
Laetiporus sulphureus konsantrasyonlari 0.5mg/ml, 0.25mg/ml,
0.125mg/ml, 0.0625mg/ml, 0.03125mg/ml olacak sekilde calisilda.
Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki hiicrelerin vasatlari atildi vyerine
100ul fenol red icermeyen besiyeri eklendi. Her kuyucuda 10ul WST-1
soliisyonu ilave edildi ve 4 saat inkilibe edildi. Silire sonunda 440nm
dalga boyunda mikroplate okuyucuda absorbans 0Olc¢cimi yapildi. Kontrol
grubu olarak kuyucuklara sadece besi ortami ilave edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA (FINDINGS AND DISCUSSIONS)

4.1. Kiltir Calismalari (Culture Studies)

4.1.1. Kati Besiyerdeki Galismalar (Studies in Solid Medium)

Malt ekstrakt agarli besi ortamina ekimi vyapilan Laetiporus
sulphureus’un doku parcalari 10 gin slreyle gelisimini tamamlayarak
hava hifi olusturmadidi ve bir siire sonra koloni kenarlarinda agik
sarimsi-kahverengi pigmentasyon olusturdudu gdzlendi.

Sekil 1. MEA besiyerinde Laetiporus sulphureus
(Figure 1. Laetiporus sulphureus on MEA)

4.1.2. Sivi Besiyerindeki Calismalari (Studies in Broth Medium)
Sekonder misellerden alinan 3’er pelet nutrient broth’a asilama
yapilarak 27°C 140 rpm’ de 7 giin siireyle inkiibe edildi (Sekil 2).

Sekil 2. Nutrient broth besiyerinde Laetiporus sulphureus
(Figure 2. Laetiporus sulphureus on nutrienth broth)
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4.2. Hicre Kiltir Calismalari (Cell Culture Studies)

Sekonder miseller 27°C 140 rpm’de 7 giin sonunda gelistirildikten
sonra Soxlet cihazina yerlestirilerek 80°C, %70’1lik etil alkolde 1
saat ekstraksiyon edilerek mantar Oziitleri elde edildi. Laetiporus
sulphureus mantarinin ekstraksiyonu sonucu ozuti htcre kaltir
laboratuarinda konsantrasyonlari 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.125 mg/ml,
0.0625 mg/ml, 0.03125 mg/ml olacak sekilde MCF-7 ve L929 Fibroblast
hiicrelerine uygulandi. MCF-7 ve L929 hiicrelerinin apoptoz sonug¢lari
Sekil 3 ve Sekil 4’de, nekroz sonucglari Sekil 5 ve Sekil 6’da verildi.
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Sekil 3. MCF-7 ve L929 hiicrelerinin apoptoz sonug¢lari
(Figure 3. The apoptosis results of MCF-7 and L929 cells)

Sekil 4. MCF-7 ve L929 hiicrelerinin apoptoz gdrintileri A- MCF-7, B-
L1929

(Figure 4. The apoptosis images of MCF-7 and L929 cells) A- MCF-7, B-
1929)
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Sekil 5. MCF-7 ve L929 hiicrelerinin nekroz sonuglari
(Figure 5. The necrosis results of MCF-7 and L929 cells)

Sekil 6. MCF-7 ve L929 hiicrelerinin nekroz goérintiileri A- MCF-7, B-
L929

(Figure 6. The necrosis images of MCF-7 and L929 cells) A- MCF-7, B-
L929)

Laetiporus sulphureus mantarinin etanol ekstresinin MCF-7 kanser
hiicresi hatlarinda diistik sitotoksisite gbstermesine radmen fibroblast
hilicreleri {izerine sitotoksik etki gbdzlenmedi. Leon ve ark., (2004)
yvaptiklari arastirmada Laetiporus sulphureus mantarindan izole edilen
triterpenin HL-60 insan 1losemi hiucrelerinde apoptozu indikleyerek
kanser hiicrelerinin canliligini azaltidini gdstermislerdir. Yin ve
ark., (2015); Laetiporus sulphureus mantarindan izole edilen steroid
tlirli triterpenler farkli insan kanser hiicresinde denemis inhibe edici
etkilerini belirmislerdir.
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Laetiporus sulphureus mantarinin kanser {zerine arastirmalari c¢ok
azdir. Kanser iizerine etkilerini belirlemek icin daha fazla
arastirmalara ihtiya¢ vardair.

5. SONUG VE ONERILER (CONCLUSION AND RECOMMENDATIONS)

Calismamizda, Laetiporus sulphureus mantarinin MCF-7 wve 1929
Fibroblast hiicre hatlarina farkli dozajlar kullanilarak hiicrelerin
apoptoz ve nekroz durumlari incelenmistir. Hiicre kiiltiri calismalara
sonucunda MCF-7 hiicre hattinda 0.25mg/ml dozda ytzde 10 canliligz
azaltmistir. Kullanilan tim dozlarda L929 Fibroblast hiicre hatlarinda
hiicre canliliklara artmistair. Hicrelerde apoptoz ve nekroz’a
rastlandigi: tespit edilmistir. MCF-7 hilicre hatlarinda toksisite disik
oranda gbzlenmesine radmen fibroblast hilicre hatlarinda tim dozlarda
hiicre canliliklarinin artmasi dikkat c¢ekicidir. Mantarlarin son
yillarda kansere karsi etkileri bilinmesine ragmen ilkemizde
arastirmalar vyok denecek kadar azdir. Mantarlarin kanserin farkla
mekanizmalarina karsi c¢alismalarin arttirilmasi 1ile umut verici
sonu¢lara ulasacadimiza inanmaktayiz.

NOT (NOTE)
Bu c¢alisma Aydin Keskin’in Yiksek Lisans tezinin bir bolimidir
ve Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi (BAP)

tarafindan 2015/107 numarali proje ile desteklenmistir. Ayrica bu
calisma, 5-8 Eylul 2017 tarihinde Tiflis-Glrcistan’da dizenlenen “2.
International Science Symposium (ISS2017)” sempozyumunda s6zli bildiri
olarak sunulmustur.
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