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RUSSULA DELICA FR.’NIN SITOTOKSITE, APOPTIK VE NEKROTiK ETKiLERI

oz

Russula delica Fr.’nin sitotoksite, apoptik ve nekrotik etkileri
incelenmistir. Kuru basidiokarplardan alinan parcalar malt ekstrakt agarda
doku kiultliri yontemiyle gelistirildi. Sirasiyla primer ve sekonder miseller
27°C’de, karanlikta, 10 giin siireyle inkiibe edildi. Sekonder misellerden 3’er
pelet nutrientbroth’da 27°C’de, 140 rpm’de 7 gtnde gelisimini tamamlada.
Numuneler soxlet cihazinda 80°C, %70’1ik etil alkolde 1 saat ekstraksiyon
edilerek sitotoksite, apoptik ve nekrotik c¢alismalar ic¢in hazirlandi.
Sitotoksite calismalarinda, ekstrakt MCF-7 ve L929 Fibroblast hilicrelere Ornek
konsantrasyonlari 5mg/ml, 2,5mg/ml, 1.25mg/ml, 0.625mg/ml, 0.315mg/ml olarak
uygulandi. WST-1 solisyonu eklenerek inkiibasyon sonucunda 440nm dalga boyunda
mikroplate okuyucuda absorbans 6lciimii yapildi. Ikili boyama deneyi ile ayni

hiicre hattinda apoptoz ve nekroz belirlendi. Ikili boyama soliisyonu
hazirlanarak MCF-7 ve L1929 Fibroblast hiicrelere ayni konsantrasyonlarda
uygulandi. Inkiibasyon sonucunda florasanatacmanli mikroskop FITC ve DAPI

filtresinde 20X Dbluylitmede ©olc¢ciim vyapildi. Toksite, konsantrasyonlara bagla
olarak dedismektedir. 5mg/ml de hazirlanan Ornekte toksite orani vyiksektir.
2.5mg/ml altinda hazirlanan miktarlar arasinda bir fark yoktur. Ayrica kanser
ve normal hiicrelerin canlilik degerleri arasinda anlamli bir fark
gozlemlenmemistir. Orneklerde herhangi bir apoptik wve nekrotik etki
gdzlemlenmemistir.
Anahtar Kelimeler: Russula delica, Kanser, Sitotoksite,
Apoptik Etki, Nekrotik Etki

THE CYTOTOXIC, APOPTIC AND NECROTIC EFFECTS of RUSSULA DELICA FR

ABSTRACT

The cytotoxicity, apoptotic, necrotic effects of Russula delica were
investigated. 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
days. Three pellets were taken from the secondary mycelium and were completed
their growth in 7 days at 140rpm at 27°C in nutrient broth. The samples were
prepared for cytoksite, apoptotic, necrotic studies by extracting at 80°C and
1 hour in ethyl alcohol at soxlet device. In cytotoxic studies, sample
concentrations for extract MCF-7 and L929 fibroblast cells were applied as
5mg/ml, 2.5mg/ml, 1.25mg/ml, 0.625mg/ml, 0.315mg/ml respectively. The WST-1
solution was added and the absorbance was measured in a microplate reader at a
wavelength of 440nm at the end of the incubation. Apoptosis and necrosis were
detected in the same cell 1line as the double staining experiment. Binary
staining solution was prepared and MCF-7 and L929 Fibroblast cells were
applied at the same concentrations. As a result of incubation, the measurement
was done at fluorescence microscopy at 20X magnification in FITC and DAPI
filters. Toksite varies depending on concentrations. The sample prepared at
5mg/ml has a high toxicity ratio. There is no difference between the amounts
prepared under 2.5mg/ml. There was no significant difference between the
viability values of cancer and normal cells. No apoptotic and necrotic effects
were observed in the samples.
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1. GIiRiS (INTRODUCTION)

Mantarlar gercgek koke sahip olmayan, vyapraklari ve c¢igekleri
bulunmayan dogada tek hilicreli ve c¢ok hilicreli olarak Dbulunabilen
okaryotik canlilardir. Mantar  tiketimi insanolunun avcilik ve
toplayicilik yaptidi zamanlara dayanmaktadir (Wani ve ark., 2010). Ilk
kavimler, deneme vyanilma yoluyla yenilebilen ve yenilemeyen zehirli
mantarlar hakkinda bilgi sahibi olmuslardir (Smith wve ark., 2002).
Dinya nufisunun hizla artmasina karsilik olarak bircok ilkede
6zellikle Cin, roma ve yunan medeniyetlerinde makrofunguslarin ilag¢ ve
besin kaynadi olarak kullanildigi Dbilinmektedir. Yapilan ¢esitli
arastirmalar makrofunguslarin antimikrobiyal, antiviral antifungal
antiprotozoal antitimdér ve daha baska etkilere sahip maddeler
icerdikleri tespit edilmistir (Duman ve ark., 2003). Tibbi amacla
kullanilan pek ¢ok mantar tirid sahip oldudu besin ve bilesenlerinde
bulunan etken maddelerin ekstrakte edilmesiyle Dbircok hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir (Conchran, 1978).

Tibbi 6zellikleri icin analiz edilen Ganoderma lucidum, Lentinus
edodes, Grifola frondosa, Agaricus blazei, Cordyceps militaris,
Pleurotus ostreatus, Hericium erinaceous mantar tirlerinin
polisakkaritler oligosakkaritler, peptitler alkoller, fenoller
vitaminler aminoasitler basta olmak lzere Dbircok aktif Dbileseni
igcerdigi tespit edilmistir. Bu Dbilesenlerin bagisiklik sistemini
gli¢clendirdigi anti kanserojen ve kolesterol disltriici 6zellide sahip
oldugu cesitli calismalarla belirlenmistir (Oztiirk ve ark., 2009).
Ayrica mantarlar icerigimde bulunan yag ve kalori dederleri bakimindan
distik fakat protein, mineral ve diyet 1lifleri bakimindan zengindir

(Akyliz ve ark 2007). Icerdikleri kalvasin, volvotoksin , flammutoksin,
lentinan ve porisin gibi maddeler antitimdr etki gdstermektedir (Duman
ve ark., 2003). Ganoderma Ilucidum, Lentinus edodes,Schizophyllum

commune, Trametes versicolor, Inonotus obliguus ve Flammulina
velutipes gibi tibbi mantarlarin kiiltir ortamlarinda birkac¢ farkla
antitiimor 6zellik gbsteren polisakkaritleri drettikleri tespit
edilmistir (Oztiirk ve ark., 2009). Calismamizin materyalini olusturan
Russula delica, Russulaceae familyasinda yer alan bir mantar turtdir.
Halk arasinda ‘Beyaz Melki’, ‘Beyaz Cintar’ olarak adlandirilmaktadir
(Diilger ve ark.,1997). Russula delica Tirkiye’de bilinen bir mantar
tird olup gida maddesi olarak tiketilmektedir (Alkan ve ark., 2016).
Yurdumuzun bazi bolimlerinde tursusu yapilmaktadir. Ancak lezzeti az
oldugundan, etinin sert olmasi ve c¢abuk kurtlanmasindan dolayi ilgi
gormemektedir (Dilger ve ark., 1997).

2. CALISMANIN ONEMI (RESEARCH SIGNIFICANCE)

Gunimizde mantarin insan beslenmesi ve sagdligi ac¢isindan
dederinin daha iyi anlasilmasiyla birlikte ktultir mantari
yetistiriciliine olan merak ve 1ilginin hizli Dbir sekilde artis
gosterdigi bilinmektedir. Diinya nufiisunun hizla artmasina karsilik
olarak bircok {lilkede 06zellikle Cin, roma ve yunan medeniyetlerinde

makrofunguslarain ilag ve besin kaynagi olarak kullanildiga
bilinmektedir. Bu g¢alisma tlkemizin belirli bdlgelerinde besin kaynagi
olarak tuketilen Russula delica Fr. makrofungusunun sitotoksite,

apoptik ve nekrotik aktivitesini belirlemek amaciyla yapilmistir.

3. DENEYSEL CALISMA (EXPERIMENTAL METHOD)

3.1. Organizma (Organism)

Bu c¢alismada Russulaceae familyasinda yer alan Russula delica
kullanilmistir. Ornekler 2011 vyilinda Kirikkale’nin Sulakyurt ilcesi
Farasli koyiinden toplanmistir. Numuneler PG366 numarasi ile Kirikkale
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Universitesi Fen ve Edebiyat Fakiiltesi Koruma Biyolojisi, Mikoloji,
Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda saklanmaktadir.

3.2. Kiltir Calismasi (Cultural Studies)

3.2.1. Kati Besiyerindeki Calismalar (Studies on Agar Media)

Russula delica suslarindan aseptik sartlarda bir nester
yardimiyla alinan doku parcalari malt ekstrakt agar (MEA) besiyer
tizerine asilandi ve 27°C’ de 10 glin stire 1ile primer miseller
gelistirildi. Primer misellerden alinan misel agar parcalar MEA’ nin
merkezine inokiile edilerek 27°C’de 10 giin siire ile inkiibe edildi ve
sekonder miseller elde edildi (Kalyoncu ve ark., 2010).

3.2.2. Sivi Besiyerindeki Calismalar (Studies on Broth Media)

Kati kiiltiir ortaminda gelisimini tamamlayan sekonder misellerden
3’er pelet alinarak sivi kiiltir ortaminda nutrientbroth’da 27°C’ de
140 rpm’de 7 giinde gelismeye birakildi (Kalyoncu ve ark., 2010).

3.3. Ekstrelerin Hazirlanisi (Extract Preparation)

Nutrient broth’da gelisimini tamamlayan numuneler soxhlet
cihazina yerlestirilerek go°c, %707 1ik etil alkolde 1 saat
ekstraksiyon edildi. Ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstrakt
evaporatdr kulanilarak 40°C’de 75brdisik basin¢ altinda konsantre
edildi ve calismalarda kullanilmak iizere +4°C’de saklanmistir.

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

Calisma 96 kuyucuklu plate kulanilarak yapildi.48 kuyucuda 5x103
adet MCF-7 ve kalan 48 kuyucuda L929 Fibroblast hiicre hatti ekildi.
Uzerlerine 1929 fibroblast icin %10 foetal ©bovine serum, %1
penisilin/streptomisin ig¢eren DMEM, MCF-7 ig¢in RPMI eklendi. Hiicreler
37°C de %5 CO,’1i inkiibatdrde 24 saat inkilbe edildi. 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan Russula delica konsantrasyonlari 5mg/ml,
2.5mg/ml, 1.25mg/ml, 0.625mg/ml,0.315mg/ml olacak sekilde 2 tekrarla
olarak calisildzi. inkubasyonun ardindan kuyucuklardaki hiicrelerin
vasatlari atildi yerine 100ul fenol red icermeyen besiyeri eklendi.
Her kuyucuda 10ul WST-1 soliisyonu eklendi ve 4 saat inklbe edildi.
Inkiibasyoun ardindan 440nm dalga boyunda mikroplate okuyucuda
absorbans 0©ol¢cimi vyapildi. Kontrol grubu olarak kuyucuklara sadece
medium ilave edilir (De§irmenci, 2016).

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

Hiicreler HO/PI (Hoechst 33342/Propidium TIodide) yontemiyle
boyanarak apoptotik ve nekrotik etki gdsteren ekstraktlar
belirlenmistir. 1Ikili Dboyama soliisyonu 100ul Riboniikleaz A, 100ul
Propodium Iodide, 500ul Hoescht 33342 10ml PBS icerisinde c¢oziilerek
hazirlandi. 96 kuyucuklu plate kullanarak, 48 kuyucuda 5x103 adet MCF-7
ve kalan 48 kuyucuda L929 Fibroblasthiicre hatti ekildi. Uzerlerine
L929 fibroblast ig¢in %10 Foetalbovine serum, %1 penisilin streptomisin
iceren DMEM, MCF-7 icin RPMI eklendi. Hiicreler 37°C de %5 COp"1i
inkilbatdrde 24 saat inkibe edildi. 24 saatlik inkibasyonun ardindan
Rusula delica konsantrasyonlari 5mg/ml, 2.5mg/ml, 1.25mg/ml,
0.625mg/ml, 0.315mg/ml olacak sekilde c¢alisildi. Uygulamanin ardindan
24 saatlik inkltbasyon sonucunda hiicrelerin wvasatlari atildi, her
kuyucuga 70ul 1ikili boyama soliisyonu damlatildi ve 15 dk karanlikta
inkiilbe edildi. 1Inkiilbasyonun ardindan florasanatacmanli mikroskopla
FITC wve DAPI filtresinde inceleme vyapildi. Tim gorintiler 20X
biiyitmede ¢ekildi (Dedirmenci, 2016).
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4. BULGULAR VE TARTISMA (FINDINGS AND DISCUSSIONS)

4.1. Kiltir Calismalari (Cultural Studies)

4.1.1. Kati Kiltir GCalismalari (Studies of Agar Media)

Russula delica’nin fruktifikasyonlarindan alinan doku parcalari
malt extract agar (MEA) besiyerine inokiile edilerek karanlikta 27°C'de
10 giin inklbe edildi. Primer miselyum, agar ortaminin merkezine
asilandiktan 48 saat sonra gelismeye basladi ve gelisme sirasinda,
miselyum besiyerin orta ylzeyi izerinde yodJunlasarak beyaz miselyum
gelisti. Hava hifi ve pigmentasyon gbzlenmedi. 10 glnltik asilamadan
sonra, miselyum petri kaplarina tamamen kaplandi ve kolonizasyon
tamamlandi (Sekil 1).

Sekil 1. Russula delica’nin Sekil 2. Russula delica’nin sivi
morfolojik yapisi besiyerindeki gelisimi
(Figure 1. Morphological (Figure 2. The development of
structure of Russula delica) Russula delica on broth media)

4.1.2. Sivi Kiltir Calismalari (Studies of Broth Media)
Gelisimini tamamlayan sekonder misellerden iiger pelet alinarak
nutrient broth’da 27°C’ de 140 rpm’de 7 giinde calkalamalili etiivde
gelisimini tamamladi ve herhangi bir pigmentasyon goézlemlenmedi (Sekil
2).
4.2. WST-1 Sitotoksisite Testi (WST-1 Cytotoxity Test)
Sitotoksisite testinde toksite, konsantrasyonlara bagli olarak
deJismektedir. 5 mg/ml de hazirlanan Ornekte toksite orani ylksektir.
2.5mg/ml altinda hazirlanan miktarlar arasinda bir fark yoktur (Tablo
1 ve )
Tablo 1. WST-1 Sitotoksisite canlilik testi
(Table 1. WST-1 Cytotoxicity vivacity test)

MCF-7 Russula delica

Konsantrasyon Absorbans (440nm) % Canlilik
5 mg/ml 0.523 27.55£0.21
2.5 mg/ml 1.843 97.04+0.04
1.25 mg/ml 1.877 98.83+0.11
0.625 mg/ml 1.877 98.83+0.11
0.315 mg/ml 1.921 101.18+£0.01
Kontrol 1.899 100
Fibroblast Russula delica

Konsantrasyon Absorbans (440nm) % Canlilik
5 mg/ml 0.790 28.17£0.02
2.5 mg/ml 2.408 85.86+0.07
1.25 mg/ml 2.546 90.78 +0.06
0.625 mg/ml 2.650 94.49+0.20
0.315 mg/ml 2.825 100.75+0.11
Kontrol 2.804 100
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4.3. Apoptozis ve Nekrozis (Apoptosis and Necrosis)

Hiicre kiiltiiri calismalari sonucunda MCF-7 hilicre hattinda ve L929
Fibroblast hiicre hattina istenilen degerde zarar vermedigi
saptanmistir. Orneklerde herhangi bir apoptik ve nekrotik etki
gbzlenmemistir (Sekil 3, 4, 5 ve 6)

Sekil 3. L929 Fibroblat Apoptoz Sekil 4. L929 Fibroblat Nekroz
(5mg/ml) (5mg/ml) (Ok=Apoptik hiicre)
(Figure 3. L929 Fibroblat (Figure 4. 1929 Fibroblat Necrosis
Apoptosis (5mg/ml)) (5mg/ml)) (Arrow: Apoptic cell)
Sekil 5. MCF-7 Apoptoz Sekil 6. MCF-7 Nekroz 0.315mg/ml)
(1.25mg/ml) (Ok=RApoptik hiicre)
(Figure 5. MCF-7 Apoptosis (Figure 6. MCF-7 Necrosis 0.315mg/ml)
(1.25mg/ml) (Ok=RApoptic cell)

Konsantrasyon azaltilan hiicrelerin apoptoz ve nekroz durumlari,
hilcre canlilik testleri sonucu grafikteki gibi saptanmistir (Grafik 1
ve 2).
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Grafik 1. L929 Fibroblat ve MCF-1 hiicrelerinin nekroz durumu
(Graphic 1. The Necrosis situtation of L929 Fibroblat and MCF-1 cells)
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Grafik 2. L929 Fibroblast ve MCF-1 hiicrelerinin apoptosis durumu
(Graphic 2. The apoptosis situtation of L1929 Fibroblast and MCF-1
cells)

Oztiirk ve ark; (2009) Grifola frondosa mantarinda bulunan B-
glukan maddesinin kanser gelisimini azalttigi ve tekrar niikseltmesini
ve vyayllmasini engelleyici etkiye sahip oldugu bildirmistir. Mayell,
(2001) mantar arastirmacisi Cun Zhuang’in 38.000 mantar tidrinden
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ellisinin tibbi 0Ozelliklere sahip oldugunu ve Dbunlardan Corilous
versicolar mide ve diger kanser tilrlerinin tedavisinde Japonya’da
popliler olarak kullanildigina, Shiitake mantarindan elde edilen
lentinan maddesinin mide kanserinde kullanildigz, Schizophyllum
commune mantarinin bogaz kanseri tedavisinde tedavi amacgli
kullanildigini bildirmistir. Tibbi 6zellikleri icin analiz
edilenGanoderma lucidum, Lentinus edodes, Grifola frondosa, Agaricus
blazei, Cordyceps militaris, Pleurotus ostreatus, Hericium erinaceous
mantar tiirlerinin polisakkaritler oligosakkaritler, peptitler
alkoller, fenoller vitaminler aminoasitler Dbasta olmak izere bircok
aktif bileseni icerdidgi tespit edilmistir. Bu bilesenlerin bagisiklik
sistemini gliclendirdigi anti  kanserojen ve kolesterol distriicl
6zellige sahip oldugu cesitli calismalarla belirlenmistir.

5. SONUC VE ONERILER (CONCLUSION AND RECOMMENDATIONS)

Calismamizda, Russula delica mantarinin MCF-7 ve L929 Fibroblast
hiicre hatlarina farkli dozajlar kullanilarak hilicrelerin apoptoz ve
nekroz durumlari incelenmistir. Mantarlarin glintmitzde bircok
hastalidin yani sira Ozellikle kansere karsi etkileri bilinmektedir.
Ancak tlkemizde Dbu konuda vyapilan c¢alismalarin az olmasi {Uzints
vericidir. Calismamiz bu konuda bundan sonra vyapilacak c¢alismalara
katkida bulunacaktir.

NOT (NOTE)

Bu c¢alisma, Hayriye Baran’in yliksek lisans tez c¢alismasinin bir
bélumi olup Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi (BAP) tarafindan 2015/107 nolu proje 1ile
desteklenmektedir. Ayrica bu calisma 5-8 Eylul 2017 tarihinde Tiflis-
Gurcistan’da dizenlenen “2. International Science Symposium (ISS2017)”
bilim sempozyumunda s6zli bildiri olarak sunulmustur.
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