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Agaricus campestris Metanol Ekstraktimin Yag Asidi Kompozisyonu ve Terapotik Potansiyelinin Arastirilmasi
Mehmet Kadir ERDOGAN?", Can Ali AGCA?, ibrahim Halil GECIBESLER®

OZET: Yapilan bilimsel arastirmalar mantarlarin ¢ok umut verici farmakolojik potansiyele sahip olduguna isaret
etmektedir. Agaricus campestris, 6nemli biyoaktiviteye sahip yenilebilir bir mantar tliriidiir. Bu ¢alismada, A.
campestris metanol ekstraktinin (AC) antioksidan ve antiproliferatif aktiviteleri ile yag asidi kompozisyonunun
degerlendirilmesi amaglanmistir. AC igerigindeki yag asitlerinin kantitatif analizi GC-MS spektrometresi ile
degerlendirilmistir. Antioksidan aktivitenin belirlemesi i¢in ise DPPH serbest radikali giderme testi, ABTS katyon
radikali giderme aktivitesi, ferrik iyonlarini indirgeme testi ve Ferr6z iyonlarini selatlama testleri kullanilmistir. AC
ekstraktinin antiproliferatif etkisi ise insan kolon (HT-29), meme (MCF-7) ve beyin (U373) kanseri hiicre hatlarinda
zaman ve doz bagiml olarak WST-1 hiicre canlilig1 analizi ile belirlenmistir. AC igeriginde baskin bilesenler olarak
doymamis yag asidi olan linoleik asit (18:2, w-6) %56.45 oraninda ve doymus yag asidi olan palmitik asit (16:0)
%28.74 oraninda analiz edilmistir. Antioksidan aktivite parametreleri genis konsantrasyon araliklarinda
degerlendirildiginde, artan konsantrasyon ile lineer bir antioksidan aktivite artis1 gozlendi. AC 24 saatlik tedavide HT-
29 hiicrelerinde 52.62 ng mL* ICsq degeri ile en yiiksek antiproliferatif etkiyi gostermistir. Bu bulgular, A. campestris
hakkinda daha fazla aragtirma yapmak igin ilging veriler ortaya koymaktadir, ve 6zellikle kanser hiicreleri tizerindeki
giiclii antiproliferatif potansiyel mantarin daha fazla arastirilmaya deger oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Agaricus campestris, Antioksidan, Antiproliferatif, Yag asidi kompozisyonu

Investigation of Fatty Acid Composition and Therapeutic Potential of Methanol Extract of Agaricus
campestris

ABSTRACT: Recent reports indicate that mushrooms have very promising pharmacological potential. Agaricus
campestris is an edible fungus species with bio-activity. This study aimed to screen the anti-oxidant, anti-proliferative
activities, and fatty acid composition of methanol extract of A. campestris (AC). The quantitative analysis of fatty acids
of AC was evaluated by GC-MS spectrometer. For the determination of antioxidant activity, DPPH free radical
scavenging test, ABTS radical scavenging activity, Ferric ions reduction assay and Ferrous ions chelation assays were
used. The antiproliferative effect of AC was determined by the time and dose dependent with WST-1 cell viability
analysis in human colon (HT-29), breast (MCF-7) and brain (U373) cancer cell lines. Linoleic acid (18: 2, ®-6), which
is the unsaturated fatty acid, was analyzed at 56.45% and the saturated fatty acid palmitic acid (16: 0) was analyzed at
28.74% as the major components in AC. It was observed that AC, whose antioxidant activity parameters were evaluated
in wide concentration ranges, displayed a linear increase in antioxidant activity with increasing concentration. AC
showed the highest antiproliferative effect in HT-29 cells with an ICso value of 52.62 ug mL™* for 24 h treatment. These
results provide interesting data for further research on A. campestris, and its strong antiproliferative potential
particularly on cancer cells, indicates that the mushroom is worth further investigation.
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GIRIS

Son donemlerde yapilan ¢aligmalar, bazi gida iirlinlerinin zayif yan etki gosteren ve yiiksek anti-
kanser potansiyeline sahip dogal biyoaktif maddeler i¢erdigini gostermistir. Bu baglamda, bir¢ok tibbi
ve yenilebilir mantar tiirii, sahip olduklar1 biyoaktif bilesik kompozisyonlar1 ve yiiksek besin igerikleri
bakimindan 6n plana ¢ikmaktadirlar (Lindequis, 2013). Tibbi mantarlar, farmasotik uygulamalarda
kullanilan ancak dogrudan yenilemeyen mantarlardir. Yenilebilir mantarlar; fenolik bilesikler,
flavonoidler ve yag asidi icerikleri bakimindan zengin olmalar1 nedeniyle fonksiyonel ve saglikli gida
kaynag1 olarak degerlendirilmekte ve sahip olduklari tibbi 6zelliklerinden dolay: bilim insanlarinin
dikkatini ¢ekmektedirler. Ayrica bu mantarlarin ve bunlardan elde edilen farkli ekstraktlarin birgok
hastaligin muhtemel tedavisi i¢in ge¢misten giiniimiize yaygin olarak kullanildigir bilinmektedir.
Yenilebilir mantarlarin biyoaktif bilesiklerinin potansiyel farmakolojik etkilerine bagl olarak, anti-
oksidan, anti-biyotik (Liu ve ark., 2013), anti-mikrobiyal (Alves ve ark., 2013), hepatoprotektif (Liu ve
ark., 2017), anti-diyabetik (Dubey ve ark., 2019) ve anti-kanser etkilere sahip oldugu yapilan
calismalarla ortaya ¢ikarilmistir. Onemli yenilebilir mantarlar Agaricus cinsine aittirler. A. bisporus
kiiltiire edilen bir mantar tiirii olmasina karsin, A. campestris dogada yabani olarak yetisen yenilebilir
bir mantardir. A. campestris tiiriniin diisiik kalori ve seker icerigine sahip oldugu, ve fenolik asitler
bakimindan diger Agaricus tiirlerine oranla en yiikksek konsantrasyona sahip oldugu bildirilmistir
(Glamoclija ve ark., 2015).

Antioksidanlar, hiicre biyomolekiillerinin (lipitlerin, DNA veya proteinlerin) oksidasyonunu
inhibe edip, hiicrelere verilen zarar1 en aza indirerek, serbest radikal saldirisina kars1 savunmada onemli
bir rol oynarlar (Liu ve ark., 2013; Harris ve DeNicola., 2020). Tibbi degeri olan ve yenilebilir
antioksidan 6zellik, sentetik antioksidanlarin aksine, toksik ve mutajenik etkiler olmaksizin, serbest
radikalin nétralizasyonu saglayabilir (Glumac ve ark., 2017; Karaman ve ark., 2019). Bununla birlikte,
terapotik potansiyelleri nedeniyle mantarlarin antioksidan ve antitimér degerleri, mantarlardan ekstrakte
edilebilen ¢ok cesitli bilesiklere baglidir.

Mantarlarda, yag asidi kompozisyonu besinsel faktorler, oksijen ve ¢evresel sicaklik gibi farkl
etmenler tarafindan etkilenmekle birlikte, tipik olarak ortaya cikan baslica yag asitleri, membran
fosfolipidleri ve depolama triasilgliserolleri, palmitik ve stearik asitlerdir. Ayrica, palmitik ve stearik
asitlerin doymamus tiirevleri palmitoleik, oleik, linoleik ve linolenik asitler de mantarlarin igeriginde yer
almaktadir (Suutari, 1995). Yapilan ¢alismalarla, mantarlarin yag asidi kompozisyonunda bulunan,
linolenik asitin (LA) meme (Chajés ve ark., 1995), mesane (Brinkman ve ark., 2011) ve kolon kanseri
hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu down-regiile ettigi, ayrica LA pre-inkiibasyonun sitotoksik ajanlara
kars1 hiicre hassasiyetini arttirdig1 gosterilmistir (Chamberland ve Moon, 2015).

Yukarida gecen bilgilerin 1s18inda bu ¢alismada, A. campestris metanol ekstraktinin (AC), yag
asidi kompozisyonu ve anti-oksidan aktivitesinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica, yenilebilir
mantarlarin kanser dnleyici maddeler barindirdig1 son yillarda dogrulandig: icin, kanser tedavisinde
dogal ajanlar olarak kullanilabilecegi goz oniine alindiginda, AC ile tedavi edilen U373 beyin tiimor
hiicreleri, MCF-7 meme kanseri hiicreleri ve HT-29 kolon kanseri hiicre hattindaki anti-proliferatif etki
arastirilmastir.

MATERYAL VE METOT

Bitkisel Ekstraktin Hazirlanmasi
A. campestris Bingél li Can (Goztepe) kdyii 38°57'47.7"N 40°35'31.0"E koordinatlarinda 780 m
yiikseklikteki c¢ayirlik alanlardaki dogal habitatlarindan toplanmistir. Toplanan mantar Ornekleri

laboratuvara getirildikten sonra liyofilize edilmek i¢in -80 C’de dondurulmustur. Liyofilizasyon islemi
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ile kurutulan mantar 6rnegi (300 gr) ve metanol ¢oziiclisii (2000 mLx3) kullanilarak 20°C’de
ekstraksiyon islemi yapilmistir. Ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen ekstraktin ¢oziiciisii
evaporator yardimi ile uzaklastirilarak kuru ekstrakt (12.4 g) elde edilmistir. Elde edilen kuru ekstrakt
biyolojik aktivite testleri ve kimyasal analizler i¢in +4°C de muhafaza edilmistir.

Yag Asidi I¢eriginin Belirlenmesi

AC igerisindeki apolar karakterli yag asitlerinin kantitatif analizi i¢in GC-MS spektrometresi
kullanilmistir. Metanol ekstrakti i¢erisindeki lipofilik bilesenlerin analizi igin ekstraktlara esterlestirme
islemi uygulandi. Esterifikasyon islemi i¢in metanol igerisinde 1 M’lik KOH ¢6zeltisi hazirlandi. Deney
tiipli igerisine ekstrakttan 50 mg alindi ve 5 mL hekzan igerisinde ¢oziildii. Olusan ¢ozelti lizerine
hazirlanan alkali ¢6zeltiden 3 mL konularak vortekslendi. Siddetli karistirma islemi sonrasinda tist fazlar
aliarak 0.45 um gozenekli filtreden siiziilerek viallere alind1 (Gecibesler vd. 2018). AC bilesenlerinin
GC-MS spektrometresi ile analizi igin Agilent 5975 C MSD-7890-GC marka cihaz kullanildi. Kolon
olarak HP-5MS %35 PMS (Phenyl Methyl Silican) 30mx250umx0,25um ebatlarinda kolon kullanildu.
Tastyic1 gaz olarak helyum gazi kullanildi. Numunelerin enjeksiyon hacmi 1 pL; split oran1 25:1; sicaklik
250°C; FID dedektor voltaji 1.176471kV ve analiz siiresi 61 dakika olarak ayarlandi. Sicaklik programi
ise 0. dakikada baslangi¢ sicakligi 120°C’de ayarlanarak bu sicaklikta 4 dk sabit tutuldu. 27 dakika
boyunca dakikada 3°C’lik artig ile 200°C’ye getirildi. 10 dakika boyunca 200°C’de sabit tutuldu. 5
dakika boyunca dakikada 15°C’lik sicaklik artis1 ile sicaklik 280°C’ye getirildi. Son olarak 15 dakika
boyunca bu sicaklikta sabit tutularak program sonlandirildi.

Antioksidan Aktivite Testleri

Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde; DPPH serbest radikali giderme testi, ABTS katyon
radikali giderme aktivitesi (ABTS), ferrik (Fe*") iyonlarin1 indirgeme testi (FRAP) ve Ferroz (Fe?)
iyonlarini selatlama (FCAP) testi kullanilmistir.

Serbest Radikal Giderme Aktivitesi (DPPH Testi)

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali giderme aktivitesi i¢in Blois tarafindan kullanilan
metod uygulanmistir (Blois, 1958). Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan AC ekstraktlarindan (0.5 mL)
alinarak igerisinde litrede 6x10° mol olacak sekilde hazirlanan DPPH radikali solusyonu (2.5 mL)
karistirildi. Bu karisim giiclii bir sekilde karistirilarak 60 dakika karanlik bolgede bekletildi ve 517
nm’de absorbans degerleri okundu. Her bir ekstrakt 6rnegi ve antioksidan standart i¢in ayr1 ayr1 metanol
iceren numune korleri ve DPPH igeren kontrol gruplari olusturuldu. Her bir ekstrakt 6rnegi ve standartlar
ile tek tek c¢aligildi, kontroliin asbsorbansi giinliik olarak her l¢limde tekrar tekrar okundu ve ii¢ parelel
calisildi.
DPPH radikali giderme aktivitesi asagida verilen formiil ile hesaplandi:

o L Ca—Nja
DPPH radikali giderme aktivitesi (%) = TXlOO
A

Denklemde Ca kontroliin absorbans degerini, Na ise numunenin absorbans degerini gostermektedir.

Indirgeyici Gii¢ Ozelliginin Olciilmesi (FRAP)

Ferrik (Fe*") iyonlar indirgeme giicii kapasitesi Oyaizu metoduna gore tayin edildi (Oyaizu,
1986). Ortamdaki indirgen madde Fe®*" iyonlarmi Fe?" iyonlarma indirger ve FeCls ilavesiyle olusan
Prusya mavisi rengindeki kompleksin absorbansi dlgiiliir. Yiiksek absorbans degeri yiiksek indirgeme
kapasitesinin gostergesidir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan AC ekstraktlarinin 1 mL’sine, 2.5 mL
fosfat tamponu (0.2 M, pH=6.6) ve 2.5 mL %]1’lik K3sFe(CN)s eklendi. Karigimlar 50°C’de 20 dakika
inkiibe edildikten sonra 2.5 mL %10’luk TCA eklendi ve 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi.
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Santrifiij sonrasi siipernatantlardan 2.5 mL alinarak esit hacimde destile su ve 0.5 mL %0.1’lik FeCls
cozeltisi ile karistirilarak 700 nm’de absorbanslar1 okutuldu.

Metal Selatlama Aktivitesinin Olciilmesi (FCAP)

Metal selatlama aktivitesine, Dinis ve arkadaslarinin metoduna gore demir (I1) iyonlarini selatlama
0zelligi izerinden bakilmistir (Dinis ve ark., 1994). Demir (II) iyonlarini selatlama aktivitesi i¢in farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan 6rneklerin her birisinden 0.5 mL deney tiipli igerisine alinarak iizerine
1.6 mL deiyonize su ve 0.05 mL 2 mM FeCl: bilesiginden eklendi. Her bir deney tiipii homojen bir
bicimde karistirildi ve 30 saniye sonrasinda 5 mM ferrozin bilesiginden 0.1 mL eklendi. Ferrozin bilesigi
iki degerlikli demir ile reaksiyona girdiginde suda ¢ok iyi ¢6ziiniir hale gelecektir. Bu iglemi takiben 10
dakika oda sicakhiginda inkiibasyona birakilan reaksiyon karisimmin Fe*2-Ferrozin kompleksinin
absorbansi 562 nm’de ol¢ililmiistiir. Boylelikle 6rneklerin ferr6z iyonlarini selatlama aktivitesi asagidaki
formil kullanilarak hesaplanmistir.
ca—Ma 100

Ca
Denklemde Ca kontroliin absorbans degerini, Na ise numunenin absorbans degerini géstermektedir.

ABTS Radikali Giderme Aktivitesi (ABTS)

ABTS (2,2'-azinobis(3-etilbenzothiazolin-6-siilfonat)) radikali giderme aktivitesi Re ve
arkadaglarinin yaptig1 calismaya gore belirlenmistir. ABTS radikali olusturulmasi, ABTS nin potasyum
perstilfat (K2S20g) oksidasyonu ile liretildi. Bu islem i¢in 2 mM’lik ABTS ¢06zeltisi hazirlandi. Bu
cozeltiye 2.45 mM’lik potasyum persiilfat ¢ozeltisi eklenerek ABTS radikali elde edildi. Elde edilen
cozelti kullanilmadan 6nce 734 nm’de absorbansi 0.1 M ve pH’s1t 7.4 olan fosfat tamponu ile
0.700£0.025 nm’ye ayarlandi. Farkli konsantrasyonlardaki AC stok ¢ozeltisine (100 uL) ABTS radikali
¢oOzeltisi (2.4 mL) ilave edildikten sonra 8 dakika inkiibe edildi. Tampondan olusan kore kars1 734 nm’de
absorbanslar kaydedildi (Re ve ark., 1999).

Metal Selatlama Aktivitesi (%) =

Antiproliferatif Aktivitenin Belirlenmesi

Anti-proliferatif etkiyi belirlemek amaciyla; MCF-7 insan meme, HT-29 insan kolon ve U373
insan beyin tiimori hiicre hatlar1 farkli doz ve siirelerde AC ile tedavi edilerek hiicre canliliklari
belirlenmistir.

Hiicre Hatlan ve Kiiltiir Kosullar:

Bu calismada, American Type Culture Collection (ATCC) den temin edilmis olan, MCF-7 insan
meme kanseri, HT-29 insan kolon kanseri ve U373 insan glioblastoma multiform hiicre hatlari
kullanilmistir. Tiim kanser hiicre hatlari, aksi belirtilmedikge, icerisinde %10 fetal sigir serumu (FBS)
(56 °C inaktive edilmis), 3 mM of L-glutamine ve antibiyotik (100 ug mL™ streptomisin 100 U mL™*
penisilin) iceren DMEM besiyerinde 37°C’de, %5 CO2 ve nemli kosullara altinda kiiltiire edilmistir.
Hiicre ge¢-logaritmik fazda, yogunluklar1 %80-90’a ulastiginda, canlilik testlerinde kullanilmislardir.

Hiicre Canhilik Testi

AC ekstaktinin hiicre canlilig1 lizerine etkisi doz ve zaman bagimli olarak degerlendirilmistir.
Kanser hiicreleri, AC ekstraktinin dort farkli dozuna (25, 50, 100, 250 pg mL™) 24 ve 48 saatlik siirelerle
maruz birakilmis ve sonuglar WST-1 (Intron Biotechnology, Gyeonggi-do, Korea) proliferasyon deney
kiti kullanilarak elde edilmistir (Erdogan ve ark., 2020a). Bu amagla; hiicreler, 96 kuyucuklu plakalara,
her bir kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde ekimler gerceklestirilmistir. Ardindan adherent hiicrelerin
plaka yiizeye tutunmasi icin hiicreler COz inkiibatoriinde gece boyunca inkiibe edilmistir. Hiicreler, 24
ve 48 saat siire ile 25, 50, 100 ve 250 ug mL? konsantrasyonlarda AC ile tedavi edilmistir. Tedavi
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sonrasinda, aspire edilerek besiyeri ortamdan uzaklastirilmis ve iiretici firmanin gelistirdigi protokol
uyarinca, 10 uL. WST-1 sollisyonu taze besiyeri igerisinde ¢oziinerek ilgili kuyucuklara eklenmistir.
37°C’lik COz inkiibatoriinde 120 dk’lik inkiibasyonun ardindan mikroplate okuyucu (SpectraMax 384
Plus, Molecular Devices, USA) ile 450 nm’de absorbans degerleri kaydedilmistir.

Istatistiksel Analizler

Verilerin analizi, GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD) kullanilarak
tek yonli ANOVA testi ile degerlendirildi. Sonuglar, ortalama + standart hata olarak belirlenmis ve
P<0.05 olanlar istatistiksel olarak énemli bulunmustur.

BULGULAR VE TARTISMA

A. campestris’in Yag Asidi Kompozisyonu

Mantarlar, olduk¢a besleyici olmasinin yani sira, onlara antioksidan 6zellikler dahil olmak tizere
yiiksek terapotik deger saglayan ¢ok cesitli sekonder metabolitler igerirler (Akata ve ark., 2012; Kosani¢
ve ark., 2012; Kozarski ve ark., 2015). A. campestris tiiriiniin de aralarinda bulundugu yenilebilir
mantarlar tizerine yapilan lipofilik bilesen analiz sonuglar1 A. campestris igeriginin palmitik asit ve
linoleik asit seviyesi, oleik, stearik ve arasidik asitlerden daha yiliksek oldugu rapor edilmistir (Yilmaz
ve ark., 2006). Bu ¢alismamiz ile AC igerigindeki yag asidi kompozisyonu gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi (GC-MS) ile analiz edilerek 12 tane bilesen tespit edilmistir. Bu bilesenlerden ii¢ tanesi
doymamig yag asitlerinden (%57.3), dokuz tanesi doymus yag asitlerinden (%42.7) olugmaktadir.
Literatiir verileriyle uyumlu olarak bizim bulgularimiz da AC igeriginin insan diyetinde dnemli bir yere
sahip olan doyamamis yag asiti bakimindan zengin oldugu ortaya ¢ikmistir. AC igeriginde doymamuis
yag asidi olan linoleik asit (18:2, ®-6) %56.45 oraninda ve doymus yag asidi olan palmitik asit (16:0)
%28.74 oraninda baskin bilesenler olarak analiz edilmistir (Cizelge 1). Giinliik diyette dnemli olan diger
doyamamis yag asitleri olarak a-linoleik asit (%0.80) ve 8,11-cikosadienoik asit (%0.58) minor
bilesenler olarak analiz edilmistir.

Cizelge 1. A. campestris metanol ekstraktinin yag asidi kompozisyonu

No Alikkonma zamam (dk.) Bilesik ismi Bagil Bolluk (%)
1 16.41 Miristik asit (14:0) 1.06
2 17.65 Pentadakanoik asit (15:0) 0.87
3 19.23 Palmitik asit (16:0) 28.74
4 20.92 Heptadekanoik asit (17:0) 0.96
5 22.39 Stearik asit (18:0) 6.71
6 23.52 Linoleik asit (18:2, »-6) 56.45
7 24.09 Arasidik asit (20:0) 2.08
8 24.50 a-Linoleik asit (18:3, »-3) 0.80
9 25.33 8,11-Eikosadienoik asit (20:2) 0.58
10 26.34 Behenik asit (22:0) 0.99
11 27.43 Trikosanoik asit (23:0) 0.17
12 28.60 Lignoserik asit (24:0) 0.59
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Sekil 1. A. campestris metanol ekstraktinin ABTS (A), DPPH (B), FRAP (C) ve FCAP (D) testleri agisindan antioksidan

aktiviteleri
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Antioksidan aktivite test sonuclari

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi icin ABTS, DPPH, FRAP ve FCAP testlerini igeren dort
farkli antioksidan aktivite test parametresi kullanilmistir. Kullanilan testler 6zellikle A. campestris gibi
gida temelli dogal iiriinlerin antioksidan aktivitelerini belirlemede oldukca yogun kullanilan testlerdir
(Erdogan ve ark., 2020a). ABTS katyon radikali giderme aktivitesini degerlendirmek i¢in 10-240 pg
mL? arahigindaki AC konsantrasyonu ve troloks antioksidan standardi kullanilmistir. AC artan
konsantrasyonlar1 ile ABTS katyon radikallerini ortamdan temizledigi goriilmiistiir (Sekil 1.A). AC 240
ng/mL konsantrasyonda %54.90 + 0.23 degerinde bir aktivite gostermistir. DPPH radikali giderme
aktivitesi 50-800 pg mL? AC konsantrasyon araliinda E vitamini ile mukayese edilerek
degerlendirilmistir. DPPH testinde, Sekil 1.B’de goriilecegi gibi, artan AC konsantrasyonu ile birlikte
ortamdaki DPPH radikallerinin inhibe edildigi goriilmiistiir. AC 800 pg mL konsantrasyonda DPPH’1
%37.03 £ 3.17 oraninda inhibe etmistir. Demir (III) iyonlarini indirgeme potansiyelleri de 50-800 pg
mL konsantrasyon araliginda degerlendirilmistir. Sekil 1.C’de verildigi gibi artan konsantrasyonlarda
kaydedilen artan absorbans degerleri numunenin bir indirgeme potansiyelinin oldugunu gostermektedir
(Gecibesler ve ark., 2017). AC ekstraktinin demir (III) iyonlarin1 artan konsantrasyon ile bir dereceye
kadar indirgeyebildigi gosterilmistir. Bu durumun nedeni, sekonder metabolitlerin bir araya gelmesi ile
molekiillerin birbirilerini baskilamasi sonucunda aktivitede sinirlamalara neden olmasi olabilir (Olcott
ve Einset, 1958; Yin ve ark., 2012). Son olarak AC selatlama kapasitesi demir (II) iyonlar1 tizerinden
degerlendirilerek antioksidan aktivitesi ortaya konulmustur. Demir (II) iyonlarin selatlama kapasiteleri
100-1000 pg mL™* AC konsantrasyon araliginda EDTA selatlama ajani ile mukayese edilmistir. Test
sonucunda artan AC konsantrasyonuyla birlikte EDTA selatoriine gore daha ilimli bir selatlama
aktivitesi goriilmiistiir (Sekil 1.D).

Halk arasinda yaygin olarak tiiketilen mantar tiirlerinin antioksidan aktivite ve toplam sekonder
metabolit igerigi lizerine yapilan bir ¢alismada, A. campestris tiiriiniin en yiiksek fenolik igerige (15.63
mg GAE g ekstre) ve DPPH, ABTS, FRAP ve CUPRAC gibi antioksidan aktivite testlerine kars:
maksimum antioksidan aktivite potansiyeline sahip oldugu rapor edilmistir (Akata ve ark., 2019). Bizim
bulgularimiz da bu ¢alismayla uyumlu olarak AC ekstraktinin 6nemli antioksidan kapasiteye sahip
oldugunu gostermektedir.

A. campestris Metanol Ekstraktimn U373, MCF-7 ve HT-29 Hiicre Hatlar1 Uzerindeki
Antiproliferatif Etkisi

Kanser, diinya ¢apinda Oliimlerin ana nedenlerinden biridir. Geleneksel kanser tedavisinde
kullanilan ajanlarin neden oldugu toksisite ve yan etkileri en aza indirmek i¢in, dogal kaynakli yeni
molekiillerin kesfine karsi kiiresel bir egilimin oldugu bilinmektedir (Erdogan ve ark., 2020Db).
Mantarlar, biiyiik ve heniiz genis 6lglide kullanilmamig giiglii farmasotik bilesikler igermektedir (Liu ve
ark., 2013). Yapilan giincel bir galismada, yabani yenilebilir mantar olan A. lanipes tiiriiniin
antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinin yani sira in vitro kosullarda A549 akciger kanseri hiicre
hattina karsi sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirilmigtir. Elde edilen sonuglara gore, A. lanipes
metanolik 6ziitliniin, gli¢lii antimikrobiyal aktiviteye ve yliksek antiproliferatif etkiye sahip oldugu rapor
edilmistir. Ayrica, A. lanipes metanol ekstraktinin pro-apoptotik Bax ve kaspaz-3 mRNA ekspresyon
diizeylerinde artisla beraber Bcl-2 ekspresyonunda kayda deger diizeyde azalmaya neden oldugu ve
apoptozisi indiikledigi bildirmistir (Kaygusuz ve ark., 2017). A. blazei tiiriniin insan pankreatik kanser
hiicreleri {lizerindeki etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada, A. blazei sicak su 6ziitiiniin, GO/G1 hiicre
dongiisii tutuklamasi ve kaspaz-bagimli apoptozun indiiksiyonu yoluyla kiiltiirlenmis pankreas kanseri
hiicrelerinin proliferasyonunu 6nemli Ol¢iide inhibe ettigi bulunmustur. A. blazei sicak su oziitiin,
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pankreas kanserinin tedavisi igin yararli olabilecek aktif bilesiklerin izolasyonu igin potansiyel bir aday
oldugu bildirilmistir (Matsushita ve ark., 2018). Yapilan ¢aligmalar, A. brasiliensis ve A. blazei
tiirlerinden elde edilen mantar ekstraktlarinin oral kanser, hepatoseliiler karsinom ve osteosarkom hiicre
tiplerine kars1 gesitli konsantrasyonlarda etkili oldugunu gostermistir (Fan ve ark., 2011; Su ve ark.,
2011). Diger Agaricus cinsi mantarlarin antiproliferatif etkilerini ortaya koyan birgok ¢alisma olmasina
ragmen, A. campestris tiiriiniin antiproliferatif etkisi hala belirsizligini korumaktadir. Bu amagla, A.
campestris metanol ekstraktinin doz ve zaman bagimli olarak (0-250 pg mL?) insan glioma, meme ve
kolon kanseri hiicre hatlar1 (U373, MCF-7 ve HT-29) ilizerindeki antiproliferatif etkileri incelenmis ve
bulgular Sekil 2’de gosterilmistir. Artan AC konsantrasyonlara bagl olarak, 24 ve 48 saatlik tedaviden
sonra, WST-1 hiicre proliferasyon deneyi ile hiicrelerin kontrol grubuna gére canlilik yiizdesi belirlendi.
25 ng mLY'lik AC tedavisinin, 24 saatlik tedavide U373 ve MCF-7 hatlarinda hiicre canliligmi kontrol
grubuna gore 6nemli dl¢giide azalttigi, ancak U373 ve MCF-7 hiicrelerinin canliligindaki azalmanin ayni
konsantrasyonda 48 saatlik tedavide daha zayif oldugu belirlenmistir. AC tedavisinin, U373, MCF-7 ve
HT-29 hiicre hatlarindaki ICso degerlerini belirlemek i¢in WST-1 hiicre canlilig1 sonuglar1 GraphPad
Prism 8 programi kullanilarak analiz edildi. AC i¢in ICsp degerleri 24 saatlik tedavide U373, MCF-7 ve
HT-29 hiicrelerinde sirasiyla 137.36, 175.19 ve 52.62 pg mL? olarak saptanmistir. Ote yandan ayni
dozlarda 48 saatlik tedavi sonucunda ICso degerleri U373, MCF-7 ve HT-29 hiicrelerinde sirasiyla 52.76,
65.38 ve 77.22 pg mL*? olarak saptanmustir. Elde edilen bu sonuglar, AC ile 48 saatlik tedavinin ICsg
degerlerini 24 saatlik tedaviye kiyasla U373 ve MCF-7 hiicrelerinde yaridan daha fazla azalttigini
gostermektedir. Ancak 24 saatlik tedavide en diisiik ICso degerine sahip olan HT-29 hiicre hattinda bu
durumun tam aksi olarak arttigi belirlenmistir. Sonuglarimiz, A. campestris metanol ekstraktinin, U373,
MCF-7 ve HT-29 hiicre hattlarina kars1 doz ve zaman bagimli olarak antiproliferatif etki gosterdigini
acikea ortaya koymaktadir (Sekil 2).
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Sekil 2. A. campestris metanol ekstraktinin farkli konsantrasyonlariin 24 (A) ve 48 (B) saatlik inkiibasyon siiresinde U373,
MCF-7 ve HT-29 hiicrelerin canliligi lizerine etkisi (kontrol grubuna goére; *p<0.05 U373 hiicre hatti i¢in, **p<0.05 MCF-7
hiicre hatt1 i¢in, ***p<0.05 HT-29 hiicre hatti i¢in, ns; fark istatistiksel olarak anlamli degil).

SONUC

Bu c¢aligmada, A. campestris tiiriiniin yag asidi kompozisyonu, antioksidan ve antiproliferatif
etkileri incelenmistir. Toplam yag asidi iceriginin, insan diyetinde dnemli bir yere sahip olan doymamis
yag asiti bakimindan zengin oldugu ortaya ¢ikmistir. Ayrica, A. campestris metanol ekstraktinin 6nemli
bir antioksidan kapasiteye sahip oldugu ve U373, MCF-7 ve HT-29 kanser hiicre hatlarina kars1 doz ve
zaman bagimli olarak antiproliferatif etki gosterdigi belirlenmistir. Mevcut sonuglar, yenilebilir bir
mantar olan A. campestris tiiriiniin yag asitleri bakimindan zengin olmasinin yani sira, antioksidan ve
antiproliferatif 6zellikler sergiledigini de gostermektedir.

Cikar Catismasi

Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir ¢ikar catismasi olmadigini beyan ederler.
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