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1. OZET

Kanser, diinyada 6liimciil hastaliklardan biridir ve glial tiimoérler santral sinir sistemi
timorlerinin en biiyiik grubudur. Kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi
yontemler uygulanir. Ancak, ¢ogu tedavi konak¢inin normal hiicrelerine de zarar verir.
Bu yiizden, kanser tedavisinde dogal {iriinlerin kullanilmasina izin verilmistir.
Mantarlar, yiizyillar boyunca yiyecek olarak tiiketildigi gibi birgok hastaligin tedavisi
icin ilag olarak kullanilmislardir. Calismamizda alti adet yenilebilir mantar tiirtinden
(Coprinus comatus, Fistulina hepatica, Lentinus strigosus, Laetiporus sulphureus,
Polyporus squamosus ve Lenzites betulina) elde edilen 6ziitlerin sigan glioma hiicre
dizisi (C6) iizerindeki etkileri aragtirilmistir. C6 hiicreleri 37 °C’de, % 5 CO, bulunan in
vitro ortamda ¢ogaltildi. Hiicreler daha sonra 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekilerek
0.4,1, 2,4 ve 6 ng/mL ekzopolisakkarit dozlari ile inkiibe edildi. 24 ve 48 saat sonunda
ekzopolisakkaritlerin etkisi 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide, (MTT) yontemi ile belirlendi. Istatistiksel analizler tek yonlii varyans
analizinin (ANOVA) ardindan Tukey’in ¢oklu karsilagtirma yontemi ile yapildi. Elde
edilen sonuglara gore, 0.4 pg/mL dozunda etki gézlenmemistir. Ancak, 1, 2, 4 ve 6
ng/mL dozlarinin glioma hiicrelerini % 35’den % 80’ e kadar 6ldiirdiigii bulunmustur.
Sonug olarak, ekzopolisakkaritlerin glioma hiicrelerini zamana ve doza bagl olarak

oldiirdiigii tespit edilmistir.

Anahtar Sozciik: Glioma, in vitro, kanser, mantar.



2. SUMMARY

Cancer is one of the major wordwide fatal diseases and glial tumors are the
largest group of central nervous system tumors. Chemotherapic, radiotherapic and
surgical methods exist for the treatment of cancer in modern medicine however, most
cancer therapeutic methods severely affect the host normal cells. Hence, the use of
natural products now has been contemplated of exceptional value in the control of
cancer. Mushrooms have been used for many centuries, not just as a food, but also to
treat many illnesses. In this study the effects of exopolysaccharides from edible
mushroom species (Coprinus comatus, Fistulina hepatica, Lentinus strigosus,
Laetiporus sulphureus, Polyporus squamosus and Lenzites betulina) were investigated
on the rat glioma cell line (C6). C6 cells were cultured in a humidified atmosphere of 5
% CO, at 37 °C in flasks. The C6 cells were then seeded in 96 well plates and exposed
to 0.4, 1, 2, 4 ve 6 ng/mL fungal exopolysaccharides doses. After 24 or 48 hours, the
action of each exopolysaccharides dose was measured by using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, (MTT) assay. All statistical analyses were
performed by one-way analysis of variance (ANOVA) and followed by Tukey’s
multiple comparison tests. According to our results 0.4 ug/mL was not effective, but 1,
2, 4 and 6 ug/mL doses killed glioma cells about % 35 to % 80. As a result, these

mushroom exopolysaccharides were time and dose dependently toxic to glioma cells.

Key words: Cancer, glioma, in vitro, mushroom.
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5. SIMGE ve KISALTMALAR

AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome
PSP Polisakkaropeptid

PSK Polisakkarit-K

GD Grifon-D

HDL Yiiksek yogunluklu lipoprotein

GFAP Glial fibriller asidik protein

NGF Sinir biiytime faktorii

(Nerve growth factor)

BDNF Beyin kokenli nérotrofik faktor
(Brain-derived neurotrophic factor)

GDNE Glia kokenli norotrofik faktor
(Glial-derived neurotrophic factor)

CTNF Siliar nérotrofik faktor
(Cliary Nerotrophic factor)

EGF Epidermal biiyiime faktorii
(Epidermal growth factor)

HGE Hepatosit biiylime faktorii
(Hepatocyte growth factor)

GBM Glioblastoma multiforme

PDA Patato dekstroz agar

Xi



DMEM
FCS
DMSO

MTT

UACC-62
MCF-7
TK-10
PBMC
SMMC-7721
RINmMSF
LNCaP
(IL)-1B
(TNF)-a
IL-6
(IFN)-y
GLme
GLpme
p38 MAPK

NF-«xB

Dulbecco’s modified Eagle’s medium

Fetal calf serum

Dimetil sulfoksit
3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium

bromid

Melanoma kanseri

Meme kanseri

Bobrek kanseri

Periferik kan mononiiklear hiicreleri
Insan hepatoma hiicreleri

Pankreas kanseri

Prostat kanseri

Interlokin-1B

Tiimor nekrozis faktor alfa
Interldkin- 6

Interferon-gama

Ganoderma lucidum mantarina ait terpenoid

Ganoderma lucidum mantarina ait asidik terpenoid

p38 MAP Kinase

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells

Xii
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1. GIRIS ve AMAC

Gilintimiizde en 6nemli saglik sorunlarinin basinda yer alan kanser diinya ¢apinda
kabul edilemeyecek kadar fazla sayida bireyi ilgilendiren bir hastaliktir. Kanserli
hiicreler radyoterapi ya da kemoterapi gibi tedavi yontemleriyle engellenmeye caligilsa
da yan etkilerinden dolay1 dogal {iriinler ya da bitkisel ilaclarla yapilan ¢aligmalar giin
gectikce daha ¢ok tercih edilmektedir (44). Bu nedenle son yillarda insan sagliginin
cesitli hastaliklar ve o6zellikle de kansere kars1 duyarliligindan dolay: alternatif tibbin

gittikce ilerledigini goriiyoruz.

Yapilan literatiir ¢alismalarinda alternatif tibbin kii¢iik oranda bile olsa etkili
olabildigi ancak bu konuda yeterli ¢alismanin olmadig: belirtilmektedir (2). Mantarlar
ile insanlar arasindaki iligki ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir (50). Giiniimiizde dogal
tirtinler arasinda sikca tercih edilen mantarlar Cin, Japonya ve diger Asya iilkelerinde
yillarca hem yiyecek hem de tedavi edici olarak kullanilmiglardir (61). Farmakolojik
olarak 6nemli dogal iiriinler arasinda diisiiniilen mantarlarin (52), hiicre duvarindaki
kitin, hemiseliiloz, mannoz ve beta glukan gibi bilesenlerinden dolay1 kan sekeri ve
kolesterolii diislirdligii, bakteri, virlis ve parazitik enfeksiyonlara kars1 direng
olusturdugu, ayrica antikanser etkisinin oldugu belirtilmektedir (6). Ornegin,
Polyporaceae familyasina ait bir Basidiyomycetes iiyesi olan Phellinus linteus’ dan elde
edilen polisakkaritin antitiimor etkisi ilk kez 1968’ de rapor edilmistir. Farklt mantar
tiirlerini konu alan aragtirmalar, bu tarihten sonra olduk¢a yogunlagmistir (23). Cin’ de
ve diger Asya iilkelerinde yasam siiresini uzatici olarak bilinen Ganoderma lucidum,
antikanser etkisi olan polisakkarit yapisiyla dikkat ¢ekmektedir. Deney hayvanlari
kullanilarak, Ganoderma lucidum’ un ham veya kismi olarak saflastiriimis
polisakkaritlerinin, lokal olarak yerlesmis karaciger kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini
onemli oranda baskilayabilecegi ve farelerde timor metastaslarini azaltabilecegi
gosterilmistir. Antitiimor etkinin mekanizmas1 tam olarak acik degildir ancak
Ganoderma’ nin polisakkaritlerinin in vivo antitiimoér aktivitesinin, konak¢inin immun

yanit saglamasi ile ilgili oldugu diistiniilmektedir (32).



Hayvan beyin tiimorlerinin, insan beyin tiimér modelleri ile olan
benzerliklerinden dolayr sican glioma modeli deneysel calismalarda sik
kullanilmaktadir. Primer beyin tiimorlerinin % 60 kadarini olusturan gliomalar merkezi
sinir sisteminde ndrolojik fonksiyon kaybina ve sonunda da 6liime yol agan bir kanser
tirtidiir (15). C6 glioma hiicrelerinin hizla boliinebilme ve tiimor i¢i kanama gibi ¢esitli
malign glioblastoma 6zelliklerine sahip olmalarindan dolayi ilag etkilesimi calismalari

icin yaygin olarak kullanilmaktadir (16).

Besin igerigi, dogal islevleri ve tibbi etkileri gibi ¢ok yonlii 6zellikleri olan
mantarlarin, insanlik icin en iyi diizeyde faydalanilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
Ayrica ililkemizde bulunan mantarlarin antikanser aktivitesi hakkindaki ¢alismalarin az
sayida oldugunu gormekteyiz. Bu nedenlerden dolayr c¢alismamizda kullandigimiz
mantarlarin  antikanser Ozelliklerini aragtirmak ve bulgularimizin daha sonraki

caligmalara bir baslangi¢ olmas1 amag¢lanmustir.



7. GENEL BIiLGIiLER

7.1. Mantarlar Konusunda Genel Bilgiler

Mantarlar organik madde ve nemin bulundugu hemen her yerde yasayabilen
organizmalardir. Toprakta yasayan bazi mantar tiirleri organik maddeleri parcalayarak
topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik yapisina katilarak ekolojik dengenin
stirdiiriilmesinde katkida bulunurlar. Ayrica, ekmegin kabarmasi ile bira ve sarabin
mayalanmasinda mantarlardan yararlanilir. Bitki, insan ve hayvanlarda c¢esitli
hastaliklara, zehirlenmelere ve alerjiye neden olabildikleri gibi bir¢ok yararlar1 da
bulunmaktadir. Ornedin bazi mantarlar besin maddesi olarak tiiketilirken bazilari

antibiyotik ve diger ilaglari tiretmek i¢in kullanilirlar (5).

Mantarlarin ¢ogu ¢ok hiicreli organizmalardir, fakat genel beslenme sekilleri,
yapilar1 ve iiremeleri agisindan diger ¢ok hiicrelilerden farklidirlar. Klorofilsiz ve
besinlerini emilim ile kazanan heterotroflardir. Besinini, ekzoenzim olarak adlandirilan
enzimler sayesinde hiicre disinda sindirirler. Bu gii¢lii hidrolitik enzimleri besin iizerine
salgilayarak, karmagik molekiilleri kullanabilecegi daha basit bilesiklere pargalarlar.
Emilim ile gergeklestirilen beslenme sekli mantarlara ayristirici (saprofit), parazit ya da
ortakcilik (mutualistik) 6zellik kazandirir. Saprofitik mantarlar besinlerini yere diismiis
aga¢ govdeleri, hayvan Oliilleri ve canli organizma artiklar1 gibi cansiz organik
maddelerden alirlar. Mutualistik ve parazitik mantarlar besinlerini canli konakg¢isinin
hiicrelerinden emerler. Ancak, mutualistik mantarlar iligki kurduklar1 organizmaya bazi

yararlar saglar (5).

Mantarlarin vejetatif yapisi hif olarak adlandirilan ince iplik¢iklerden olusur.
Hifler biiyiiyerek dallanir, bazilar1 digerleri ile kaynagma yapar ve sonugta hif yignlar
olan “misel” yapisim1 olusturur . Miselyumun ipliksi yapisi mantarlara genis ylizey
alani saglayarak emilim yoluyla beslenmelerine yardimci olur. Mantarlar eseyli yada
eseysiz olarak ¢ok sayida iiretilen sporlar1 ¢evrelerine salarak iirerler. Riizgar ya da su
ile tasmnan sporlar, besin igeren nemli ortamlara yerlesince misel olusturmak igin

¢imlenerek mantar tiirlerinin genis alana yayilmasini saglarlar (5).



Mantarlar seker, protein, vitamin (B, C, D, K) ve mineraller (kalsiyum,
potasyum, fosfor ve bakir gibi) icermelerinden dolay1 6nemli bir besin maddesi olarak
diistiniilmektedirler (8). Ayrica, geleneksel dogu halk tibbinda tarih boyunca tedavi
amacli  kullanilmiglardir.  Ornegin; kronik  bronsit, hepatit, hipertansiyon,
hiperkolesterolemi, tiimor hastaliklar1 ve bagisiklik sistemiyle ilgili hastaliklardan tibbi
amagcla kullanilan mantarlarin daha ¢ok yenilebilen tiirler oldugu belirtilmektedir (30).
Bu tip mantarlar ile yapilan c¢alismalar, mantarlarin antitiimor, antimikrobiyal,
hipoglisemik, hipolipidemik, karacigeri koruyucu, antialerjik ve bagisiklik sistemini
giiclendirici etkilerinin oldugunu gostermektedir (48). Fakat yenilebilir mantarlarin

sadece yiizde ondan az bir oraninin antitiimor etkisi oldugu kanitlanmstir (18).

7.1.1. Cahsmada Kullamilan Mantar Tiirlerinin Kisa Tanimlar1

Calismamizda kullandigimiz 6 adet mantar tiiriiniin kisa tanimlar1 ve toplandigi
bolgeler Cizelge I'de verilmistir. Ornekler toplandiktan sonra laboratuvarda uygun

kosullar altinda kurutularak saklanmistir.
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Cizelge I: Kullanilan mantarlarin sistematigi ve toplama bolgeleri.

. , . Toplandig1 Kod
Cins ve Tir Aile Takim Siif Bolge Adt
Conri Eskisehir, OBCC
oprinus : Merkez
comatus Coprinaceae 1014
Agaricales
Fistulina Fistulinaceae Eskisehir, | OBCC
hepatica Merkez 1035
. Eskisehir,
Laetiporus Fomitopsidaceae ) Merkez OBCC
SUlphureUS Agancomycetes 1012
Lentinus Sglé%ry:, OBCC
Strigosus POlyporaleS y 5004
Sakarya,
Polyporus Polyporaceae Gevye 0528:??
sguamosus
Lenzites ;:‘a Srll(éii};lr; OBCC
betulina y 2001
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7.1.1.1. Coprinus comatus

Biiytikliigii ve pullu sapkasi ile kolayca taninan ve g¢ok ¢abuk biiyiiyen bir
mantardir (Sekil 1). Bahgelerde, parklarda, yeni insa edilmis yollarin kenarlarinda,
ekilmis tarlalarda, ¢Opliiklerde ve yerlesim yerlerine yakin olan zengin topraklarda
yetisir. Bliylik kiimeler halinde mayis ayindan kasim ayina kadar goriilebilir. Kokusu ve
tad1 hostur. Yazin ve sonbaharda 6zellikle yagmurdan sonra ¢ok fazla miktarda ortaya
cikar. Gen¢ ve heniiz biiylimemis Ornekler kapali halde cayirlar arasinda saklanmis
yumurta gibi goriintir. Sapkasmin yiiksekligi 6-20 cm ve genisligi 3-6 cm olabilir.
Renkleri beyazdan kahverengiye kadar degisik tonlarda olabilir. Sapkanin merkezi diiz
yapida ve kenarlarn ¢izgilidir, yaslanip siv1 haline gelirken leylak renginden siyaha
dontistir. Kiremit gibi birbirinin iizerine siralanan ve geriye kivrilan kaba tiiyleri vardir.
Lameller genc halde sik, renkleri ise baglangicta beyazdan kahverengiye, daha sonra
olgunlasan sporlardan dolay:r siyaha doner. Sapinin kalinligi 1-2 cm ve boyu 8-25 cm
kadardir. Sapin i¢i bos ve lifli, dip kismu ise siskindir. Etli kismi1 beyaz, ince, yumusak

ve suludur. Spor i¢i siyahimtrak mordur (51).

Sekil 1: Coprinus comatus mantarinin goriiniimii (63).



7.1.1.2. Fistulina hepatica

Yenilebilen bir mantar tiirtidiir. Dikkat ¢ekecek kadar renkli ve goze ¢arpacak kadar
biiyiik oldugu igin kolayca taninir (Sekil 2). Agaglarin ve kiitiiklerin tizerinde bol
bulunurlar. Ozellikle kestane ve meselerin govdesi iizerinde gelisirler ama disbudak,
ceviz, sogit, giirgen ve karaaga¢ da yasam ortamlarindandir. Agustos ayindan kasim
ayma kadar goriilebilirler ve yaklasik bir yillik émrii vardir. Lezzetli tadina ragmen
tomik asit igerdiginden dolay1 agiz burusturucu etkisi vardir. Gengken krem renginde
ciger, dil veya yarim daire seklinde goriiliir. Bu nedenden halk arasinda biftek, okiizdili
veya ciger mantar1 olarak da adlandirilir. Olgunlasinca at tirnagina benzeyebilir ve
kiimelenmis tiiylerinden dolay piiriizlii ve kadifemsi goriiniimii vardir. Ust yiizeyi
yumusak ve jelatin gibi yapiskan olup, renk bakimindan morumtrak kirmizi veya
kahverengidir. Kalinlig1 2-6 cm ve biiyikligi 5-50 cm kadar olabilir. Sapt 3-7 cm
uzunlugunda ve 2-4 cm kalinliktadir. Etli kism1 kirmizimsi, yumusak, lifli ve damarh
yapidadir. Kesildigi veya kirilldigi zaman kan kirmizisi bir sivi ¢ikar. Sporlar1 beyaz
renktedir. Alt yiizeyde yer alan delikgikler, 6nceleri krem renkli sonralar1 sar1 rengini

alirlar. Eger ezilirlerse renkleri koyulasir. Agizlari soluk et renginde ve yuvarlaktir (51).
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Sekil 2: Fistulina hepatica nin dig goriintiisii (67)

7.1.1.3. Lentinus strigosus

Yenebilir bir mantar tiiriidiir. Canli ve 6lmiis aga¢ govdelerinde kiimeler halinde
bulunurlar (Sekil 3). Sap kismi 1-2 cm uzunlugunda, sapkasi ise 2,5- 7,5 cm
genisligindedir. Sapkasinin ters ag¢ilmis semsiye benzeri bir sekli vardir. Alt ylizeyleri
acik kahverengidir. Sporlarimin dis yiizeyi beyazdan krem rengine kadar degisiklik

gosterir. Mayis ayindan Kasim ayina kadar goriilebilir (9).
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Sekil 3: Lentinus strigosus mantarinin dig gériintiisii (70).

7.1.1.4.Laetiporus sulphureus

Yaygin olarak goriilen yenilebilir bir mantar tiirii olup, kiikiirt mantar1 olarak da
bilinmektedir (Sekil 4). Mese, kiraz, kestane, sogiit, porsuk, ladin ve koknar agaglarinda
yasar. Omrii bir yil kadardir. Sapkas1 10-40 cm genisliginde, birbirlerinin iizerinde
katmanlar halindedirler. Geng halde iken etli, yumusak, nemli ve ist kismi agik
portakal kirmizisi renginde, kenarlar1 daha acik renktedir. Alt yiizii parlak kiikiirt saris1
rengindedir. Olgunlaginca sert ve gevrek bir yapida olup kirli beyaz ya da tebesir

rengine donmektedir (51).



Sekil 4: Laetiporus sulphureus mantarinin dig gériiniisii (69).

7.1.1.5. Polyporus squamosus

Biiyiikliik, renk ve sekil bakimindan dikkat ¢ekecek kadar degiskendir. Peri semeri
mantar1 ya da pullu mantar olarak da adlandirilir (Sekil 5). Mevsim sonuna kadar bocek
kurtguklar tarafindan istila edilirler. Sporlar1 beyazdir. Mayis ve eyliill aylar1 arasinda
yaygin goriiliir. Kayin, sogiit, ceviz, kavak, thlamur ve dis budak agaglarin gévdeleri
ile kiitiiklerinde tek tek veya birbirleri {izerine siralanmis katlar halinde bulunurlar. Bir
yillik Oomrii vardir. Karanlik yerlerde gelistigi zaman sapka meydana gelmez. Sapi
dallanir ve geyik boynuzumsu gibi olusumlar halinde uzar. Yagmurdan sonra ¢ok ¢cabuk
biiylir ve birkag¢ kilogram agirliga ulasabilir. Geng 6rnekler ¢ok lezzetlidir. Sapkast 10-
50 cm biiyiikliikte, bobrek seklinde, yatay ve yassidir. Sap kismi kalin, kisa ve ug tarafi
beyazdir. Orta kismi soluk krem renkli ag gibidir fakat dip tarafa dogru kahve renkli
veya siyahtir. Sapkaya yandan birlesiktir. Etli kismi krem renkli veya beyazdir (51).
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Sekil 5: Polyporus squamosus 'un dig goriintiisii (64,65).

7.1.1.6. Lenzites betulina

Kadifemsi yapida olup kenarlar1 keskindir. Yaprak doken agaglarin 6li dal
pargalar1 lizerinde tiim yil boyunca gorilebilir (Sekil 6). Krem renginden toprak
kirmizisina, griden kahverengi tonlarina kadar gesitli renklerde olabilir. Ust yiizeyi
radial dalgali ve oyuktur. Ayn1 noktadan baslayan dar tabakalar vardir. Sporlar1 yari
yuvarlak, yelpaze veya rozet seklindedir. Santimetrede 12-15 adet lamel bulunur.

Lamellerin kalinlig1 yaklasik 1 cm ve Kenarlart hafifge tirtiklidir (51).
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Sekil 6: Lenzites betulina mantarinin dig gériintisi (66).

Mantarlarin trettikleri ve bliylime ortamina salgiladiklar1 eksopolisakkaritlerin
bircok farkli yapilarinin oldugu belirtilmektedir (50). Dogada yaygin olarak bulunan
polisakkaritler, monosakkarit polimerlerinin  birbirlerine glikozidik  zincirlerle
baglanmalariyla olusmaktadirlar. Bazen de kovalent zincirler ve aralarinda pek ¢ok ¢ift
karbon atomlarindan meydana gelmektedirler. Bu molekiillerin yapisi oldukga
karmagiktir (61). Prokaryotik mikroorganizmalarin ¢ogu hiicre yiizeylerine civik ya da
yapiskan materyal salgilayabilir. Farkli polisakkarit ve proteinlerden olusan bu yapilar
kapsiil veya ‘‘slime layer’” (civik tabaka) olarak adlandirilir. Daha genel bir terim
olarak, “glikokaliks” terimi de kullanilmaktadir (3). Polisakkaritler yapisal degiskenlik
bakimindan miikemmel bir potansiyele sahip olmalarindan dolayr makromolekiiller
arasinda biyolojik etkisi en yiiksek olanlardir. Niikleotidlerdeki niikleik asitler ve
proteinlerdeki aminoasitler birbirlerine tek bir yolla baglanabilirken, polisakkaritler ¢cok
sayida farkli formlardaki baglardan ya da diiz yapilardan olugmaktadirlar. Ornegin, dort
aminoasit sadece 24 farkli yolla birbirine baglanabilirken, farkli dért monomer seker
35560’ a kadar degisik yap1 olusturarak tetrasakkaritler ile essiz bir sekilde baglanabilir.
Polisakkarit yapilarindaki bu degiskenlik 6zelligi gelismis organizmalarda c¢esitli

hiicrelerin birbiri ile etkilesimlerinin diizenlenmesi ic¢in gerekli olan esnekligi
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saglamaktadir (21). Mantarlardaki polisakkaritlerin kiigiik bir kismi aspartik ve
glutamik asitce zengin olmasina ragmen ¢ogunlukla glukanlardan meydana gelmektedir
(34). Glukan yapisi beta-(1-3), (1-6) ve alfa-(1-3) glikozidik zincirlerin birbirine
baglanmasindan olusmaktadir. Heteroglukanlarin yan zincirlerinde glukuronik asit,
galaktoz, mannoz, arabinoz veya ksiloz farkli degerlerde bulunmaktadirlar (61) (Sekil

7.

WA

Sekil 7: Beta-(1-3) ve B-(1-4) glukan baglardan olusmus polisakkarit yap1 (68).

Mantarlar tarafindan iiretilen ve antitlimor etkisi olan lentinan schizophyllan ve
Krestin ticari olarak tiretimi ve satist yapilan eksopolisakkaritlerdir (39). Lentinus
edodes tarafindan iiretilen ve diinyada bolca tiikketilmekte olan lentinan, hiicre duvari
yapisina katilan saf polisakkarittir. Lentinan karbon, hidrojen ve oksijen atomlarindan
olusmus, suda ¢oziinebilen ve 1siya dayanikli bir bilesiktir. Biyolojik etkinligi tam
olarak bilinmeyen lentinanin kanserli hiicreye karsi1 dogrudan etkisinin olmadig: fakat
hastanin  bagigiklik  sistemini  giiclendirerek  antikanser etkinlik  gdsterdigi
vurgulanmistir.  Ozellikle Japonya’ da kemoterapi esnasinda, bagisiklik sistemini
giiclendirici ve kemoterapinin neden oldugu sa¢ dokiilmesi, agr1 vb. yan etkileri
azaltmak amaci ile kemoterapik ajanlarla birlikte hastalara verilmektedir (7, 49, 62).
Kanser tedavisinde kullanilmasinin yaninda giiniimiizde hazir yiyecek maddesi olarakta
karsimiza (Ornegin; Shiitake-cikolatasi) c¢ikmaktadir. Ayrica glines yaniklarina ve
kazanilmis immun eksikligi hastalig1 (Acquired Immunodeficiency syndrome, AIDS)
kadar pek c¢ok farkli hastalikta kullanim alani bulunmaktadir (37). Schizophyllan
eksopolissakkaridi suda eriyebilen, yiiksek stabiliteye sahip, yapiskan ve B-(1—3),
(1-6 )-yapida bir glukandir. Schizophyllan maddesinin geleneksel kemoterapide
kullanilmasina iligskin hastalar iizerinde yiiriitillen ¢aligmada, tedavisi olmayan mide

kanserinde ortalama yasam siiresinde onemli artiglara neden oldugu belirtilmistir (12).
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Schizophyllan yakin zamanda yapilan birgok calismada girtlak kanseri hastalarinda da
Oonemli iyilesmeler saglamistir.  Diizenli yapilan calismalarda Schizophyllan’ 1n
radyoterapiyle birlikte kullanimlarinda, ikinci seviye kanser vakalarinda onemli
iyilesmeler sagladigi fakat {igiincii seviye vakalarda etkisinin olmadigi gériilmiistiir (42,
43). Krestin ise Trametes versicolor mantarinin misellerinden elde edilen proteine bagl
bir polisakkariddir. Polisakkaropeptid (PSP) olarak da bilinmektedir. Polisakkarit-K
(PSK) ve PSP’nin fizyolojik aktiviteleri benzer olmasina ragmen yapisal yonden
farkliliklar bulunmaktadir. PSP az miktarda galaktoz, ksiloz, arabinoz ve ramnoz
icermektedir, fakat fukoz igermez, ancak fukoz PSK’ da vardir. PSK’ da ise arabinoz ve
ramnoz yoktur. Her ikisinin de antitiimor etkiye sahip olduklart belirtilmektedir (11, 20,
46). Yapilan bu c¢alismalarin yani sira Grifola frondosa tiirtinden elde edilen B-D-
glukanin (Grifon-D, GD) giiglii antitiimér etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Grifola
frondosa’ dan elde edilen polisakkaritin kimyasal yapist ve bu maddelerin antitimor
etkileri c¢alisilmistir. Bu glukanin ve suda c¢oziinebilir fraksiyonlarinin farelerde
sarkomal80’ e kars1 giiclii antitiimor etki gosterdigi ortaya konmustur (53). Ayrica kan
basincint ve kan plazmasindaki yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) oranini
degistirmeden diisiirdiigii belirtilirken, Amerika Birlesik Devletlerinde insanlar iizerinde
yapilan klinik denemelerde AIDS ve meme kanseri tedavisinde, Cin’ de ise akciger,

mide ve 16semi hastaliklarinda umut verici sonuglar alinmistir (13).

Son yillarda mantarlardan elde edilen eksopolisakkaritlerle ilgili bir¢cok ¢alisma
yapilmaktadir. Bu eksopolisakkaritlerin kanser, hipertansiyon, hiperkolesterolemi,
bagisiklik sistemi ile ilgili hastaliklara karsi kullanilabilenecegini gosteren cesitli
bulgulara rastlanmistir. Cin ve Japonya gibi dogu iilkelerinde eksopolisakkaritler
izerine Onemli calismalar  bulunmaktadir. Ulkemizde ise  mantarlardaki
eksopolissakkaritlerin etkileri iizerine yeterli diizeyde calisma bulunmamaktadir. Bu
calismada, Tiirkiye’ de yetisen bazi mantarlarin {irettikleri eksopolisakkaritlerin glioma

kanserine kars1 bir etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmustir.
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7.2. Kanser

Kisaca kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde hizli ¢ogalmasidir. Kanserli
hiicrelerin kaynagi normal hiicreler olmasina ragmen aralarinda morfolojik olarak
bircok farkliliklar vardir. Bir dokuyu olusturan normal hiicrelerdeki diizenli siralanisin,
kanserli hiicrelerde kayboldugu goézlenirken bu hiicrelerin ilkel hiicre fazina doniistiigii
gozlenir (1). Organ ve dokular ancak bazi gelisme kurallar1 gercevesinde gelisir ve
biiyiir. Yani, normal dokularin gelismesi sinirli olup, alacaklart sekil belirlidir. Normal
dokularin bu ozellikleri genetik yapilar1 geregidir, ama tiimdr hiicrelerinde ¢ogalma
stirsizdir ve gelisme devam eder (4). Kanserli hiicrelerin gelisiminde devamli ¢alisan
uyaricilara gerek yoktur. Ayrica kanserli hiicrelerin birden fazla, biyik ve
hiperkromatik ¢ekirdeklerinin olmasi bu hiicrelerin belirgin 6zelliklerindendir. Kanser
olusmasma yol acan birgok faktér bulunmaktadir. Bu faktorler arasinda kimyasal
maddeler, ultraviyole ismlar ve iyonize radyasyon gibi fiziksel etkenler, viriisler,

genetik faktorler ve beslenme bigimi vardir (1).

7.2.1. Glia Hiicreleri

Sinir sisteminde sinir hiicreleri ve glia hiicreleri olmak iizere iki temel hiicre tirii
bulunmaktadir. Glia kelimesi kdken olarak Yunanca ‘glue’ sozciigiinden gelmektedir.
Sinir sisteminin vazgeg¢ilmez hiicreleri olan bu hiicreler destekleyici gorevi
tistlenmislerdir (19, 24). Glia sayist noron sayisindan 10 ile 50 kat daha fazladir (5).
Merkezi sinir sisteminde genel olarak 3 tip glia hiicresi bulunmaktadir (18, 23, 35).
Bunlar mikroglia, oligodentrosit ve astrositlerdir.

Mikroglialar, makrofajlardan koken alan fagositik hiicrelerdir. Sinir sistemindeki
diger hiicre tipleriyle embriyolojik ya da fizyolojik olarak iligkili degildirler. Bu
hiicrelerin dinlenim durumunda nasil davrandiklar1 ¢ok fazla bilinmemektedir, fakat
infeksiyon, hasar ve travma sirasinda aktive olduklar1 ve durumu iyilestirme yoniinde
calistiklar1 bilinmektedir. Ayrica bu hiicrelerin birgok hastalikta aktive olduklari
diistiniilmektedir. Bunlar arasinda multiple skleroz, AIDS, AIDS iligkili demans, gesitli

kronik nérodejeneratif hastaliklar, Parkinson ve Alzheimer sayilabilir (24,54).
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Oligodentrositler ve astrositler daha kiiciik hiicre tipleridir. Bu hiicreler aksonun
etrafim1 sararak cevresinden izole ederler. Bir tiir astrositler olan Schwann hiicreleri
periferik sinir sisteminde yalnizca bir aksonun internodunu sararken, bir oligodentrosit

merkezi sinir sisteminde ortalama 15 aksonal internodu sarar (24,36).

Glia hiicrelerinin sayica en fazla olami astrositlerdir. Bu hiicrelerin govdeleri
diizensiz ve yildiz bigimindedir. Adlarin1 bu 6zelliklerinden almiglardir (24,54).
Astrositlerin en yaygin olarak bilinen gorevi destekleyici eleman olmalaridir, fakat bu
gdreve ek olarak bagka gorevleri de bulunmaktadir (24). Ornegin, glial fibril asidik
protein (GFAP) astrositler ve diger glia hiicrelerinde bulundugu bilinen araci bir
flamenttir (34). Ayrica, bazi astrositler omurilik ve beyinde kilcal damarlarin duvarini
olusturan hiicreler arasinda siki baglanti bdlgelerinin olusmasint uyarir. Bunun
sonucunda kan-beyin engelini olustururlar. Bu yap1 birgok maddenin beyine gegisini
kisitlar (5). Astrositler ayni zamanda noronlar arasi alandaki K iyon diizeyinin
korunmasina yardim ederler. Bu hiicreler potasyuma yiiksek derecede gegirgendir ve
artmig potasyum miktarini iglerine alarak komsu néronlar1 fazla potasyumdan korurlar
(35). Bununla birlikte sinaptik bolgeden salinan nérotransmiterleri tutabilirler ve bu
cevredeki transmiterleri uzaklastirarak sinaptik aktiviteleri diizenlemeye yardimei
olurlar (24,54). Bu norotranmiterlere glutamat ve dopamin &rnek verilebilir (33).
Ayrica, astrositler noronal metabolizmanin bir merkezi olup bazi aminoasitlerin
beyindeki sentez yeridir (19,35). Astrositler enerji metabolizmasi igin gerekli glukozu
laktik asite doniistiirerek noronlara verirler ve noronlar da enerji metabolizmasi igin
piriivata ¢evirirler. Astrositler bulundurduklari karbonik anhidraz enzimiyle asit-baz

dengesini diizenler (35).
Glialarin farkli yasamsal gorevleri asagidaki gibi 6zetlenebilir (19, 24, 36):

1. Noronlart destekleyerek beyin dokusunu olustururlar. Bununla birlikte néron
gruplarii ve sinaptik baglantilar1 birbirinden ayirirlar.

2. Oligodentrositler ve Schwann hiicreleri sinir hiicre aksonlarmi izole eden
miyelin tabakayi olusturarak elektriksel iletimin daha hizli olmasin1 saglarlar.

3. Bazi glia hiicreleri siipiiriicii olup hasar ya da noronal 6liimlerden sonra kalan

artiklar1 uzaklastirirlar.
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4. Glia hiicreleri néronlar arasindaki uyarilari kolaylastirirlar. Ornegin, bazi glialar
sinaptik ileti sirasinda noronlardan saliman kimyasal transmiterleri alarak
ortamdan uzaklastirirlar.

5. Beyinin gelisimi sirasinda radial glia gibi belirli glia hiicre ¢esitleri ndron
gociine rehberlik ederler ve akson biiylimesine yol gosterirler.

6. Bazi durumlarda, omurgalilarin sinir kas kavsaginda oldugu gibi, glia hiicreleri
presinaptik uctaki 6zellikleri aktif olarak diizenler.

7. Bazi glia hiicreleri 6rnegin astrositler, kan beyin engelinin olusumuna katkida
bulunarak kandan beyine toksik maddelerin girisini engellemis olurlar.

8. Sinaps olusumu ve sinaptik plastisiteyi diizenleyen biliylime faktorleri ile
noromodiilatorleri salarak glia hiicrelerinin sinapslarla iligkisini slirdlirmesini
saglarlar ve sinir hiicrelerinin beslenmesine yardim ederler. Bu norotrofik
faktorler arasinda, sinir biiylime faktorii (NGF), beyin kokenli norotrofik faktor
(BDNF), glia kokenli norotrofik faktor (GDNF), siliar norotrofik faktdr (CNTF),
glia kokenli neksin, epidermal biliylime faktor (EGF) ve hepatosit biiylime
faktorii (HGF) bulunmaktadir.

Bedende olusan tiimdrler merkezi sinir sistemini ii¢ yolla etkileyebilirler. Bunlardan
ilki beyin, omurilik veya ¢evre yapilarinda gelisen primer tiimérlerdir. Ikincisi, bedenin
bagka bir yerindeki primer tliimoriin merkezi sinir sistemine yayilmasiyla olusan
metastatik timérlerdir. Ugiincii bir yol ise bedenin bagka bir bolgesinde bulunan bir
timor dolayli olarak merkezi sinir sisteminde hasar yaratabilir (14). Merkezi sinir
sisteminde olusan tiimorlerin en genis grubu glial tiimorlerdir (15). Glial tiimorlerin
olusumunda genetik faktorlerin 6nemli bir yer tuttugu bilinmektedir. Genetik yapiya ait
degisikliklerin iki tanesi 6n plandadir. Bunlarin biri hiicre boliinmesini ortaya ¢ikaran
onkogenlerin varlig1 digeri ise timor baskilayict genlerini kaybetmis hiicrelerin ortaya
cikmasidir. Tiimor baskilayic1 genler astrositomalarin 10. ve 17. kromozomlarinda
yerlesmislerdir (47). Baz1 kimyasallar ve bedenin bas kisminin rontgen 1sinlarina maruz
kalmasinin hiicre genetigini bozdugu ve astrositoma olusumuna neden oldugu
diistiniilmektedir. Organizmanin zayif immun yaniti da tiimdér olusumunu
kolaylastirmaktadir. Glial tiimoérlerinin igerisinde en sik goriileni ise glioblastoma

multiformedir (GBM). Glioblastoma multiforme, hiicrelerin merkezi sinir sistemine
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yayilmasi sonucu norolojik fonksiyon kaybina ve sonrasinda 6liime yol acan bir kanser
tirtidiir (16). Malign astrositoma olarak da bilinen GBM hiicreleri fusiform, yuvarlak ve
kromatince zengindir. Malign asrositomalar anjiogenesisi onemli derecede uyarirlar. Bu

degisikligin hiicre genetigiyle ilgili oldugu diistintilmektedir (25).

C6 hiicreleri, kanserli sigan glia hiicre dizisidir ve yiiksek boliinme hizina sahiptir.
Malign glioblastoma o6zellikleri olan endotel ¢ogalmasi, hiicre gogii, hiicre
cekirdeklerindeki farklilik, tiimor nekroz odaklar1 ve timor i¢i kanama gibi 6zellikler
C6 hiicrelerinde de goriiliir (16). Hayvan beyin tiimorlerinin insan beyin timorleriyle
olan benzerlikleri, klinikte parametrelerin tanimlanmasi ve dogru tedavinin uygulanmasi
acisindan yol gostericidir. C6 sigan glioma tiimér modeli insan gliobastomasina

benzerliginden dolay1 deneysel ¢alismalarda sik kullanilmaktadirlar (16).
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8. YONTEM ve GEREC

8.1. Mantar Ekzopolisakkaritinin Elde Edilmesi

Bu calismada kullanilan makrofungus kiiltlirleri  Eskisehir Osmangazi
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Ogretim Uyelerinden Dog. Dr.
Mustafa Yamag¢ ve calisma arkadaslar1 tarafindan toplanmis, isimlendirilmis ve

vejetatif misel formunda izole edilmistir.

Mantarlardan ekzopolisakkaritin elde edilmesi i¢in gerekli olan kiiltiir, stok
kiiltiirden alinip Potato Dekstroz Agar ve Malt Agar besiyeri igeren petrilere ekilerek
27 °C’ de 7 giin siire ile inkiibe edildi (26). Gelisen misellerden steril bistiiri yardimi ile
esit biytikliikte parcalar kesilerek alindi. Cikarilan pargalar, 100 mL Potato Malt
Medium (PMP) igeren 250 mililitrelik erlenlere aktarildi. Erlenler 27 °C’ de 100
devir/dakika hizindaki calkalamali etiive yerlestirildi. Dort giinliik inkiibasyon siiresi
sonunda ¢ogalan hiicreler (28) Heidolph model homojenizator yardimi ile karistirild
(Sekil 8). Daha sonra 500 mL PMP iceren 1000 mililitrelik erlenlerin her birine 20 mL
karisim aktarilarak 27 °C ve 100 devir/dakikalik ¢alkalamali etiive yerlestirildi. Yedi
giinliik inkiibasyon siiresi sonunda erlenler icindeki kiiltiirler siiziilerek cokelti ve
stizlintii olarak iki kisma ayrildi (Sekil 9). Her siiziintii, hacminin 4 kat1 kadar % 96’11k
alkol eklenerek calkalandi ve 1 gece boyunca 4 °C’ deki buzdolabinda bekletildi. Ertesi
giin bu sivi 7500 devir/dakikada 10 dakika g¢evrildi. Santrifiijleme islemi sonucunda
dibe ¢oken ekzopolisakkarit kiiciik kaplara aktarildi ve bir gece boyunca eksi 80 °C’
deki derin dondurucuda bekletildi. Daha sonra liyofilizatérde liyofilize edilen

ekzopolisakkarit toz haline getirilerek sonraki ¢aligmalarimizda kullanildi (26, 27, 38).
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Sekil 8: Potato Malt Medium igeren erlenlerde biiyliyen miseller.

Sekil 9: Filtre kagidi yardimi ile ¢okelti ve siiziintii olarak ikiye ayrilan besiyeri
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8.2. Glia Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Hiicre kiiltiirii  fizyolojik ve patolojik olaylarin  arastirilmasi,  sinyal
mekanizmalarinin agiklanmasi, gen ekspresyonunun diizenlenmesi, hiicre ¢gogalmasi ve
hiicre 6liim olaylarinin aydinlatilabilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
Cogu hiicre kiiltiirleri % 95 O, ve % 5 CO; ile temel olarak hiperoksit bir ortamdir.

Hiicreler bu in vitro ortama uyum sagladig siirece gelisir ve ¢ogalirlar.

8.2.1. Kiiltiir Oncesinde Yapilan Hazirhiklar

Toz halinde steril siselerde bulunan Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
(DMEM, Sigma) bir litrelik steril ve deiyonize su i¢ine eklenerek besi ortami hazirlandi.
Bu besi ortami, onceden steril edilmis siselere 0,22 mikrolitrelik filtrelerden enjektor
yardimu ile gegcirilerek sterilize edildi ve buzdolabinda 4 %C’ de muhafaza edildi. Fetal
dana serumu (FCS, Sigma) ve penisilin + streptomisin (Sigma) kiigiik hacimlere
béliinerek eksi 20 °C buzdolabinda saklandi.

8.2.2. C6 Hiicrelerinin Ekimi

Onceden eksi 80 °C sivi nitrojen igerisine konularak saklanmis olan sican glioma
hiicreleri (C6) nitrojen tankindan ¢ikarildiktan sonra oda sicakliginda ¢oziildii. Hiicreler
¢oziildiikten sonra DMEM, %10 FCS ve %1 penisilin + streptomisin karigimini igeren
santrifiij tiipii icinde 1000 devir /dakika ve 4 °C de 5 dakika dondiiriildii. Ustteki sivi
atilarak dondurma isleminde kullanilan dimetil siilfoksit (DMSO) uzaklastirilmis oldu.
Dipteki hiicreler, igerisinde besiyeri bulunan flasklara ekilerek 37 °C, % 5 CO, ve %
100 nem igeren inkiibatére kondu. Inkiibatdrde bulunan flasklar, ilk iki giin yerinden
oynatilmamak sartiyla, kulucka siiresince inverted mikroskop (Olympus) ile kontrol
edilerek hiicrelerin biiyiimeleri gozlendi. Eskiyen besiyerleri igerigi pipet yardimiyla
bosaltilarak, igerisinde 0.1mL penisilin + streptomisin, 1mL FCS ve 8.9 mL DMEM
bulunan besiyeriyle 2-3 giinde bir yenilendi. Hiicreler flask tabanini %85-90 oraninda

kapladiktan sonra deneye alindi (58).
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8.2.3. C6 Hiicrelerinin Deneye Alinmasi

Flasklarin tabanmi kaplayan hiicrelerin besiyeri pipet yardimiyla cekildi ve
atildi. Daha sonra flasklar Ca™ ve Mg" igermeyen Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS, Sigma) ile yikanarak flaskta kalan proteinler uzaklastirilir. Flaskta kalan
hiicreler 5 dakika % 0,25 tripsin-EDTA (Sigma) ile yikanarak tabandan uzaklastirildi ve
4 °C’de 1200 devir/dakikada 5 dakika déndiiriildii. Ustte kalan sivi atildi ve altta kalan
hiicre ¢okeltisinden bir damla pipet yardimi ile alinarak thoma laminda 1 mililitrede
bulunan hiicre sayisi belirlendi. Her bir kuyucuga 2x10* hiicre gelecek sekilde 96
kuyucuklu kaplara ekildi ve 24 saat sonra hiicreler mantar ekzopolisakkaritleriyle

muamele edildi.

8.2.4. Ekzopolisakkarit Dozlarinin Hazirlanmasi

Kullandigimiz biitiin ¢ozeltiler her deneyden once taze olarak hazirlandi.
Calismamizda kullandigimiz mantar tiirlerinden toz halinde elde edilen ekzopolisakarit

DMEM ig¢erisinde ¢oziildii ve seyreltilerek 0.4, 1, 2, 4 ve 6 ng/mL dozlar1 hazirlandi.

Deney Gruplari:

Her bir deney grubu en az ii¢ kere tekrar edildi.

1. Kontrol gruplari: C6 hiicrelerine sadece besi yeri uygulandi.

2. Laetiporus sulphureus grubu: C6 hiicrelerine 0.4, 1, 2, 4 ve 6 ug/mL
dozlarindaki Laetiporus sulphureus’a ait ekzopolisakaritin bir grup i¢in 24 ve
diger bir grup i¢in 48 saat uygulandi.

3. Coprinus comatus grubu: iki grup olarak 0.4, 1, 2, 4 veya 6 ng/mL dozlarinda
Coprinus comatus 'un ekzopolisakariti 24 ve 48 saat siireyle C6 hiicrelerine
uygulandi.

4. Polyporus squamosus grubu: C6 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle bu mantarin

ekzopolisakariti 0.4, 1, 2, 4 ve 6 ug/mL dozlarindan ayr1 ayri uygulandi.
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5. Lentinus strigosus grubu: C6 hiicrelerine 0.4, 1, 2, 4 ve 6 pg/mL Lentinus
strigosus ekzopolisakaritinin dozlar1 bir grup ig¢in 24 ve digeri i¢in 48 saat
uygulandi.

6. Lenzites betulina grubu: Her iki grup i¢in 0.4, 1, 2, 4 veya 6 ng/mL dozlarinda
Coprinus comatus ekzopolisakkariti 24 ve 48 saat uygulandi.

7. Fistulina hepatica grubu: C6 hiicrelerine 0.4, 1, 2, 4 ve 6 ug/mL Fistulina

hepatica’ nin ekzopolisakkarit dozlar1 her grup igin 24 ve 48 saat uygulandi.

8.3. Hiicre Canhili@inin Belirlenmesi

ilk olarak Mosmann tarafindan tanimlanan 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoliumbromid (MTT) yo6ntemi, hiicrelerin canliligin1 gosteren basarili bir
yontemdir (40). Bu yontem genellikle daha hizli ¢ogalan ve mitokondrial aktivitesi
yiiksek olan hiicre dizileri i¢in uygundur. Ozellikle kanserli hiicreler iizerinde yapilan
ilag denemelerinde ve doz ayarlanmasinda hiicre canliliginin tespit edilmesi igin sikc¢a
kullanilan pratik bir yontemdir.

MTT hiicrelere aktif olarak girebilen, mitokondriye bagli bir dizi reaksiyonla
mor renkli, suda ¢6ziilmeyen {iriin olan formanzana indirgenebilen bir maddedir. Olusan
formazan hiicre zarin1 gegemedigi igin hiicrenin i¢inde toplanmaktadir. DMSO veya
diger uygun ¢oziicii ilavesi ile {irtin ¢ozilip serbest kalabilir ve kolorimetrik olarak
tespit edilebilir. Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi, hiicre canlilifinin 6lgiisii olarak
alinabilir ve MTT analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu, canli hiicre sayisi ile

korelasyon gostermektedir.

MTT her deneyden once taze olarak 5 mg/L PBS i¢inde ¢oziilerek hazirlandi ve
0.22 mikrolitrelik filtre kullanilarak steril edildi. Hiicrelere 24 saatlik ekzopolisakkarit
uygulanmasinin ardindan her bir kuyucukta bulunan 250 pL besi ortami igine 25 uL
MTT ¢ozeltisi eklenerek 37 °C de 4 saat inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda
kuyucuklarda bulunan tiim besi ortami1 alindi ve her kuyucuga 100 uL DMSO eklendi.
Kiiltiir kaplar1 1siktan korunarak ve galkalanarak 3-5 dakika bekletildi. Olusan formazan
boya absorbansi 550 nm’de kiiltiir kab1 okuyucusunda (BioTek) okundu (10). MTT
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irtinii olan formazan yasayan hiicre sayisi ile iligki gdsterdiginden, ekzopolisakkarit
verilen kuyucuklarda okunan optik yogunluk kontrole gore yasayan hiicrelerin

yiizdesine ¢evrildi. Bu islem i¢in asagidaki formiil kullanildi.

Her bir kuyucuktaki ekzopolisakkarit verilen hiicre absorbansi1 X 100

Kontrol hiicrelerinin ortalama absorbansi

Elde edilen veriler tek yonlii varyans analizi ve ardindan Tukey’in ¢ok yonlii
karsilastirma yoOntemiyle istatiksel olarak degerlendirildi. Anlamlilik diizeyi olarak

p < 0.05 kabul edildi.
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9. BULGULAR

Her bir mantar tiiriinden elde ettigimiz ekzopolisakkarit 0.4, 1, 2, 4 ve 6 ug/mL
dozlarinda glioma hiicrelerinin in vitro yasam ortamina ayri ayri eklenerek etkileri

arastirilmistir.

Coprinus comatus mantarindan elde edilmis olan ekzopolisakkarit 0.4, 1, 2, 4 ve
6 pg/mL dozlar1 C6 hiicrelerine 24 ve 48 saat slireyle uygulandi. Kontrol grubu %100
olarak kabul edildiginde 0.4 ve 1 pg/mL dozlari canli hiicre oraninda zamana ve doza
bagl bir degisiklige neden olmamistir. Diger 2 pg/mL, 4 pg/mL ve 6 pg/mL dozlar
kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunmus, fakat bu gruplar kendi
aralarinda kiyaslandiginda anlaml bir fark géstermemislerdir. iki png/mL dozun 24 saat
sonra glioma hiicrelerini % 59 oraninda, 4 ve 6 ng/mL dozlarinin her ikisi de 24 saat
sonra hiicreleri % 69 oraminda 6ldiirdiigii saptanmustir. iki, 4 ve 6 pg/mL dozlarinin 48
saat sonra yasayan hiicre oranim sirastyla % 53, % 70 ve % 70 dolayinda 6ldiirmesine
ragmen, zaman farki gdstermemistir. iki pg/mL dozu ile 4 ve 6 pg/mL dozlar arasinda

azda olsa doz farki olusmustur (** : p<0.01, ***: p<0.001, Sekil 10).

120 —— 24 saat
—— 48 saat
100
s 80
s
S 60
5
E
E 40
o
20 [ *%k%k
0
K 0.4 1 2 4 6

Konsantrasyonlar (pg/ml)

Sekil 10: Coprinus comatus mantarinin 24 veya 48 saatte C6 hiicrelerine etkisi.
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Fistulina hepatica mantarinin 0.4, 1, 2, 4 ve 6 pg/mL dozlar1 C6 hiicrelerine 24
ve 48 saat siireyle uygulandi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, 0.4 pg/mL dozu 24
ve 48 saat sonra hiicre sayisinda bir degisiklik gostermemistir, fakat 1 pg/mL dozu 24
saat sonra glioma hiicrelerini % 13 oraninda, 48 saat sonra ise % 39 oraninda (p< 0.001)
oldiirmiistiir. Iki, 4 ve 6 pg/mL dozlar1 kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur (p< 0.001). Fakat bu gruplarin kendileri arasinda
zamana ve doza bagli bir fark bulunamamustir. 1ki, 4 ve 6 pg/mL dozlar1 24 saat sonra
glioma hiicrelerini sirastyla % 35, % 37 ve % 38 oraninda; 48 saat sonra ise 2 pg/mL
dozunun % 44, 4 ve 6 pg/mL dozlarinin % 45 oraninda glioma hiicrelerini 6ldirdigi
tespit edilmistir. Uygulama siiresi uzatildiginda 1 pg/mL dozu zamana bagli belirgin bir
etki gostemistir, fakat Fistulina hepatica mantarinin 2, 4 ve 6 pg/mL dozlari arasinda

zamana ve doza bagli olarak bir degisiklik saptanmamustir (Sekil 11).

—— 24 saat
120 —i— 48 saat
100
s
=
g 80 *kk Tk *hKk
g * & —s
Hes [ \ 4
i 60 n F F
g *%k%k *kk *kKk
Q 40 t
20 -
0
K 0.4 1 2 4 6

Konsantrasyonlar (pug/mL)

Sekil 11: Fistulina hepatica mantarinin C6 hiicrelerine 24 ve 48 saatte etkisi.
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Kontrol grubunu % 100 olarak kabul ettigimizde Lentinus strigosus mantarinin
0.4, 1 ve 2 pg/mL dozlar1 C6 hiicre sayisinda istatistiksel olarak zamana ve doza bagl
anlaml bir fark gostermemistir. Fakat 4 pg/mL ve 6 pg/mL dozlari, kontrol grubu, 0.4
pug/mL, 1 ug/mL ve 2 pg/mL dozlariyla kiyaslandiginda anlamli oranda bir hiicre
6limiine neden olmuslardir. Sadece 4 ug/mL dozu glioma hiicrelerini 24 saat sonra %
27 oraninda (p<0.001) ve 48 saat sonra % 28 oraninda (p<0.001) oSldiirdiigiinden
zamana bagl bir farklilik gézlenmemistir. Tek basina 6 pg/mL dozu 24 saat sonra % 71
ve 48 saat sonra % 79 oraninda yasayan hiicre sayisinit azaltmigtir (p<0.001). Burada 4
ve 6 png/mL dozlar1 arasinda doza bagl olarak yaklasik % 50 oraninda 6nemli bir fark
vardir (Sekil 12).

—— 24 saat
——48 saat

120 -

100

80

60

40
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Konsantrasyonlar (pg/ml)

Sekil 12: Lentinus strigosus mantarinin 24 ve 48 saatte C6 hiicrelerine etkisi.
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Laetiporus sulphureus mantarindan elde edilen ekzopolisakkarit, 0.4 pg/mL
dozunun 24 ve 48 saatlik uygulamalarin1 kontrol grubuyla kiyasladigimizda hiicre
6liimiine neden olmamustir. Benzer sekilde 1 pg/mL dozunun 24 saatlik uygulamasinda
da anlamli bir fark gézlenmemistir. Fakat 1 ug/mL dozunun 48 saat sonraki hiicre
6ldirme oraninda kontrol grubuyla kiyaslandiginda % 35 farklilik saptanmistir
(p<0.001). iki, 4 ve 6 pg/mL dozlar1 kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gostermistir. Iki, 4 ve 6 pg/mL dozlarinin 24 saat sonra glioma
hiicrelerinin % 36, % 54 ve % 63 oraninda (p<0.001) ; 48 saat sonra sirasiyla % 48, %
74 ve % 78 oraninda (p<0.001) dliimiine neden oldugu tespit edilmistir. Zamana bagli
olarak 1 pg/mL dozunun 24 saatlik uygulamasi etkisiz kalirken, ayn1 dozun 48 saatlik
uygulamasi % 35 oraninda hiicre 6liimiine neden olmasiyla en belirgin sekilde ortaya
cikmistir. Toksik etkinin doza bagliligi, doz 1 pg/mL’ den 6 pg/mL’e ¢ikinca 6ldiiriicli
etkinin 48 saat sonra % 35’den % 78’¢ ulagmasiyla belirginlesmistir (Sekil 13).

—— 24 saat
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Sekil 13: Laetiporus sulphureus mantarinin 24 ve 48 saat sonra C6 hiicrelerine etkisi.
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C6 hiicrelerine Polyporus squamosus mantarina ait ekzopolisakkarit 24 ve 48
saat siireyle 0.4, 1, 2, 4 ve 6 pg/mL dozlarinda uygulandi. Kontrol grubunu % 100
olarak kabul ettigimizde 0.4 ve 1 pg/mL dozundaki salgi 24 saat uygulama sonunda
hiicre yasam oranini zamana ve doza bagh olarak degistirmemistir. Fakat 1 ug/mL
dozunun inkiibasyon siiresi 24 saatten 48 saate uzatildiginda hiicreleri % 18 oraninda
(p<0.01) oldiirdiigii tespit edilmis ve kontrol grubuna gére anlamli bir fark bulunmustur.
Bu degisim, etkinin zamana bagliliginin agik gostergelerinden birisidir. Ayrica 2, 4 ve 6
pg/mL dozlart kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olusturmustur (p<0.001). iki, 4 ve 6 pg/mL dozlarinin 24 saat sonra glioma hiicrelerini
sirastyla % 27, % 59 ve % 61; 48 saat sonra ise % 51, % 68 ve % 69 oraninda
oldiirdiigi saptanmistir. Dort ve 6 pg/mL dozlar arasinda zamana ve doza bagl
degisiklik gozlenmemistir. Doza bagimliligi en belirgin olarak dozun 1 pg/mL’den 6
ng/mL dizeyine c¢ikartilinca oOldiriciliigin % 18’den % 69’a c¢ikarilmasiyla

gosterilmistir (Sekil 14).
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Sekil 14: Polyporus squamosus mantarmin 24 ve 48 saatte C6 hiicrelerine etkisi.
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Lenzites betulina mantarinin 0.4 ve 1 pg/mL dozlar1 zamana ve doza bagl bir
etki gostermemistir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda 2 pg/mL dozu 24 saat sonra
glioma hiicrelerini % 13 oraninda dldiirmiistiir, fakat istatistiksel olarak anlamli degildir
(p>0.05). Ayn1 doz 48 saat sonra glioma hiicrelerini % 42 oraninda oldiirerek
istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermistir (p<0.001) ve zaman bagimliliginin
belirginlesmesine neden olmustur. Elde edilen sonuglara gore 4 ve 6 pg/mL dozlar
kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir fark saptanmistir fakat bu dozlarin
degerleri kendi aralarinda karsilastirildiginda zamana ve doza bagli bir fark tespit
edilmemistir. Dort ve 6 pg/mL dozlarin 24 saat sonra glioma hiicrelerini sirasiyla %
42 (p<0.01) ve % 47 (p<0.001); 48 saat sonra sirasiyla % 59 ve % 58 oraninda
(p<0.001) o6ldiirdiigii tespit edilmistir. Bu mantara ait ekzopolisakkaritin hiicre 6ldiirme

etkisinin % 13’ten % 59’a ¢ikmasi doz bagimliliginin agik belirtisidir (Sekil 15).
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Sekil 15: Lenzites betulina mantariin 24 ve 48 saatte C6 hiicrelerine etkisi.
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10. TARTISMA

En diisiik doz olan 0.4 pg/mL hari¢ 1, 2, 4 ve 6 pg/mL dozlarinda uyguladigimiz
alt1 farkli mantar tiiriniin ekzopolisakkariti kontrol grubuna gore glioma hiicrelerinin
yasam oraninda zamana ve doza bagli olarak anlamli bir diisiise neden olmustur. Mantar
ekzopolisakkaritlerinden Lentinus strigosus’un 6 pg/mL dozu 48 saat sonra en fazla
% 79 oraninda hiicre Oliimiine neden olmustur. Brezilya’da yapilan bir ¢alismada
Lentinus strigosus 'un CCB 162 ve CCB 178 kodlu mantarin melanoma kanseri (UACC-
62), meme kanseri (MCF-7), bobrek kanseri (TK-10) ve periferik kan mononiiklear
hiicreleri (PBMC) {izerine etkisi arastirilmistir. Lentinus strigosus mantart melanoma,
meme, bobrek kanserleri ve PBMC hiicrelerinin tamamini baskiladigi, fakat CCB 178
kodlu mantarin bunlarin ancak % 33’nii baskiladigi bulunmustur (45). Lentinus
strigosus ile ayni cinsten olan Lentinus edodes in ekzopolisakkariti in vitro ortamda
insan hepatoma (SMMC-7721) hiicreleri ve in vivo ortamda S-180 tiimor hiicreleri
astlanan farelerde etkisi arastirilmigtir. SMMC-7721 hiicreleri 50 mg/L mantar
ekzopolisakkaritiyle, S-180 tiimorii verilmis farelere 24 mg/ kg 15 giin boyunca
asilanarak agirliklar1 6l¢iilmiis ve sonugta hiicre boliinmesinin azaldigi tespit edilmistir
(47). Yapilan bagka bir ¢caligmada ise bu mantar tiiriinden elde edilen ekzopolisakkaritin
50-150 mg/kg dozlar diabetli siganlara verilmistir. Yedi giin boyunca agizdan verilen
mantar ekzopolisakkariti 150 mg/kg dozunun serum glikoz oranimi1 % 21.1 azalttigi
tespit edilmistir (57).

Kullandigimiz  Coprinus comatus mantarinin  ekzopolisakkaritin - glioma
hiicrelerini zamana ve doza bagli olarak oldiirdiiglinii saptadik.  Calismamizi
destekleyen bir calismaya gore Coprinus comatus mantar tiiriinden elde edilen
ekzopolisakkarit meme kanserine karsi yeni bir ajan olarak tanimlanmistir. Bu
antikanser aktiviteye gore; hem Ostrojen reseptorii bagimli hem de estrojen reseptor
bagimsiz meme kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi baskilanmis, hem Ostrojen reseptorii
bagimli ve reseptér bagimsiz hiicrelerin apoptozunu hizlandirmistir. Ayrica, MCF-7
hiicrelerinin =~ koloni  olusturmasmni  baskilamistir.  Bu  ¢alismada  mantar
ekzopolisakkaritinin doza bagli olarak hiicre o6liimiine neden oldugu vurgulanmistir

(17). Yapilan diger bir ¢alismada ise Coprinus comatus ve Ganoderma lucidum
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mantarlarinin, kanserli prostat hiicrelerine (LNCaP) etkisi arastirilmistir. Bu mantarlarin
ICs0 degeri sirasiyla 28.3 ve 44.8 pg/mL oldugu bulunmustur. Ayrica yiiksek
konsantrasyondaki C. comatus salgisinin hiicrelerin % 50° den fazlasimi 6ldiirdiigi
belirtilmektedir. C. comatus ve G. lucidum ile muamele edilen hiicrelerin yiiksek
konsantrasyondaki salgilarda % 69 ve % 77 oraninda G1 fazinda biriktigi,
konsantrasyon miktar1 azaldiginda S fazindaki oranin % 10 ve % 3 oldugu tespit
edilmistir (59).

Calismamizda kullandigimiz mantar tiirlerinin ekzopolisakkariti glioma kanseri
tizerine etkileriyle ilgili veriler az sayidadir. Fakat Polyporacea sinifinda yer alan
Laetiporus, Lenzites ve Polyporus cinsi mantarlar1 sarkoma 180 solid kanserine karsi
% 70-90; ehrlich solid kanserine karst % 70-100 oldiriicii etki gostermistir (31).
Fistulinaceae sinifindan Fistulina cinsi mantar sarkoma 180 kanserine karst % 80;
ehrlich solid kanserine karst % 90 oldiiriicii aktivite gostermistir (41, 56). Polyporacea
simifi 6rneklerinden olan fakat ¢alismamizda kullanmadigimiz Ganoderma lucidum
mantarindan elde edilen mantar salgisinin insan meme kanseri hiicrelerinin (MCF-7)
yasam dongiisii iizerine etkisi arastirilmistir. Elde edilen ekzopolisakkaritlerin 100-500
pg/mL dozlarinda 12, 24, 36 ve 48 saat hiicrelere uygulanmistir. Mantar salgisinin
zamana ve doza bagl olarak hiicrelerin cogalmasini engellemistir. 500 pug/mL 48 saatte
hiicrelerin hemen hemen % 70’ini baskilamistir. Bu ¢alismada ayrica hiicrelerin G1
fazinda biriktigi ve 12-48 saatlik muameleden sonra G1 fazinin arttif1 ayrica bir¢ok
hiicrenin S ve G2/M fazinda azaldig1 belirtilmistir (22). Yapilan diger bir ¢alismada bu
mantar tiiriinden izole edilen % 95°1 polisakkarit ve % 5’ 1 proteinden olusan yapinin
interleukin (IL)- 1P, timor nekrosis faktér (TNF)-a, insan monosit ve makrofaj
hiicrelerindeki IL-6 ve T lenfositlerindeki interferon (IFN)-y uyardigi bulunmustur (60).
Yine bu mantardaki polisakkarit yapinin sinir hiicrelerini uyararak olgunlagmaya tesvik
ettigi, IFNy, granzim B ve mMRNA ekspresyonunu artirdigi, sinir hiicrelerinin aktivitesini
NF-kB ve p38 MAPK yoluyla artirdigi belirtilmektedir (31). G. lucidum ile yapilan
baska bir ¢alismada bu mantarin sigan hepatoma, sarkoma S-180 ve retiikiilosit sarkoma
L-II hiicreleri tizerine etkisi arastirilmistir. Elde edilen verilere gore ii¢ kanser tiiriinde

de doza bagli olarak hiicrelerin % 80- 90 oraninda baskilandig1 bulunmustur (32).
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Yapilan literatiir taramalarinda C6 glioma hiicreleri ile ¢alismamizda
kullandigimiz alt1 farkli mantar tiirline ait calisma bulunamamustir, fakat farkli
orneklerin bulundugu tespit edilmistir. G. lucidum mantarina ait terpenoid (GLme) ve
asidik terpenoidleri (GLpme) igeren salgilarin sigan melanoma hiicrelerini baskiladigi
tespit edilmistir. Buna ek olarak GLme’nin hem fare fibrosarkoma (L929) hem de sigan
astrositoma (C6) hiicrelerine kars1 antikanser etki gosterdigi tespit edilmistir (55).

Calismalarimizda kullandigimiz alti farkli mantar tiiriiniin salgilar1 glioma
hiicrelerinin gogalmasini baskilayarak zamana ve doza bagli olarak anti-kanser etki
gostermektedir. Elde ettigimiz veriler kanseri dnleme konusunda umut verici olsa da

tilkemizde bu caligmalarla ilgili yeterli ¢calisma bulunmamaktadir.
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11. SONUC

Yapilan literatiir calismalarinda o6zellikle Dogu iilkelerinde ¢esitli mantar
tiirlerinin kanser tedavisinde kullanildig1r goriilmektedir. Calismamizda kullandigimiz
farkli mantar tlirleri glioma hiicrelerinin ¢ogalmasini zamana ve doza bagli olarak
etkilemistir. Ozellikle Lentinus strigosus’ un 6 pg/mL dozunun % 79 oraninda hiicre
6liimiine neden oldugu tespit edilmistir.
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