T.C
INONU UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BEYAZ CURUKCUL FUNGUSLARIN ANTIMIKROBIYAL VE
SITOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

AYFER KILIC

DOKTORA TEZi
BiYOLOJi ANABILIM DALI

EKiM 2017



T.C
INONU UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BEYAZ CURUKCUL FUNGUSLARIN ANTIMIKROBIYAL VE
SITOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

AYFER KILIC

DOKTORA TEZI
BIYOLOJI ANABILIM DALI

EKiM 2017



Tezin Baghig : Beyaz Ciiriik¢iil Funguslarin Antimikrobiyal Ve
Sitotoksik Etkilerinin Aragtirilmasi

Tezi Hazirlayan : Ayfer KILIC
Sinav Tarihi 12017

Yukarida ad1 gegen tez jiirimizce degerlendirilerek Biyoloji Anabilim Dalinda Doktora
Tezi olarak kabul edilmistir.

Sinav Jiiri Uyeleri
Tez Danismani: Prof. Dr. Ozfer YESILADA
Tez Yrd. Danigmani: Dog. Dr. Elif APOHAN

Prof. Dr. Ahmet CABUK

Prof. Dr. Birgiil OZCAN

Prof. Dr. Dilek ASMA

Prof. Dr. Halil ibrahim ADIGUZEL
Enstitii Miidiirii



ONUR SOZU

Doktora tezi olarak sundugum “Beyaz Ciiriik¢iil Funguslarin Antimikrobiyal
ve Sitotoksik Etkilerinin Arastirilmasi” baslikli bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve
geleneklere aykirt diisecek bir yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve
yararlandigim biitiin kaynaklarin hem metin i¢cinde hem de kaynakcada yontemine

uygun bigimde gosterilenlerden oldugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.
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OZET
Doktora Tezi

BEYAZ CURUKCUL FUNGUSLARIN ANTIMIKROBIYAL VE SITOTOKSIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ayfer KILIC

Inénii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
116 + xi sayfa
2017
Danisman: Prof. Dr. Ozfer YESILADA
Yrd. Danisman: Dog. Dr. Elif APOHAN

Bu c¢alismada Trametes versicolor’un 2 farkli susu; Trametes versicolor ATCC
200801, Trametes versicolor (H) ve Trametes trogii’nin 2 susu; Trametes trogii (A)
ve Trametes trogii (1) kullanildi. ilk olarak bu suslarin ekzopolisakkarit (EPS) iiretim
aktivitesi arastirildi. Bu funguslar EPS iiretebilmistir. EPS kismi oranda
¢oziilebilmistir ve bu nedenle yeterli sitotoksik ve antimikrobiyal etKi
izlenememistir.

Calismanin ikinci kisminda, kat1 faz fermentasyonu siirecinden elde edilen
oziitlerin akciger kanseri hiicreleri (A549), saglikli akciger bronsial epitel hiicreleri
(BEAS-2B) ve kronik myeloid 16semi (KML) (K562) hiicreleri iizerine sitotoksik
etkileri tripan mavisi ve MTT yontemi ile arastirildi. Fungus 6ziitleri kanser hiicre
hatlar1 {izerine sitotoksik ve proliferasyonu baskilayic1 etki gdstermistir. Bununla
birlikte, saglikli akciger epitel hiicreleri tizerine de bu etkileri gostermislerdir. KML
hiicrelerine etkili konsantrasyonlar akciger kanser ve saglikli epitel hiicrelerine etkili
konsantrasyonlardan daha diisik bulunmustur. Sonuglar, fungal o6ziitlerin farkl
kanser hiicre hatlar1 {izerine farkli etki yapabilecegini gostermektedir. A549 ve
BEAS-2B hiicrelerinde, konsantrasyonlar ile dogru orantili bir sekilde kaspaz
aktivitesinde artis gozlendi. T. versicolor ATCC 200801, T. versicolor (H) ve T.
trogii (A) oziitlerinin konsantrasyonuna bagli olarak K562 hiicrelerindeki kaspaz-3
aktivitesi basta artarken yiiksek konsantrasyonlarda azalmistir.

Antimikrobiyal aktivitenin tespiti i¢in 2 farkli test yontemi (disk difiizyon ve
minimum inhibe edici konsantrasyon (MiK)) uygulandi. Kat1 faz 6ziitleri (50 mg/ml)
uygulanmis disklerle yapilan calisma sonuclari Oziitlerin bakteriler {izerine
Haemophilus influenzae disinda herhangi bir antimikrobiyal etkisinin olmadigini
gosterdi. T. versicolor ATCC 200801 oziitiiniin MIK degerleri Bacillus cereus ve
Bacillus subtilis tizerine 6.25 mg/mL iken Candida albicans ve Candida tropicalis’e
12,5 mg/mL olarak saptandi. Diger bakteriler iizerine herhangi bir antibakteriyel etki
gozlenmedi. T. versicolor (H) &ziitiiniin MIK degerleri Salmonella typhi NCTC
8394, B. cereus, B. subtilis, C. albicans ve C. tropicalis iizerine sirasiyla 12,5
mg/mL, 12,5 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6.25 mg/mL ve 6.25 mg/mL olarak saptand1. T.
trogii (A) ve T. trogii (i) ise yalnizca S. typhi 8394°e kars1 12,5 mg/mL MIK degeri
ile antimikrobiyal etki gosterdi.

Anahtar kelimeler: Trametes versicolor, Trametes trogii, sitotoksik aktivite,
antimikrobiyal aktivite.
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In this study, two different strains of Trametes versicolor; Trametes versicolor
ATCC 200801 and Trametes versicolor (H) and 2 strains of Trametes trogii;
Trametes trogii (A) and Trametes trogii (1) were used. Firstly, the exopolysaccharide
(EPS) production activity of these strains were investigated. These fungi were able to
produce EPS. EPS could be partially dissolved and therefore, there was not enough
cytotoxic and antimicrobial effect.

In the second part of the study, cytotoxic effects of the extracts obtained from
the solid phase fermentation process were investigated by trypan blue and MTT on
lung cancer cells (A549), healthy lung bronchial epithelial cells (BEAS-2B) and
chronic myeloid leukemia (CML) (K562) cells. Fungal extracts showed cytotoxic
and proliferative suppression effect on cancer cell lines. However, they also showed
these effects on healthy lung epithelial cells. The effective concentrations on CML
cells were found to be lower than those on lung cancer and healthy epithelial cells.
The results show that fungal extracts may have different effects on different cancer
cell lines. In A549 and BEAS-2B cells, an increase in caspase activity was observed,
which was directly proportional to the concentrations. Caspase-3 activity of K562
increased depending on the concentrations of T. versicolor ATCC 200801, T.
versicolor (H) and T. trogii (A) extracts, however, it was decreased at high
concentrations.

Two different test methods; disk diffusion and minimum inhibitory
concentration (MIC) were applied to detect antimicrobial activity. The results of
studies with solid phase extracts (50 mg/mL) showed that the extracts did not have
any antimicrobial effect on bacteria except Haemophilus influenzae. The MIC values
of T. versicolor ATCC 200801 extract were 6.25 mg/mL on Bacillus cereus and
Bacillus subtilis and 12.5 mg/mL on Candida albicans and Candida tropicalis. No
antibacterial effect was observed on the other bacteria. The MIC values of the T.
versicolor (H) extract were determined as 12.5 mg/mL, 12.5 mg/mL, 12.5 mg/mL,
6.25 mg/mL and 6.25 mg/mL on S. typhi NCTC 8394, B. cereus, B. subtilis, C.
albicans and C. tropicalis, respectively. T. trogii (A) and T. trogii (I) showed
antimicrobial activity only against S. typhi 8394 with MIC value of 12.5 mg/mL.

Key words: Trametes versicolor, Trametes trogii, cytotoxic effects, antimicrobial
effects.
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A549
BEAS-2B
Blin-1
DMSO
EPS
FBS

g

HeLa
Hep G2
HIV
HL 60
HT29
IFN
1gG
IgM

IL
K562
KML
L
LNCaP
MCF7
MDA-MB-231
MiK
mL
Molt-4
MTT
Nalm-6
NB 4
Nm
P815
PBMC
PBS

SIMGELER VE KISALTMALAR

Akciger kanser hiicresi
Akciger saglikli epitelyum hiicresi
Losemi hiicresi

Dimetil siilfoksit
Ekzopolisakkarit

Fetal bovin serum

Gram

Insan servikal kanser hiicresi
Karaciger kanser hiicresi
Human immundeficiency virus
Losemi hiicresi

Kolon kanser hiicresi
Interferon

Immiinglobulin G
Immiinglobulin M

Interlokin

Kronik miyeloid 16semi hiicresi
Kronik miyeloid 16semi

Litre

Prostat kanser hiicresi

Meme kanser hiicresi

Meme adenokanser hiicreleri
Minimum inhibe edici konsantrasyon
Mililitre

Losemi hiicresi

3-4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid

Losemi hiicresi
Losemi hiicresi
Nanometre

Mastositom hiicreleri

Normal periferal kan mononiikleer hiicreleri

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
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Polisakkaropeptid

Lenfoid tiimor hiicresi

B hiicreli lenfoma

Reaktif nitrojen aracilari
Losemi hiicresi

Sabouraud Dekstroz Agar
Sabouraud Dextrose Broth
Stok temel ortam

Insan kolorektal adenokarsinom hiicre hatt:
Yardimci T hiicre

Insan monositik hiicre hatti
Timor nekroz faktor
Losemi hiicresi

Losemi hiicresi

Xi



1. GIRIS

Uzun yillardan beri Uzak dogu’da tedavi i¢in funguslardan yararlanilmaktadir.
Son yirmi yildir Avrupa, Amerika gibi batili iilkelerde de funguslar; besin olarak
kullanimimin yani sira tedavi amaciyla kullanilmaya baslanmistir (Chatterjee vd,
2011; Roupas vd, 2012; Wasser, 2002; Pan Ming Li, 1992; Sharma, 2003). Protein
bakimindan oldukg¢a zengin olan funguslarin yag orani diigiiktiir. Ayni zamanda
yiiksek oranda karbohidrat ve lif igeriginden dolay1 diisiik kalorili olusu funguslari
besin olarak degerli kilmaktadir (Kalac®, 2009). Makromolekiillerin yani sira
vitamin, vitamin Oncileri, mineraller, iz elementler (Kalac®, 2009), 6zel
betaglukanlar gibi biyoaktif bilesikler de igerirler ve fenolik icerige bagli olarak
antioksidan ozellik gosterirler (Ferreira vd, 2009; Yaltirak vd, 2009). Funguslarin
yaklasik 14.000 tanimlanmis tiirii bulunmaktadir. Ancak 1,5 milyon tiir oldugu
tahmin edilmektedir. 2003 yilina kadar sadece %10’luk kismi bildirilmistir (Sharma,
2003). Funguslarin, genellikle, %90’1 su ve %10’u kuru agirliktir. Protein igerigi
%27-48 arasindadir, karbohidratlar %60’dan azdir, yag oram ise %2-8’dir (Crisan
and Sands, 1978; Ranzani and Sturion 1998; Morais vd, 2000). Yaklasik 35 fungus
tiirliinlin ticari kiiltiirii yapilmaktadir ve bunlardan yaklasik 20’si endiistriyel boyutta
tiretilmektedir. Diinyada en ¢ok kiiltiirii yapilan fungus; Agaricus bisporus’tur. Bunu
Lentinus edodes, Pleurotus tiirleri ve Auricula auricula, Flamulina velutipes ve
Volvariella volvacea takip etmektedir (Sanchez, 2004).

Cok wuzun yillardir funguslarin {iretimi yapilmasina ragmen, funguslar
tizerindeki temel arastirmalar ve endiistrisi son 40-50 yilda yapilmistir (Chang ve

Miles, 1989).

1.1. Tibbi Funguslar

Funguslar besin olarak kullaniminin yani sira, fizyolojik olarak yararli olmalart
ve toksik olmamalari nedeniyle tibbi agidan da oldukg¢a énemlidir (Chris vd, 2005;
Huang vd, 2008; Chatterjee vd, 2011; Wasser ve Weiss, 1999).

Tibbi funguslar Asya filkelerinde uzun yillardir kullanilmaktadir ama batili
tilkelerde kullanimi son on yilda artis gostermistir (Sharma, 2003). Antik ¢aglardan
bu yana diinya genelinde insanlar tarafindan ilag olarak kullanilmaktadir. Diinyanin

bircok yerinde funguslarin ve metabolitlerinin ¢esitli hastaliklarin tedavisinde



kullanimimi  kesfetmek igin denemeler yapilmis ve yapilmaktadir (Jose ve
Janardhanan, 2000). Funguslarin bir kismi1 geleneksel olarak sagligi korumak igin ve
kanser, inflamasyon, viral hastaliklar, hiperkolesterolemi, kan pihtilagmasi,
hipertansiyon gibi hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde kullanilmaktadir (Breene,
1990; Jong vd, 1991; Chihara, 1992; Wasser ve Weiss, 1999; Biswas vd, 2010).
Funguslarin ve metabolitlerinin en énemli 6zelligi olarak anti-neoplastik etkisi son
yillarda bilim adamlarinin dikkatini ¢ekmistir. Fungus metabolitleri genellikle
adaptojen ve imminostimiilan olarak kullanilmaktadir ve simdilerde klinik
kullanimlarda en yararli antitimoér ajan oldugu diisiiniilmektedir (Jose Ve
Janardhanan, 2000).

Bilinen 14.000- 15.000 fungus tiirtiniin 700 kadarmin tibbi 6zellikleri tespit
edilmistir (Hawksworth, 2001). Ancak 1800 fungus tiirliniin tibbi agidan dneminin
oldugu tahmin edilmektedir. Son on yildir in vivo ve in vitro sartlarda arastirmalar
devam etmektedir. Immiinmodiilatdr etkiye sahip cok sayida biyoaktif molekiil
funguslardan izole edilmistir. Biyoaktif molekiiller arasinda diisiik ve yiiksek
molekiil agirligina sahip polisakkaritler, protein bagl polisakkaritler, glikoproteinler
(lektinler), triterpenoidler ve fungal immiinmodiilator proteinler (Fips)
bulunmaktadir (Chang, 1999; Ikekawa, 2001; Zhou ve Gao, 2002).

Son yillarda funguslarla yapilan c¢alismalarda, funguslarda besinsel ve
farmasotik degeri olan birgok bilesigin oldugu gosterilmistir (Ferreira vd, 2009;
Yaltirak vd, 2009).

Funguslarda biyoaktif molekiillerden biri de sterollerdir. Bunlarin ¢ogu ise
ergosterol yani vitamin D’nin Onciisiidiir. UV radyasyonuna maruz kaldiginda
funguslardaki  ergosterol, vitamin D2’ye (ergokalsiferol) doniismektedir.
Funguslardaki vitamin D2, hayvansal iiriin tliiketmeyenler i¢in erisilebilen tek
vitamin D kaynagidir. Vitamin D’nin kemik i¢in faydalari ¢ok uzun yillardir
bilinmektedir. Ancak immiin sistemin diizenlenmesinde rol oynadigi (Cantorna vd,
2004) ve kanseri onledigi (Zhao ve Feldman, 2001; Mezawa vd, 2010) son yillarda

tespit edilmistir.



Tablo 1.1. Funguslar ve Tibbi Etkileri

Fungus Tibbi Etkisi Kaynaklar
Li & Xu, 1987,
Antioksidan aktivite Qian, 1997;
Ren vd, 1993
Antidiyabetik aktivite Ohwada vd, 2006
Hepatit B’nin 6nlenmesi ve tedavisi | Yoshitani ve Takashima, 2009
Karaciger, meme, mide kanseri gibi
timor hastaliklarinin ve bazi )
immiin yetmezlik hastaliklarin Sakal vd, 2008
onlenmesi ve tedavisi
Trametes Gastrik ve kolorektal kanserli
versicolor hastalarin hayatta kalma oranlarin1 | Shibata vd, 2011

artirma

Immiin diizenleyici aktivite

Ramberg vd, (2010)

Kolorektal kanserde hem dogal
hem de kazanilmis bagisiklig

uyarma

Oba vd, 2007; Sakamoto vd,
2006

B-16 melanom hiicrelerinin canli
kalabilirligini ve tiimor hiicrelerinin

proliferasyonunu azaltma

Harhaji vd, 2008




Tablo 1.1. (devam)

Fungus Tibbi Etkisi Kaynaklar

Chen vd, 2009;
Antioksidan aktivite Jia vd, 2009;
Xu vd, 2009

Lin vd, 2006;
Shao vd, 2004

Immiinmodiilator aktivite

Li vd, 2007

Paterson, 2006;

Yuen ve Gohel, 2008;
Zhang vd, 2007,

Wan vd, 2008;

Hong vd, 2004;

Chen vd, 2010;

Jiang vd, 2004;

Zhou vd, 2005

Ganoderma
lucidum Antitiimor aktivite (meme,
kolorektal, serviks, over,
endometriyum, prostat, akciger

kanserilerinde)

Antiviral aktivite Stanley vd, 2005

Antioksidan aktivite

Ito vd, 1976;
Lee, 2005;
Park, Kim vd, 2004

Fomes Antiinflamatuar aktivite

fomentarius | Antidiyabetik aktivite

Antitimor aktivite

Ganoderma Wang vd, 1993;
Antitimor aktivite
tsugae Peng vd, 2003
Liu vd, 2009;
Ani Lo Oba vd, 2009;
. ntitimor aktivite
Lentinus Kweon vd, 2002;
edodes Gu ve Belury, 2005
Kemiklerin gliglenmesi Lee vd, 2009




Tablo 1.1. (devam)

Fungus Tibbi Etkisi Kaynaklar
Natural Killer hiicrelerinin
o Ahn vd, 2004
aktivitesini artirma
Kemoterapinin yan etkilerini
Hsu vd, 2007
azaltma
Tip 2 diyabette insiilin direncini
Hsu vd, 2008
azaltma
Hepatit B’de, Aspartat
. aminotransferaz ve alanin
Agaricus _ S Endo vd, 2010
. aminotransferaz enzimlerinin
blazei
salgilanmasini azaltma.
Losemide, kanserli hiicrelerin
_ o Itoh vd, 2008
proliferasyonunu inhibe etme.
Akciger ve mide kanserinde
kromatin kondensasyonu olan Barbisan vd, 2003:
hiicrelerin 6liimiine yol agma. Angeli vd, 2006
DNA hasarini azaltma
Apoptozu indiiklenmesi ve anti-
apoptotik proteinlerin Lee vd, 2009
diizenlenmesi
Inonotus
obliquus Timor segici sitotoksisite etkinligi | Youn vd, 2008

DNA par¢alanmasini azaltma

Lin vd, 2003
Park, Lee vd, 2004




Tablo 1.1. (devam)

Fungus Tibbi Etkisi Kaynaklar
Antihipertansif, antidiyabetik,
) ) - Khatun vd, 2007
Pleurotus | antikolesterolemik aktivite
ostreatus
Anti artritik aktivite Bauerova vd, 2009
Hwang vd, 2003;
Antitlimor aktivite ]
Kim vd, 2004
Antioksidan aktivite Kim vd, 2004
Pleurotus _ Chen, Ju vd, 2012,
. Karaciger koruyucu
eryngii Chen, Mao vd, 2012
Immiinsistem gii¢lendirici Kang vd, 2004
S o Chen, Ju vd, 2012;
Antihiperlipidemik aktivite
Chen, Mao vd, 2012
Grifola

frondosa

Immiin diizenleyici aktivite

Deng vd, 2009




1.2. Beyaz Ciiriikgiil Funguslar

Beyaz ciiriik¢iil funguslar dogada yaygin olarak bulunurlar. Basidiomycetes
smifinda beyaz ¢iiriik¢iil funguslar biyoteknolojik ¢alismalarda kullanilan lakkaz ve
peroksidazlar gibi ¢esitli enzimler sentezlerler (Wesenberg vd, 2002).

Beyaz ciliriik¢til funguslarin enzimlerinin kullanildig1 ¢alismalara asagidaki
ornekleri verebiliriz;

a. Enzim tiretimi (Rogalski vd, 1991; Apohan ve Yesilada, 2017; Gedikli vd, 2010).
b. Agir metal adsorpsiyonu (Dhawale vd, 1996; Gabriel vd, 1996; Akar vd, 2009).

C. Tekstil fabrikasi atik sulari ve boyar maddelerin renginin giderimi (Yesilada vd,
2003; Nyanhongo vd, 2002; Swamy ve Ramsay, 1999).

d. Kagit ve kagit hamuru iiretimi (Kuhad vd, 1997).

e. Alkol ve zeytinyag: fabrikasi atik suyunun biyolojik iyilestirilmesi (Jaouani vd
2006; Yesilada ve Bozcuk, 1990; Yesilada vd, 1998).

1.2.1. Trametes versicolor

Trametes versicolor taksonomik olarak Basidiomycetes sinifinda, Poliporales
ordosu, Poliporaceae familyasinda yer alir (Emberger, 2008). Hastaliklarla savagmak
icin ve viicudu korumak igin saglikli {irinler olarak kullanilabilir. T. versicolor
polisakkaritlerinin antioksidan etkileri olduk¢a fazladir, kan sekerini disiiriirler;
akciger, meme, mide kanseri gibi timor hastaliklarinin ve hepatit B, bazi immiin
yetmezlik hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde kullanilabilirler (Li & Xu, 1987,
Qian, 1997; Ren vd, 1993).

Japonya’da T. versicolor CM-101 susunun miselinden iretilen protein bagl
polisakkarit, PSK (ticari ismi, Krestin)’dir. %62’si polisakkarit, %38’1 proteinden
olusmaktadir. Molekiiler agirligr ortalama 94 kDa’dir. Karbohidrat iskeletin ana
bileseni glukozdur ve az miktarda galaktoz, mannoz, ksiloz ve fukoz bulunmaktadir
(Sakagami ve Takeda, 1993). Ancak Cin’de ayni tiiriin Cov-1 susunun derin kiiltiir
miselinden elde edilen polisakkarit ise polisakkarit-peptittir (PSP). Bunun molekiiler
agirhgr ise yaklasik 100 kDa’dir ve %90 polisakkarit %10 peptitten olugsmaktadir
(Jong ve Yang, 1999). PSP’nin karbohidrat iskeleti mannoz, ksiloz, galaktoz,
arabinoz ve ramnozdan olusmaktadir. PSK’da arabinoz ve ramnoz bulunmazken

fukoz bulunmaktadir (Yang, 1993). Hem PSK hem de PSP’nin protein iskeleti,



aspartik asit, glutamik asit gibi asidik aminoasitlerce zengindir. Bunlarin 6tesinde,
ayni susun farkli kisimlarindan; sapkasindan, miselinden ya da ekstraseliiler
stvisindan elde edilen polisakkaritlerin bile kimyasal yapis1 ve fonksiyonlar1 oldukca
farklilik gostermektedir (Mizuno, Saito vd, 1995). PSK, Japonya’da gastrik ve
kolorektal kanserin tedavisi igin gelistirilmistir. PSK’nin immiin diizenleyici etkileri
kismen T hiicrelerinin apoptozunu onlemesiyle ve kemoterapinin neden oldugu
periferal noropati ve kemik iligi baskilanmasini azaltmasina baglidir (Kono vd, 2008;
Shibata vd, 2011). Ayrica fare deneylerinde PSK’nin bazi ilaglarin sitotoksisitesini
artirdigi gozlenmistir (Katoh ve Ooshiro, 2007; Kinoshita vd, 2010; Umehara vd,
2009; Yamasaki vd, 2009). PSK’nin immiinstimiilasyonla sagladigi antikanser etki,
secici TLR2 agonisti ve TGF-P pathway inhibitorii olarak rol oynamasiyla alakalidir
(Lu vd, 2011a; Lu vd, 2011b; Ono vd, 2012). Immiinstimiilatdr etkisinin yan1 sira,
PSK’nin, ¢esitli hiicre hatlarinin  hiicre dongiisiinde durmasini  saglayarak
proliferasyonunu inhibe ederek ve apoptozun indiiklenmesini saglayarak direkt
olarak antitimor etki yaptigi gosterilmistir (Hirahara vd, 2010; Hirahara vd, 2011,
Jiménez-Medina vd, 2008).

PSP, Cin’de T. versicolor’dan iiretilen bir bagka proteoglukandir. Ayni
tirlerden iretilmesine ve PSK ve PSP ayni polisakkarit bilesimine sahip olmasina
ragmen, polisakkarite bagli protein birimlerinde degisiklik gosterirler (Ooi ve Liu,
2000). PSP apoptozu indiikleyerek ve hiicre dongiisiinii durdurarak tiimor hiicre
proliferasyonunu azaltmaktadir (Hsieh vd, 2006). PSP, insan kanser hiicre
dongiisiinin S fazim1  hedefleyerek; doksorubisin, etoposid, kamptotesin ve
siklosfosfamid gibi bazi ilaglarin sitotoksisitesini artirmaktadir ( Wan vd, 2008; Chan
ve Yeung, 2006). Ayrica PSP, prostat kanseri olusturacak hiicreleri hedef alarak
prostat kanserini Onleyici etkiye de sahiptir (Luk vd, 2011). PSP’nin Astragalus
polisakkaritiyle olan yeni kombinasyonu oOnemli immiinstimiilatér etkiler
gostermistir ve adriamisin kaynakli immiinsupresyonda immiinolojik etkileri yeniden
diizenledigi, timor dokudaki protein ekspresyonunu ve hiicre apoptozunu
diizenledigi gosterilmistir. Bu sonuglar PSP’nin kombinasyonlariin, tek basina

gosterdigi etkiden daha yiiksek etkiler sagladigini gostermektedir (Li vd, 2008).



1.2.2. Lentinus edodes

Lentinus edodes taksonomik olarak Basidiomycetes sinifinda, Poliporales

ordosu, Poliporaceae familyasinda yer alir (http://eol.org/pages/192749/names).

Lentinan, yiikksek molekiiler agirliga (5x105 Da) sahip, L. edodes’in sapkasindaki
hiicre duvarindan izole edilir ve genellikle diizenli olarak dallanmis iskelette  (1-3),
yan zincirlerde ise B (1-6) glukoz baglari bulunur. Diger fungus polisakkaritlerine
gore daha yiiksek antitiimor etkisinin oldugu bildirilmistir (Chihara vd, 1970).
Japonya’da 1985°te lentinan enjeksiyonu uygulanmis ve gastrik kanserin tedavisinde
adjuvan olarak tretilmistir (Bisen vd, 2010). Lentinanin ¢esitli kimyasal ilaclarla ve
diger terapilerle olan sinerjistik etkisi de takip eden yillarda gosterilmistir. Gastrik
kanserde, pankreas kanserinde, kolorektal kanserde ve hepatoseliiler karsinomada
lentinan adjuvanlarmin  kombinasyonlar1  kullanilmaktadir. Bu kombinasyon
kemoterapilerin, uygulama stirelerini uzattig1 ve ratlarda kemoterapinin yan etkilerini
azalttig1 gosterilmistir. Dolayisiyla, kanser hastalarinin yasam siiresini uzatabilirler
ve yasam kalitesini artirabilirler (Zong vd, 2012). Iceriginde lentinan olan diger
kombinasyon terapilerin de; lentinan/OK-432 (Yoshino, Yoshida vd, 2010),
lentinan/DCV asis1 (Wang vd, 2007), lentinan/TACE/RFA (Yang vd, 2008); cesitli
kanserlere karsi herhangi bir yan etki olmadan antikanser potansiyeli artirdigi
gozlenmistir. Oral olarak uygulanan, ilerlemis pankreas kanseri, hepatoseliiler
karsinoma, gastrik kanser ve kolorektal kanser i¢in tamamlayici ya da alternatif
tedavi olabilen lentinanin, giivenilir oldugu, hastalarin hayatta kalmalarinda etkili
oldugu ve yasam kalitesini de artirdig1 gosterilmistir (Hazama vd, 2009; Isoda vd,

2009; Oba vd, 2009; Shimizu vd, 2009; Yoshino, Watanabe vd, 2010).

1.2.3. Ganoderma lucidum

Ganoderma lucidum; Basidiomycetes sinifi, Aphyllophorales ordosu
Ganodermataceae familyasinda yer almaktadir (Chang ve Miles, 2004). G. lucidum
uzun yillardir bilinmektedir ve o6liimsiizliik mantar1 olarak da isimlendirilmektedir.
Japonlar Reishi, Cinliler ve Koreliler Ling-Zhi veya Ling Chi (6liimsiizlik mantari

yada oliimsiizliik bitkisi) olarak da ifade etmektedirler (Zhao ve Zhang, 1994).


http://eol.org/pages/192749/names

G. lucidum’un sicak su 6ziitii Cin’de yillardir antitiimér ve immiinmodiilator
ajan olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda, G. lucidum’dan antitimor ve
immiinstimiilator 6zelligi olan bes tane polisakkarit- protein/peptid konjugati izole
edilmistir. Polisakkarit fraksiyonu 3 (F3) G. lucidum’dan elde edilen sicak su
ekstrelerinin en aktif bilesenidir (Wang vd, 2012). F3’tin makrofaj benzeri
farklilastirmayr ve insan 16semi THP-1 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi
bulunmustur. F3’tin THP-1 hiicrelerinde, reseptor oligomerizasyonu, Ozellesmis
adaptor proteinlerin takviyesi ve kaspaz kaskadlarinin aktivasyonuyla, tipki1 TNF- a
ve TRAIL gibi 6liim reseptor ligandlarini indiikledigi ileri stiriilmiistiir (Cheng vd,
2007; Hsu vd, 2009). Ling-Zhi polisakkarit F3’{in ve cisplatin ya da arsenik trioksitle
olan kombinasyonlari, mesane iirotelyal kanser hiicreleri N/P (14) ve N/As (0.5)’nin
cisplatin ve arsenik trioksite olan direncini olduk¢a azaltmaktadir. Bu etkilerin tiimii,
apoptozla iliskili proteinlerin ekspresyonlarint diizenlemesiyle ilgili oldugu

gosterilmistir (Huang vd, 2010).

1.2.4. Pleurotus ostreatus

Pleurotus genusunda yaklasik 40 tir bulunmaktadir (Jose ve Janardhanan,
2000). Pleurotus ostreatus, Basidiomycetes sinifi, Agaricales ordosunda bulunan
Tricholomataceae familyasinda yer alir. Geleneksel Cin tibbinda kullanilmaktadir ve
yenilebilirdir. Kavak fungusu olarak da bilinir. Ana bilesenleri polisakkaritler, lektin,
polipeptit, aminoasit ve fenol oksidazdir (Bomford, 1989; Goto vd, 1993). P.
ostreatus, zengin protein, karbohidrat, mineral ve vitamin igerigi, lezzetli tad1 ve
diisiik yag orani nedeniyle ticari agidan énemli bir fungustur (Hernandez vd, 2003;
Kalmis vd, 2008). Bu fungusun antioksidan aktivitesi, immiinmodiilator etkisi,
antitimor etkisi, antiviral, antiinflamatuar, antibiyotik ve kolesterolii diistiriicii
etkileri tespit edilmistir (Jayakumar vd, 2006, Jayakumar vd, 2007; Wang vd, 2000;
Regina vd, 2008).
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1.2.5. Funalia trogii

Funalia trogii Basidiomycetes smnifi, Polyporales ordosu, Polyporales
familyasinda yer alir (Anonymous, 2015).

F. trogii lignin iceren agaclar iizerinde olusan beyaz ¢iiriik¢iil bir fungustur.
Peroksidazlar ve polifenol oksidaz (lakkaz) enzimi araciligiyla lignini yikar (Reid,
1995; Tuor vd, 1995). F. trogii’nin antitimoér ve sitotoksik aktivitesinin oldugu
cesitli ¢alismalarda gosterilmistir (Mazmanci vd, 2011; Rashid vd, 2011, Unyayar
vd, 2006).

1.2.6. Grifola frondosa

Grifola  frondosa, Basidiyomycetes sinifi, Aphyllophorales ordosu,
Polyporaceae familyasina bagl beyaz ¢iiriikciil bir fungustur. Asya, Kuzey Amerika
ve Avrupa’da dogal olarak bulunur. Saglik agisindan ¢ok yararli olmasi nedeniyle
“funguslarin krali” olarak adlandirihir (Mizuno, Zhuang vd, 1995). Bugiinlerde
polisakkarit icerigi ve saghgi destekleyici 6zellikleri dikkat ¢ekmektedir (Mayell,
2001).

D-fraksiyonu ve MD-fraksiyonu, Japonya’da G. frondosa’nin hem miselinden
hem de sapkasindan elde edilen biyoaktif B-glukanlardir. D-fraksiyonunun baskin
olan kismi protein bagli polisakkarittir. Polisakkarit iskeletinin temeli B-glukandan
(B- 1,3 dall1 B- 1.6 glukan ve B-1,6 dalli B- 1,3 glukan) olugsmaktadir ancak yani sira
birkag tane tanimlanmamis protein birimi de bulunmaktadir. MD-fraksiyonu, D-
fraksiyonunun ileri saflastirilmasiyla elde edilir ve antikanser etkisi daha fazladir
(Mayell, 2001). D ve MD- fraksiyonlarinin ¢ok iyi antitimor 6zellige sahip olduklari
gosterilmis ve bu nedenle Amerika ve Japonya’da faz I/I klinik denemelerine
gecilmistir. MD fraksiyonu kanser hiicresinde BAK-1 geninin aktivasyonunu
gerceklestirerek apoptozun indiiklenmesini saglamaktadir (Soares vd, 2011).
Interferon a-2b ve MD-fraksiyonu kombinasyonunun sinerjistik olarak, DNA-PK
aktivasyonunu tetikledigi ve kanser hiicresinin, hiicre dongilisiinde G1 fazinda
kalmasimi sagladigi gosterilmistir  (Louie vd, 2009; Pyo vd, 2008). MD-
fraksiyonunun, cisplatinin farelerde antitiimor ve antimetastatik etkilerini arttirdigi ve
neden oldugu immiinsupresyon ve nefrotoksik etkileri azalttigi kanitlanmistir

(Masuda, Inoue vd, 2009). Siklofosfamidle indiikklenmis graniilositopenik farelerde,
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MD fraksiyonunu, granulosit koloni stimule edici faktori (G-CSF) dretimini
cogaltarak ve CXCR4/SDF-1 (stromal cell-derived factor 1)’in ekspresyonunu
ayarlayarak, granulosit olusumunu ve granulosit hareketlerini 6nemli olglide
arttirmaktadir (Ito vd, 2009). G. frondosa’dan ayrica, bir heteropolisakkarit olan
maitake Z-fraksiyonu (MZF) izole edilmistir. MZF, in vivo olarak timdr ¢ogalmasini
hiicre aracili immiiniteyle inhibe etmektedir ve murinlerde kolon kanserine karsi,
kemik iligi dendritik hiicre bazli immiintedavilerin 6zelliklerini artirdig1 gozlenmistir

(Masuda, Matsumoto vd, 2009; Masuda vd, 2010).

1.3. Tibbi Funguslarin Etkileri

Yenilebilen funguslar, diisiik yag oraninin yani sira, lifli yapisi ve fonksiyonel
bilesenleri icermesi acisindan énemlidir (Brene, 2010; Manzi vd, 2001). B-glukanlar;
funguslarin, mayalarin, bitkilerin ve bakterilerin hiicre duvarinda bulunan uzun
zincirli polisakkaritlerdir ve hayvanlarda bulunmaz. Bu nedenle; omurgalilarda, bu
karbohidrat yapilar immunsistemleri tarafindan tanmir (Brown ve Gordon, 2003).
Direkt olarak 16kositleri ve fagositleri aktive edebilirler (Smiderle vd, 2008). Bunun
yaninda sitokin ve kemokin gibi proinflamatuar medyatorleri stimiile edebilirler
(Scheperkin ve Quinn, 2006). Boylelikle antitiimor (Mizuno vd, 1990), antioksidatif
(Toklu vd, 2006), antiinflamatuar (Dore vd, 2007) ve immiinmodiilator (Zhang vd,
2007) olarak gorev yapabilirler.

Tibbi funguslarin %77’sinden daha fazlasi sapka formundan elde edilmektedir.
Bunlar hem ticari iiriinlerdir hem de dogal ortamlardan elde edilmektedir. Uriinlerin
sadece %?20’s1 laboratuvar ortaminda iiretilmis misellerden elde edilmektedir ve
bunlarin %2’si derin kiiltiir yontemiyle elde edilen ekstraseliiler sivilardir. Statik
kosullarda derin kiiltiir yontemiyle olusan miseller saf olmaktadir. Derin kiiltiir
yontemi tutarli ve saglikli fungus iiriinleri elde etmenin en iyi yoludur.

Son yillarda farmakolojik olarak aktif bilesikler tanimlanmaktadir. Biyolojik
olarak aktif polisakkaritler en iyi bilinen fungus tirliniidiir ve immiin stimiilan olarak
rol oynayarak, ozellikle cesitli kanserlerin ve baska hastaliklarin ilerleyis hizini
azaltmada etkilidir. Kemoterapi ve radyasyon terapisi sirasinda olusan yan etkileri,

hiicre seviyesinde rejeneratif etkileriyle azaltmaktadir.

12



1.3.1. Hematolojik Etkileri

Lektinler sekerlerin 6zgiil olarak baglandiklar1 protein ya da glikoproteinlerdir
ve glikozillenmis maddelere karsi 6zgiil bir affiniteleri vardir (Liener, 1979). Bazi
lektinler antitimdr ve immiinmodiilator aktivite gostermektedir (Ganguly ve Das,
1994; Wang vd, 1995; 1996; 1997). Immiin yanit olusumunda meydana gelen
molekiiler olaylarda lektin-karbohidrat etkilesimi, biiyiik rol oynamaktadir (Sharon
ve Lis, 1972). Lektin terimi aglutinin, hemaglutinin ve fitohemaglutin terimleri
yerine kullanilabilir. Eritrositlerin yilizey glikoproteinleri ile fungal lektin arasindaki
etkilesim, yenilen funguslarin hematolojik aktivitelerine bir Ornektir.  Agaricus
campestris’ten elde edilen lektin, tetramer yapidadir ve molekiiler agirligi 64.000
kDa’dir (Sage ve Connett, 1969).

1.3.2. Antiviral Etkileri

Funguslarda antiviral bilesiklerin oldugunu ilk kez Cochran bildirmistir
(Goulet vd, 1960). Boylece Japonya’daki birgok fungusun arastirilmasina sebep
olmustur. Lentinula edodes’in sapka ve sporlarinin farelerde influenza A/SW15
virlisine kars1 etkinligi saptanmistir (Tsunoda ve Ishida, 1969). Antiviral aktivite,
konakta interferon salinimini indiikleyerek olusmaktadir. Fungus ekstraktinin fenolle
fraksiyonu antiviral aktiviteyi arttirabilmektedir. Fungus ekstraktindaki RNA
fraksiyonu interferonu indiikleyebilir, ¢linkii ¢ift iplikli DNA (ds-DNA)’nin
interferonlar1 indiikledigi bildirilmistir (Kleinschmid, 1972). Suzuki ve arkadaslari L.
edodes’in spor ekstraktlarindaki ds-DNA’dan dolayr interferonlart indiikledigini
dogrulamistir (Suzuki vd, 1973). ds-DNA, sapkaya ya da spora bagli mikofajlardan
kaynaklanmaktadir (Takehara vd, 1979; Ushiyama vd, 1971). Hatta sadece L.
edodes’de degil cesitli funguslarda virus benzeri partikiiller bulundugu tespit
edilmisgtir (Mori vd, 1978). Human immunodeficiency virus (HIV), kazanilmig
immiin yetersizlik hastaligi sendromu (AIDS) etkenidir. L. edodes miselinden elde
edilen bir ekstraktin HIV’in in vitro replikasyonunu inhibe ederek anti-HIV etkisi
bildirilmistir (Tsunoda ve Ishida, 1969). Bu fungusun sapkasindan elde edilen bir
polisakkarit, lentinan, HIV enfeksiyonunu engelleyememektedir. Ancak, sulfat-
lentinan kompleksi, HIV kaynakli sitopatik etkiyi tamamen 6nlemektedir (Yoshida

vd, 1988). Trametes versicolor’dan elde edilen PSK’nin Ectromelia virlisii ve
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Cytomegalovirus enfeksiyonlarinda antiviral aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir
(Tsukagoshi vd, 1984.). Yine Ganoderma Iucidum’un suda c¢oziinebilen bir
ekstraktinin anti-HIV aktivitesinin oldugu bildirilmistir (Kim, Shim vd, 1997).
Ganoderiol F, ganodermanontriol, ganoderik asit b, ganodermanondiol,
ganoderanotriol, ganolusidik asit, lucidumol B diye isimlendirilen anti-HIV
bilesiklerin izole edildigi bildirilmistir (el-Mekkawy vd, 1998; Min vd, 1998.).
Grifola frondosa’nin siilfatli oziitlerinin in vitro olarak, HIV’le enfekte olmus
yardimer T lenfositlerinin par¢alanmasini %97 oraninda azalttigi bildirilmistir
(Zhuang ve Mizuno, 1999). HIV’in AIDS olusturma siirecinde, yardimci T
hiicrelerinin miktar1 6nemli rol oynamaktadir (U.S. National Cancer Institute, 1992.).

1.3.3. Antitiimor Etkileri

Funguslar besin ve tibbi amacli olarak uzun yillardir baz1 Asya iilkelerinde
tilketilmektedir. Gliniimiizde, fungusdan iretilen biyoaktif bilesikler modern klinik
uygulamalarda bile kullanilmaktadir. Son 50 yildir Japonya’da, Cin’de, Kore’de ve
daha yakin zamanda da Amerika’da yapilan ¢alismalar funguslardan iiretilen
bilesiklerin kanser tedavisindeki potansiyelini ortaya ¢ikarmistir. Funguslardan
tiretilen bilesiklerin arasinda polisakkaritler anti-kanser ve immiinmodiilatér 6zelligi
en yiiksek bilesik olarak bildirilmektedir. Funguslardan elde edilen polisakkaritlerin,
immiinmodiilatdr ya da biyolojik yanit modifikatorii gibi rol oynayarak, tiimoriin
biiyiimesini onledigi agikca gosterilmistir.

Funguslarin ¢ogundaki polisakkarit ya da temel olarak polisakkarit iceren
oOziitlerin antikanser 6zelligi hayvan modellerinde gosterilmistir, bazilar1 ise insanlara
uygulanmaya kadar ileri gitmistir. Bunlarin kimyasal yapilari a- ya da B-
glukanlardan ya da protein baglhi glukanlardan olugmaktadir. Fungus
polisakkaritlerinin bes tanesinin énemli diizeyde antikanser etkinlige sahip oldugu
gosterilmistir.  Bunlar; Lentinus edodes’den lentinan, Grifola fondosa’dan D-
fraksiyonu, Schizophyllum commune’den schizophyllan, Trametes versicolor’dan
polisakkarit-K ve polisakkarit-peptid (PSP)’dir (Wasser, 2002). Kokenleri farkli olsa
da, bu polisakkaritlerin antitiimor etkileri temel olarak, konak aracili immiinitedir
(Sakagami vd, 1991; Takizawa, 1991). Polisakkaritlerin immiin sistemde farkl
etkilerinin oldugu gosterilmistir (Chihara, 1992). B-glukanlarin bir membran

reseptoriine, komplement reseptor tip 3’e baglanarak, biyolojik yaniti indiikledigi
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gosterilmistir. Daha sonradan bu aktiviteyi saglayan baska bir diger reseptdr, dektin-

1, tanimlanmigtir (Zaidman vd, 2005).

1.3.4. Antimikrobiyal Aktivite

Antibiyotiklerin kesfi son ylizyilin en biiyiik bilimsel kesiflerden biri olmustur.
Bu bilesikler, organizmanin metabolik yapisina gore ¢esitli yollardan etkinlik
gostermektedirler (Fuchs, 2004). Hiicre duvari sentezinin inhibisyonu, hiicre
membran permeabilitesini degistirme, kromozom replikasyonu ya da protein
sentezine etki eden mekanizmalar1 vardir (Tenover, 2006). Antibakteriyel bilesikler
cok cesitli olmasia ragmen, ilk segenek antibiyotiklere bakteriyel direng git gide
artmaktadir. Ornegin; Klebsiella spp. ve Escherichia coli gibi mikroorganizmalar
genis sperktrumlu beta laktamaz {iretmektedir ya da tgilincii kusak sefalosporinlere
direng¢ gostermektedir. Metisilin direngli  Staphylococcus aureus (MRSA),
vankomisin direngli Enterococcus spp., kolitsin ve karbapemen direnci gelistiren
Acinetobacter spp. ve aminoglikozitler, karbapenemler ve sefalosporinlere direng
gelistiren Pseudomonas spp. direngli mikroorganizmalara verilecek diger 6rneklerdir
(Sharma vd, 2014).

Antibiyotiklerin yaygin ve yanlis kullanilmas1 sonucunda, ¢oklu ilag direncinin
de goriildiigl antibiyotiklere direncli suslar gelismistir (Kumar ve Schweizer, 2005).
Onceden kolaylikla tedavi edilebilen hastaliklar, giiniimiizde gelisen antibiyotik
direncinden dolay1 ciddi bir problem olmustur (WHO report on infectious diseases,
2000; Peres-Bota vd, 2003). Diinyada antibiyotik tedavisine yanit alimamayan
enfeksiydz hastaliklarin sayis1 git gide artmaktadir (Levy, 2005). Antibiyotik
kullaniminin diizenlenmesi ve hastahane enfeksiyonlarinin azaltilmasina yonelik
calismalar acilen gereklidir (French, 2005). Ayn1 zamanda antimikrobiyal tedavinin
etkinliginin artmasi i¢in yeni antimikrobiyal 6zellikli maddeler gelistirilmelidir (van
der Waaij ve Nord, 2000).

Diinya Saglik Orgiitii 2010 yilinda tiim iilkelere coklu ila¢ direncine sahip
bakterilerin yayilmasini 6nlemek i¢in bu mikroorganizmalara karsi kullanilabilecek
alternatif tedavilerin kalmayacagini one siirerek kontrol prosediirleri dnerdi (World
Health Organization report antimicrobial resistance, 2012).

Mikroorganizmalarla olusan enfeksiyon hastaliklar1 son yillarda biiyiik

problem haline gelmistir. Antibiyotiklerin fazla kullanilmasiyla antibiyotiklere
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direngli bakteriler ve funguslar gelismektedir. Ayrica klasik antibiyotikler immiin
sistemi baskilama gibi yan etkilere de sahiptir. Sonu¢ olarak bitkilerden ya da
funguslardan antimikrobiyal maddelerin kesfi olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla ¢ogu
bitki ve fungus antimikrobiyal 6zellikleri a¢isindan test edilmektedir (Karuppusamy,
2009; Lou vd, 2010).

Funguslarin Yunan ve Roman halk: tarafindan yiizyillardir besin kaynagi ve
geleneksel tipta kullanildigr bilinmektedir (Anke, 1989). Dioscorides, birinci ylizyil
Yunan doktoru, Laricifomes (Fomitopsis) officinalis’in tiiberkiiloza iyi geldigini
tespit etmistir (Stamets, 2002). Funguslarin dogal g¢evre sartlarinda yasamlarini
stirdiirebilmeleri i¢in antibakteriyel ve antifungal bilesiklere ihtiyaglarinin oldugu
bilinmektedir. Bundan dolay1 funguslardan elde edilecek antimikrobiyal bilesikler
insanlar i¢in de kullanilabilir. Funguslar, diisiik ve yiikksek molekiiler agirliga sahip
bilesiklerinden dolayi, dogal antibiyotik olarak kullanilabilirler. Diisilk molekiiler
agirliga sahip bilesikler temel olarak sekonder metabolitlerdir; seskiterpenler ve diger
terpenler, steroidler, antrakinon ve benzoik asit tiirevleri ve kinolonlardir, ayrica
primer metabolit irlinlerinden oksalik asit gibi bilesiklerdir. Yiiksek molekiiler
agirlikl bilesikler ise peptitler ve proteinlerdir (Lindequist vd, 2005).

Bakteriyel enfeksiyonlarin aksine viral enfeksiyonlar genel antibiyotiklerle
tedavi edilemediginden spesifik ilaglara gereksinin duyulmaktadir. Funguslardan
elde edilen oziitlerin ya da ayristirilan bilesiklerin antiviral 6zelliklerinin oldugu
gosterilmistir. Bu bilesikler ya da oziitler; viral enzimlerin inhibisyonuyla, viral
niikleik asitlerin sentezinin ya da adsorbsiyonunun inhibisyonuyla ve viriislerin
memeli hiicresine alinmasini inhibe ederek, direkt olarak antiviral etkinlik gosterirler.
Dolayli olarak ise polisakkarit ya da diger kompleks molekiillerin immiinstimiilan

etkileri sayesinde etkinlik gosterirler (Brandt vd Piraino, 2000).

1.3.5. Antioksidan Aktivite

Oksidasyon, cogu organizmada, biyolojik islevleri yerine getirebilmek igin
gerekli olan enerjiyi iretmek i¢in esansiyeldir. Ancak, canli sistemde stirekli iiretilen,
oksijen merkezli serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirevleri hiicre 6liimii ve
doku hasarina yol agmaktadir. (Halliwell ve Gutteridge, 1984).

Serbest radikallerle olusan oksidatif hasar yaglanma ya da ateroskleroz,

diyabet, kanser ve siroz gibi hastaliklarla iliskilendirilebilir (Halliwell & Gutteridge,
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1984). Neredeyse biitiin organizmalar siiperoksit dismutaz, katalaz gibi enzimlerle ya
da askorbik asit, glutatyon ve tokoferol gibi bilesiklerle serbest radikal hasarina karsi
korunmaktadirlar ~ (Mau vd, 2002; Niki vd, 1994). Antioksidan savunma
mekanizmasi ve tamir sistemlerine ragmen organizmalarin hi¢ birinde, hasarin
tamamint elimine edecek sistem yoktur (Simic, 1988). Bu sebeple, antioksidan
destegi ya da antioksidan igeren besinler insanlarda oksidatif hasar1 azaltmak icin
yararli olabilmektedir (Yanga vd, 2002).

Antioksidan 6zelligi olan dogal iirlinler, sistemi korumada yardimcidir ve
dolayisiyla besin destekleri igerisinde antioksidanlara olan ilgiyi artirmaktadir. insan
diyetlerindeki antioksidanlar, insan viicudundaki oksidatif hasar1 azaltmaya yardimci
oldugu i¢in ilgi cekmektedir (Barros vd, 2007).

Besinlerde sabitleyici olarak sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. En sik
kullanilan1 butillenmis hidroksianizol (BHA), butillenmis hidroksitoluen (BHT) ve
tert-butillenmis hidroksikinon (TBHQ)’dur. Bunlar yag ve yagl gidalara oksidatif
bozulmalar: 6nlemek amaciyla uygulanir (Loliger, 1991). Ama deney hayvanlarinda
BHA ve BHT’nin antikanserojenik olmasinin yam sira kanserojen oldugu da tespit
edilmistir. BHA, tiimor olusumunu hem baslatmakta hem de gelisimine destek
olmaktadir. Son zamanlarda timér olusumunun, sadece tiimori gelistiren BHA ve
BHT ile gergeklestigi saptanmistir (Botterweck vd, 2000).

Asya Kkiiltiirinde yaygmn bir sekilde yer alan, yenilebilen funguslarin
bazilarinin, antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmus ve antioksidan 6zelligin
igeriklerindeki fenolik bilesiklerden kaynaklandigi saptanmistir (Cheung vd, 2003).

Funguslar, fenolik bilesikler, poliketidler, terpenler ve steroidler gibi gesitli
sekonder metabolitler agisindan zengindir. Gallik asit, katesin, kafeik asit, quersetin,
ellagic asit ve p-kumarik asit gibi fenolik bilesiklerin, antioksidan kapasitesi oldukg¢a
iyi bilinmektedir (Sun vd, 2007). Besin degerinin kalitesi, sapkanin kimyasal
yapisina baghdir, 6zellikle de fenol igerigine baghdir. Fenolik bilesikler, diisiik
yogunluklu lipitlerin (LDL) oksidasyonunu inhibe etmesiyle antioksidan o6zelligi
gostermektedir (Teissedre ve Landrault, 2000). Fenolik bilesikler, ateroskleroz ve
kanserin inhibisyonunu saglayan, esansiyel olmayan diyet bilesiklerinin 6nemli bir
grubudur (Williams ve Iatropoulos, 1997). Hemen hemen biitiin organizmalar,
stiperoksit dismutaz, katalaz gibi enzimler ve askorbik asit, tokoferoller ve glutatyon
gibi bilesikler sayesinde serbest radikal hasarindan korunmaktadir (Niki vd, 1994,

Mau vd, 2002). Yaslanma, fizyolojik fonsiyonlarin bozulmasi gibi durumlarda
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antioksidan korunma mekanizmasinin dengesi bozulabilir ve bu durumda hastaliklar
ve hizli yaglanma ortaya ¢ikar (Mau vd, 2002).

Daha once belirtildigi gibi son yillarda funguslarin tibbi 6zellikleri ile ilgili
olarak fungus sektoriinde stirekli bir genisleme goriilmektedir. Fungusdan tiiretilmis
preparatlarin ( MDPS ) hiicresel DNA oksidatif hasarin1 6nleme yetenegi, tek hiicreli
jel elektroforezi (" Comet " ) deneyi ile degerlendirilmistir (Shi vd, 2002). MDPS
yaygin dokuz fungusin sapkasindan elde edilmistir. DNA oksidatif hasarina karsi
koruma Kkabiliyetleri bakimindan biiyiik farkliliklar gostermislerdir. A. bisporus
fruktifikasyon yapilarinin soguk su ekstraksiyonu (Ab- soguk) ile en yiiksek
korunma saglanirken Ganoderma lucidum ( Gl - sicak) sicak su ( 100°C ) ekstresi ile
elde edilen MDP ondan sonraki en yiliksek korumayi saglamistir. G. lucidum’un
metanol ve sulu ekstrelerinin belirgin bir serbest radikal siipiiriicti faaliyet gosterdigi
de rapor edilmistir (Jones ve Janardhanan, 2000). Bu bulgular, bazi yenilebilir
funguslarin biyolojik olarak aktif bilesiklerinin oksidatif hasardan hiicresel DNA’y1
korumak i¢in kaynak olusturdugunu géstermektedir (Buswell ve Chang, 2002).

1.4. Kanser

Kanser diinyadaki 6liim nedenlerinin baginda gelmektedir. Hastalik, anaplastik
hiicrelerin kontrolsiiz olarak c¢ogalmasiyla, dokular1 sarmaya ve diger doku ve
organlara metastaz yaparak dagilmasiyla karakterizedir. Kanser, normal bir
hiicredeki kromozomal DNA’daki mutasyondan kaynaklanmaktadir. Dis etkenler
(tiittin, alkol, kimyasallar, enfeksiydz ajanlar ve radyasyon gibi) ve i¢ etkenler
(hormonlar, bagisiklik durumu, kalitsal mutasyonlar, metabolizmadaki mutasyonlar
gibi) bu siireci tetikleyebilir. WHO’nun bir raporunda diinya ¢apinda 32,6 milyon
insanin kanser oldugu tahmin edilmekte olup, 2012°de 8.2 milyon kisinin kanserden
oldiigi bildirilmistir. Bu rapora gore, 2030 yilina kadar 21 milyon yeni kanser vakasi
beklenmekte ve 13 milyon 6liimiin olacagi tahmin edilmektedir. Kanser diinyadaki
biitiin 6liimlerin %13’{inden sorumlu tutulmaktadir ama kanser 6limlerinin %30’u
anahtar risk faktorlerinden kaginarak dnlenebilmektedir (World Health Organization,
2014).

Yirminci ylizyilin ortalarina kadar nadir goriilen akciger kanseri orani bu
yiizyilin ikinci yarisinda giderek artmustir. Akciger kanserleri en sik karsilagilan

kanserler arasindadir. Gelismekte olan iilkelerde tiim kanser Oliimleri arasinda
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onemli bir yer tutmaktadir. WHO’nun raporuna gére 2015 yilinda akciger kanseri
diinyada yaklasik 1,5 milyon 6liime neden olmustur (World Health Organization,
2017). Ulkemizde akciger kanseri orani (erkeklerde 75.87/100 000, kadinlarda
9.58/100 000) ve mortalite oranlar1 giderek artmaktadir. Yani akciger kanseri, kanser
Oliimleri arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Akciger kanseri olgularinin yaklasik
%85‘ine evre Il ve IV gibi gec¢ evrelerde tan1 konulabildiginden tedavisi zor ve
masraflar yiiksektir (Ece, 2010).

Akciger kanserleri; adeno kanser, skuamé6z hiicreli kanser, kii¢iik hiicreli
kanser ve biiyilik hiicreli kanser olmak iizere dort ana histolojik tiptedir (Kumar vd,
2013).
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2. KAYNAK OZETLERI

Ikewawa ve arkadaslari, Flammulina velutipes, Lentinus edodes, Pholiota
nameko, Pleurotus ostreatus, P. spodoleucus ve Tricholoma matsutake’den elde
ettikleri sicak su Oziitiiniin, Sarcoma 180°li albino farelerde, 6nemli 6l¢iide konak
kaynakli antitimor aktivite olusturduklarimi  gostermislerdir (Ikekawa, 2001).
Chihara, lentinanin antitimoér Ozellikleri gosteren ilk arastirmacilardan biri ve
arkadaglar1 L. edodes’ten elde ettikleri polisakkarite Lentinan ismini vermislerdir
(Chihara vd, 1969).

Liu ve arkadaslar1 bir ¢alismalarinda, Tricholoma lobayense’nin polisakkarit-
protein kompleksi (PSPC)’nin, in vivo ve in vitro, immiinmodiilatér ve antitimor
ozelliklerini aragtirmislardir. Farelerde Sarkom 180 tiimér implantasyonuyla tiimor
olusumu saglanmistir. Tiimor implantasyonundan 24 saat sonra, PSPC, 10 giin
boyunca 20mg/kg/giin intraperitonel olarak farelere enjekte edilmistir. PSPC
uygulamasinin bitmesinden iki giin sonra farelerde T hiicrelerin mitojenik
ozelliklerine, periton eksuda hiicrelerinin fagositik fonksiyonlarina, RNI (reaktif
nitrojen aracilar1) olusumu ve antitimdr aktivitelerine, TNF-a iiretim miktarina
bakilmigtir. Ayrica PSPC’nin melanom, HL-60, H3B, PU5-1.8 tiimor hiicreleri
lizerine sitotoksik aktiviteleri arastirllmigtir. T hiicrelerinin mitojenitesi, peritonal
eksuda hiicrelerinin fagositik aktivitesi, tiimdr tagiyan farelerde normal farelerden
daha diisiik bulunmustur. Ancak PSPC uygulanan tiimor tasiyan farelerde T hiicre
mitojenitesinin ve peritonal eksuda hiicrelerinin fagositik aktivitesinin normal
farelere gore artisi gézlenmistir. RNI diretiminin PSPC uygulanan ve uygulanmayan
tiimor tasiyan farelerde, normal farelerden daha fazla oldugu gozlenmistir. Tumor
tasiyan farelerin (PSPC uygulanan ve uygulanmayan) peritonal eksuda hiicrelerinin
P815 (mastositom hiicreleri) hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesi, normal farelerin
peritonal eksuda hiicrelerinin aktivitesinden oldukg¢a yiiksek bulunmustur. TNF-a
tiretiminin, PSPC uygulanan tiimor tasiyan farelerde arttig1 ancak tiimor tagiyan ve
PSPC uygulanmayan farelerde inhibe oldugu gdzlenmistir. PSPC’nin HL-60, H3B,
PU5-1.8 hiicrelerinin ¢ogalmasini 6nemli dl¢iide, inhibe ettigi in vitro olarak tespit
edilmistir. Melanom hiicrelerinin PSPC’ye daha az duyarli oldugu gozlenmistir (Liu
vd, 1996).

Coriolus versicolor’dan elde edilen polisakkaropeptid-K, PSK (ticari ismi

Krestin)’nin, farelerde yasam siiresini uzattigi, makrofajlarin fagositik 6zelliklerini
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artirdig1 ve retikiiloendotelyal sistemin fonksiyonlarini artirdigi gosterilmistir (Zhu,
1987).

Tindall ve Clegg’in yaptig1 bir ¢alismada, C. versicolor’un Kaposi Sarkomu
tedavisi alan HIV pozitif hastalardaki etkisi arastirilmistir. Otuzbes yas istii erkek,
HIV + ve kaposi sarkomu olan, CD4 seviyesi 250 den daha az olan hastalar ¢alisma
grubunu olusturmustur. Ortalama 5,5 aylik C. versicolor destegi aldiktan sonra ve
almadan 6nceki CD4 seviyeleri Ol¢iilmiistiir. C. versicolor verilmeye baslandiktan
sonra her {i¢ hastada da kaposi sarkomunda azalma, CD4 seviyelerinde ise bir
hastada artis gozlenmistir. C. versicolor destegi kesildikten sonra ise 3 hastada
kaposi sarkomunun arttigi; CD4 seviyeleri iki hastada 250’nin altina diismiis, bir
hastada destek siiresinde goriillen miktarla benzer oldugu gozlenmistir. Ancak
destegin kesilmesinden 120 giin sonra CD4 seviyeleri diismiis ve kaposi sarkomu
geri donmiistiir (Tindall ve Clegg, 1999).

Hirasawa ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢aligmada Shiitake fungusu (Lentinus
edodes)’in kloroform, etilasetat ve su Oziitlerinin antimikrobiyal etkisi aragtirilmistir.
Her ti¢ 6ziitiin Streptococcus spp., Actinomyces spp., Lactobacillus spp., Prevotella
spp., ve Porphyromonas spp. gibi oral orjinli bakterilere oldukga yiiksek
antimikrobiyal etkinligi oldugu goézlenmistir. Enterococcus spp., Staphylococcus
spp., Escherichia spp., Bacillus spp., ve Candida spp. gibi mikroorganizmalarin ise
ozitlere kars1 direngli oldugu goézlenmistir (Hirasawa vd, 1999).

Rashid ve arkadaslar1 F. trogii ATCC 200800’{in kanser hiicre hatlar1 {izerine
in vitro ve in vivo etkisini arastirmislardir. F. trogii 6ziitiiniin (0.5-5.0 mg/mL)
prostat (LNCaP ve PC3), kolon (HT29) ve meme (MCF7 ve MDA-MB-231) kanseri
hiicre hatlar1 tizerine sitotoksik etkisinin oldugunu gozlemislerdir. Sitotoksik etkinin
apoptotik yolla oldugunu akridin oranj ve etidyum bromid boyama ydntemi ile tespit
etmislerdir. Oziitiin fibroblastlara sitotoksik etkisine baktiklarinda énemli bir etkinin
olmadigimi goézlemislerdir. Bagisiklik sistemi baskilanmis farelerde 6ziitiin in vivo
etkisini aragtirmiglar ve PBS ile karsilastirdiklarinda tiimor boyutlarinda 9 giinliik bir
gecikme gozlemlemislerdir (Rashid vd, 2011).

Yapilan bir baska ¢alismada, F. trogii ATCC 200800 soguk tampon Oziitiiniin
ve vitamin E’nin, oral deltametrin verilen sicanlarda artan oksidatif stres lizerindeki
koruyucu etkisi arastirilmistir. Deltametrin uygulanan sigcanlarda kontrol grubuna
gore; aspartat transaminaz (AST), alanin transaminaz (ALT), alkalin fosfataz (ALP)

seviyeleri artarken, katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
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(GPx) ve glutatyon rediiktaz (GRd) seviyeleri diismiistiir. Deltametrin uygulamasinin
hemen ardirdan verilen F. trogii 6ziiti ve vitamin E’nin AST, ALT, ALP ve
tiobarbiitirik asit reaktif bilesenlerinin (TBARS) seviyelerinde onemli derecede
azalma sagladig1 gézlenmistir. Vitamin E ve F. trogii 6ziitiiniin deltametrinin zararh
etkisini azalttig1 tespit edilmistir (Mazmanci vd, 2011).

Lau ve arkadaslar1, C. versicolor oziitiiniin B hiicreli lenfoma (Raji) ve iki tip
promyelositik 16semi (HL-60, NB-4) hiicreleri {iizerine sitotoksik etkisini
arastirmiglardir. Sitotoksik aktivitenin tayini i¢in MTT ve apoptozun indiiksiyonuna
bakmiglardir. Apoptoz sirasinda DNA kirilmasi sonucu ag¢iga ¢ikan niikkleozomlarin
miktarimi belirlemek i¢in “Cell Death Detection ELISA "-Y” kullanilmustir. C.
versicolor 6ziitii, yabanil bir susun sapka kismindan elde edilmistir. C. versicolor
Ozitiiniin 50-800 pug/mL konsantrasyonlart doza bagiml olarak Raji, NB-4 ve HL-60
hiicrelerinin proliferasyonunu %90°dan daha fazla oranda inhibe ettigi tespit
edilmistir. Oziitiin normal karaciger hiicrelerine (WRL), kemoterapétik bir ilag olan
mitomisin C’ye gore herhangi bir onemli sitotoksik etkisinin olmadig tespit
edilmisgtir. Bu da Oziitin timor segici oldugunu gostermektedir. C. versicolor
Oziitiyle muamele edilen, Raji, NB-4 ve HL-60 hiicrelerinde, niikleozom
miktarlarinin, sirasiyla, 5.6, 3.6 ve 3.6 kat arttigi ancak WRL hiicrelerinde 0ziitle
muamele edildiklerinde 6nemli artisin olmadig1 gézlenmistir. C. versicolor 6zitiiniin
lenfoma l6semik hiicrelerinin proliferasyonunu, segici ve doza bagimli olarak ve
muhtemelen apoptozu indiikleyerek inhibe ettigi tespit edilmistir (Lau vd, 2004).

Coriolus versicolor’dan elde edilen polisakkaropeptitin (PSP) insan 16semi
Molt 4 hiicreleri ve insan periferal kan mononiikleer hiicreleri iizerine sitotoksik
aktvitesine in vitro olarak bakilmistir. PSP’nin insan periferal kan mononiikleer
hiicrelerinin ¢ogalmasini artirdigi ve bu hiicrelerin interlokin 1 beta tiimor nekrozis
faktor alfa, interferon gama tretimini artirdigi gosterilmistir. Molt 4 hiicrelerinin
cogalmasimi flow sitometrik analizlerle hiicre dongiisiiniin S fazinda tutuklu
kalmasina sebep olarak ve sitotoksik etkisini apoptozu artirarak yaptig1 gosterilmistir
( Lee vd. 2006)

Yapilan bir baska calismada Coriolus versicolor’'un Cov-1 susunun derin
kiiltirden elde edilen PSP’nin (I'm-Yunity™) insan losemi HL-60 ve U-937
hiicreleri iizerine in vitro antitiimor etkisine bakilmistir. PSP 6ziitlerinin hiicre tipine

bagli olarak hiicre dongiisiiniin G1/S ve G2/M fazlarinda tutuklu kalmasia neden
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olarak, hiicre cogalmasini inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Hsieh
vd, 2006).

Miiller ve ark (2006) tarafindan yapilan bir calismada, en hassas 6 farkli tip kan
kanseri hiicreleri (HL-60, U-937, K562, Blin-1, Nalm-6 ve RPMI8226) lizerine G.
lucidum’un antikanser etkisi belirlenmistir. Hiicre dongiisii analizleri géze carpan
sekilde HL-60’1n G2/M sathasinda tutuklu kaldigin1 gostermistir. Dort kan kanseri
hiicre hattinda (HL-60, Blin-1, U-937, RPMI8226) apoptozun %21-92 arasinda
oldugu belirlenmistir. Sonuglar, G. lucidum’un l6semi, lenfoma ve multiple
miyeloma hiicrelerine karsi biiyiik bir etkiye sahip oldugu ifade edilmistir (Miiller
vd, 2006).

Bir bagka calismada Laetiporus sulphureus’un antioksidan ve antimikrobiyal
ozelligine bakilmistir. Caligmada Pseudomonas aeruginosa NRRL B-23, Salmonella
enteritidis RSKK 171, Escherichia coli ATCC 35218, Morganella morganii (klinik
izolat), Yersinia enterecolitica RSKK 1501, Klebsiella pneumoniae ATCC 27736,
Proteus vulgaris RSKK 96026, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus Cowan |, Micrococcus luteus NRRL B-4375, Micrococcus
flavus, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus RSKK 863 bakterileri ve
Candida albicans (klinik izolat) fungusu kullanilmistir. Gram negatif bakterilere
antimikrobiyal etkisi az olsa da Gram pozitif bakterilere yiiksek etkinlik gosterdigi
gozlenmigtir. Candida albicans’a da olduk¢a yiiksek antifungal etki gOstermistir
(Turkoglu vd, 2007).

Yapilan bir baska ¢alismada C. versicolor’un metanol Oziitlerinin, B16 fare
melanom hiicrelerine etkisi, in vitro ve in vivo olarak arastirilmistir. /n vitro olarak
metanol 6ziitiin doza bagiml bir sekilde melanom hiicrelerini azalttig1 gosterilmistir.
B16 hiicrelerinin ¢ogalmasini hiicre dongiisiinim GO/G1 fazinda tutuklu kalmasina
neden oldugu ve hem apoptotik hem de nekrotik hiicre 6liimii ile sitotoksik etki
gosterdigi kanitlanmistir. B16 melanom olusturulan farelerin kontrol ve metanol
oziitii verilen grubunun peritonel makrofajlari incelenmistir. Oziit verilen gurupta
tiimdr olusumunun sabitlendigi gosterilmistir (Harhaji vd, 2008).

Berovi¢ ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada G. lucidum derin fermentasyon
siirecinde tretilmistir. Kiiltiir sivisindan ve miselden elde edilen ekstraseliiler ve
intraseliiler polisakkarit fraksiyonlarinin immiinstimiilator etkilerinin ytliksek oldugu
gosterilmistir (Berovi¢ vd, 2003). L. edodes ile yapilan bir bagka ¢alismada ise, sapka

ve misel Oziitlerinin, insan meme adenokarsinom hiicreleri (MCF-7) ve normal
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fibroblast hiicrelerine olan sitostatik ve sitotoksik etkileri arastirilmigtir. L. edodes’in
sapka Oziitlerinin MCF-7 hiicrelerinde doza bagimli inhibitor etkileri gdzlenmistir.
I1Cs0 degeri 73+14 pg/mL olarak bulunmustur. Ayni1 konsantrasyonlardaki 6ziitlerin
normal fibroblast hiicrelerine olan etkisi benzer ancak ICsg degeri 140+£30 pg/mL
olarak bulunmustur. L. edodes’in misel Oziitlerinin MCF-7 hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigi konsantrasyonlar daha yiiksek ve ICsy degeri
11.236+4.856 ug/mL olarak bulunmustur. Normal fibroblast hiicrelerinin
proliferasyonunu ise sadece yiiksek konsantrasyonlarda (15.490+2.310 pg/mL ICso
degeriyle) baskiladigi gortilmustiir (Israilides vd, 2008).

Coriolus versicolor’un CM-101 susundan elde edilen protein bagl polisakkarit
(PSK)’nin insan ve modellerde in vitro ve in vivo antikanser 6zellik gosterdigi bir
diger calismada gosterilmistir. Bu ¢alismada 16semi, melanom, fibrosarkom, serviks,
akciger, pankreas ve gastrik kanser hiicreleri iizerine etkisi arastirilmigtir. Ayni
zamanda periferal kan lenfositleri lizerine de etkisi aragtirilmistir. PSK’nin, hiicreleri
GO0/G1 fazinda durdurarak, apoptozu ve kaspaz-3 ekspresyonunu artirarak in vitro
etkinlik gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonuglar PSK’nin in vitro tiimér hiicre
cogalmasma direkt bir sitotoksik aktivitesinin oldugunu gostermektedir. Aksine,
periferal kan lenfositlerinin ¢ogalmasini saglayan IL-2 ile sinerjistik etki yaptigi
gosterilmistir (Jiménez-Medina vd, 2008).

Ganoderma lucidum ve Duchesnea chrysantha ekstraktinin, 16semi HL-60
hiicreleri iizerine antikanser Ozelliginin gosterildigi bir calisma Kim ve ark.
tarafindan yapilmistir.  Calismada fungus ve bitki oOziitlerinin, insan ldsemi
hiicrelerinin biiyiimesini 6nemli derecede baskiladigi ve apoptozu indiikledigi tespit
edilmistir. Bu ¢aligmada oziitlerin iyonize radyasyon tedavisinin etkinligini artirip
artirmadig1 da belirlenmistir. Kombinasyon tedavi denemesinde hiicre gogalmasinin
baskilandigt HL-60 hiicrelerinde mikroniiklei formasyonun olusmasi kadar
apoptozun da indiiklendigi ve hiicre Oliimiinde artisa neden oldugu sonucuna
ulagilmistir. Hiicrelerin, Oziitlerle 6n muamelesinde sadece radyon-indiiklii G2/M
sathasinda tutuklu kalan hiicre sayisinin azalmadig1 ayni zamanda G1 fazinda tutuklu
kalan hiicrelerde de artis goriilmiistiir. Oziitlerle 5n muamelenin radyasyon-indiiklii
apoptozu artirdirdigi gosterilmistir (Kim vd, 2008).

Chen ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada, Fomes fomentarius’un derin
kiiltiiriiyle elde edilen EPS’nin, SGC-7901 hiicrelerine (insan gastrik kanser

hiicreleri) olan antiproliferatif 6zelligine bakmislardir. Uygulanan EPS dozu ve
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zaman1 arttikca antiproliferatif 0Ozelligin de arttigi tespit edilmistir. Ayrica
polisakkaritlerin kanser hiicrelerinin proliferasyonuna etki etmedigi diisiik dozlarin,
doksorubisinin etkisini artirip artirmadigi da bu ¢alismada arastirilmistir.
Polisakkaritlerin sitotoksik olmayan diisiik dozlari, doksorubisin ile birlikte
verildiginde, doksorubisinin tek basma verildiginde olusturdugu antiproliferatif
etkinin ii¢ katina ¢iktig1 tespit edilmistir (Chen vd, 2008). Pleurotus ostreatus ile
yapilan bir ¢caligmada, suda ¢oziinen polisakkarit POPS-1 etanolde ¢oktiiriilerek elde
edilmistir.  POPS-1’in, HelLa tiimor hiicreleri iizerinde antitiimor Ozelligine
bakilmigtir. insan embriyo bdbrek 293T hiicrelerine olan sitotoksik etkisinin HeLa
hiicreleri tizerine olan etkisinden daha diisiik bulundugu in vitro olarak gosterilmistir
(Tong vd, 2009).

Insan kolorektal adenokarsinom hiicre hatti (SW480 hiicreleri) ve insan
monositik hiicre hattt (THP-1 hiicreleri) ile yapilan bir ¢alismada Calvatia lilacina
(CL) Pleurotus ostreatus (PO) ve Volvariella volvacea (VV) nin antikanser etkisine
bakilmistir. PO ve VV protein Oziitlerinin SW480 hiicrelerinde apoptotik
mekanizmay1 artirdig1r gosterilmistir. THP1 ve SW40 hiicrelerinin canliliginin PO,
VV ve CL’nin protein 6ziitlerinin konsantrasyona bagl olarak azaldig1 gosterilmistir
(Wu vd, 2010).

Yang ve arkadaglari, bir c¢alismalarinda, P. eryngii’den elde ettikleri
polisakkarit (PEPw)’nin, renal adenokarsinomu olan farelerde antitimor ve
immiinmodiilator etkisini arastirmiglardir. Farelerde tiimor nodiilleri biiytidiikten 10
giin sonra, kontrol grubu (sadece PBS), diisiik doz PEPw (50 mg/kg), orta doz PEPw
(100mg/kg) ve yiikksek doz PEPw (200mg/kg) uygulanan, dort gruba ayrilarak
incelenmistir. PEPw 0ziitleri oral olarak, 20 giin boyunca verilmistir. Kontrol grubu
haricinde diger 3 grupta uygulanan dozlara bagli olarak tiimér boyutlarinda gerileme
gozlenmistir. ELISA yontemiyle konsantrasyon artigina bagli olarak IL-2 ve TNF-a
seviyelerinde artis tespit edilmistir. PEPw’nin humoral ya da hiicresel immiiniteyi
artirdigin1 gostermek igin organ indeksine ve mitojenle uyarilmis splenosit artigina
bakmislardir. Kontrole gore verilen dozlara bagl olarak, dalak ve timus indeksinde
onemli bir artis gézlenmistir. Concanavalin-A (Con-A) ve lipopolisakkaritlerin (LPS)
[Con-A T hiicrelerini-hiicresel immiiniteyi, LPS B hiicrelerini ~humoral immiiniteyi
indiikleyen mitojenlerdir (Marciani vd, 2000)] indiikledigi splenositlerde de, kontrole

gore, doza bagimli 6nemli bir artis gozlenmistir. NK hiicreleri ve Sitotoksik T
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hiicreleri de, dozlara bagli artan sekilde, kontrol grubundan daha yiiksek bulunmustur
(Yang vd, 2013).

Ramaria flava ile yapilan bir ¢alismada ise, fungusdan elde edilen etanol
Oziitlinlin antikanser, antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri aragtirilmistir. Etanol
Oziitliniin 200pg/mL konsantrasyonlarda, MDA-MB-231 tiimér hiicrelerine %71.66
oraninda inhibitdr etkisinin oldugu gosterilmistir. Antimikrobiyal 06zelligini
arastirmak igin, bakterilerden Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli
(ATCC 25922), ve Bacillus subtilis (ATCC 6633), funguslardan ise Fusarium
graminearum, Gibberella zeae ve Cercosporella albo-maculans kullanilmistir.
Etanol 6ziitiin antimikrobiyal aktivitesine, agar kuyucuk difiizyon ydntemi ve MIiK
yontemi ile bakilmustir. Oziite en duyarli bakteri Staphylococcus aureus iken, bunu
Bacillus subtilis, Escherichia coli takip etmektedir. Oziitiin antifungal aktivitesi ise
Fusarium auenaceum patojenine en yiiksek bulunmustur. C. albo-maculans ve G.
zeae de duyarl olarak gozlenmistir (Liu vd, 2013).

T. versicolor (aku6z) 6ziitiiniin meme kanserli farelerde 4T1 hiicreleri ve 4T1-
tiimor hiicrelerine antimetastatik ve antitiimor etikisine bakilan bir ¢alismada, diisiik
dozlarda, 4T1 hiicrelerinin proliferasyonunu etkilemedigi ancak nonsitotoksik
dozlarin hiicrelerin gogiinii ve invazyonunu engelledigi gosterilmistir (Luo vd, 2014).
Ayn1 zamanda, enzim aktiviteleri (AST, ALT, ALP, CK) ve MMP-9 (Matrix
metallopeptidase 9) protein seviyelerinin 6ziit ile baskilandigini tespit etmislerdir.
Hayvan deneylerinde, oziitiin (1 g/kg, 4 hafta oral olarak beslendi), kontrol grubuna
gore; timor agirhigint %36 ve akciger metastazim1 %70.8 azalttigin1 gostermislerdir.
Bunlarin yani sira, yapilan analizlerde, meme kanserinin kemige verdigi hasarin 6ziit
sayesinde azaldigt da 3D p-CT analizleriyle tespit etmislerdir. T. versicolor
Oziitiiniin; dalak lenfositlerinden salinan IL-2, 6, 12, TNF alfa ve IFN gama
seviyelerinde kayda deger artislar sagladigini belirtmislerdir. T. versicolor 6ziitliniin;
antitimor, antimetastatik, immiinmodiilatér ve kemikleri koruyucu etkisi bu
caligmada saptanmustir. T. versicolor 6ziitii verilen ve kontrol grubu arasinda, kilo ve
plazma enzimleri agisindan 6nemli bir farklilik saptamamiglardir ki boylece T.
versicolor’un konaga toksik olmadigini ileri siirmiislerdir (Luo vd, 2014).

Ho ve arkadaslarinin (2004) T. versicolor ile yaptig1 bir ¢alismada, elde edilen
PSP’nin tiimoér olusumunu baskiladigi gosterilmistir. Anjiyogenez, tlimoriin
cogalmasi ve metastaz i¢in kritik bir olay olarak degerlendirilmistir. Bu siirecin

durmasinin, tiimor proliferasyonuna, terapotik miidahelede bulunmak igin bir yol
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oldugunu belirtmiglerdir. S—180 tiimdr olusturulan farelerde PSP’nin tiimo6r dokusuna
etkisini incelemisler; kontrol grubu ile PSP verilen grupla mikrokorozyon yapisini
karsilastirmislar ve kontrol grubunda daha yogun siniizoitler ve sicak noktalarin
oldugu; daha fazla anjiyogenetik ozellik gézlemlemislerdir. Timor dokularinin,
endotelyal hiicre belirteglerine (Faktor VIII) karsi, antikorlarla immiinoboyanmasi
ile, vaskiiler dansite ile tiimor agirliginda bir korelasyon oldugunu saptamislar ki
bunun PSP verilen farelerde daha diisiik bulundugunu tespit etmislerdir. PSP’ nin
antitimor 6zelliginin, antianjiyogenez ile saglanmakta olabilecegini belirtmislerdir.
T. versicolor PSP’lerinin antitimor aktivitesinin, anti- anjiyogenetik 6zelliginden
oldugunu ileri siirmiislerdir (Ho, Konerding vd, 2004).

T. versicolor’dan elde edilen biyopolimerlerin kompleman (anti-kompleman)
sisteminin aktivasyonuna olan etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada, T. versicolor’un
sicak su 0ziiti ve metanol Oziitlinlin etkileri; sirastyla %71,8 ve %98,1 oraninda
bulunmustur (Jeong vd, 2004).

T. versicolor polisakkaropeptiti (PSP), kanser hastalarina kemo ya da
radyoterapide yardimci olarak onerilmektedir. Hastalarda, agrinin, bitkinligin, istah
kaybinin, mide bulantis1 ve kusma gibi sikayetlerin azalmasina yardimeci olarak,
yasam kalitesini artirmakta oldugu da bildirilmistir. PSP’nin viicut sicakliginda nasil
bir degisiklik yaptig1 bilinmediginden, yapilan bir calismada, PSP’nin ratlarda,
intraperitonel uygulanmasinin, doza bagli olarak viicut sicakligini diistirdiigiinii rapor
etmislerdir. Ancak kandaki TNF-a seviyesinin doza baglh olarak arttigim
gozlemlemislerdir (Jedrzejewski vd, 2014).

Burkitt Lenfoma hiicrelerine sitotoksik etkisinin arastirildigi bir ¢alismada
PSK’nin hiicresel apoptozu indiikleyerek hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi
belirtilmistir (Hattori vd, 2004).

Maruyama ve arkadaslart PSK ile yapilan calismalarin ¢ogunda hiicresel
bagisikliktan s6z edilmekte oldugunu ileri siirmektedirler. Ancak bazi ¢alismalarda
PSK’nin antikor iretimini indiikledigini, humoral bagisikligi uyardigini, in vivo
olarak gosterildigini de belirtmislerdir. Ayrica humoral bagisik yanitin hiicresel
bagisik yanita bagli oldugunu diisiinmekte olduklarindan yaptiklar1 calismada;
PSK’nin Insan B hiicrelerinden (BALL—1) IgM salinimini artirdigini saptamuslardir.
BALL-1 hiicrelerinin primer bagisik yanitta rol alan B-1 a hiicreleriyle ayni
karakteristik 6zelliklere sahip oldugunu bildirmektedirler. PSK’nin, direkt olarak B

hiicrelerini etkilemekte; bu baglamda, ayn1 anda hem humoral yanitt hem de hiicresel
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yanit1 artirmakta oldugunu belirtmislerdir. PSK’nin hiicresel bagisikligi, ozellikle
antibakteriyel primer bagisik yanitini artirdigini ileri stirmiislerdir. PSK’nin direkt
olarak B hiicrelerini aktive ettigi ve IgM salinimimi artirdigini bildirmislerdir
(Maruyama vd, 2009).

PSP’nin antitiimdr etkisi bilinmesine ragmen klinik etkilerinin tam olarak
aciklanmadigini ileri siiren bir ¢alismada; hastaligi ilerlemis, geleneksel tedaviyi
almus, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserli hastalarda, PSP’nin etkileri, ¢ift korlii,
randomize, plasebo-kontrollii olarak arastirilmistir. Dort hafta boyunca PSP verilen
hastalarin, plasebo hastalarina gore 16kosit, notrofil, IgG ve IgM miktarlarinda ve
viicut yag yiizdesinde artis tespit etmemislerdir. PSP verilenlerde, hastaliktan
kaynaklanan bitkinligin, plasebo hastalarina gore azaldigini rapor etmislerdir.
PSP’nin, hastaligin ilerlemesini 6énemli dl¢iide azalttigin1 gézlemlemislerdir (Tsang
vd, 2003).

T. versicolor’un etanol-su Oziitinin, immun modulatdr etkilerinin
degerlendirildigi bir calismada, fare dalak lenfositlerinin proliferasyonuna ve
yardimer T (Ty) hiicreleri ile iligkili sitokin tretimine bakilmistir. T. versicolor
Oziitinlin fare dalak lenfositlerinin proliferasyonunu zamana ve doza bagl olarak
onemli olgiide arttirdigin1 saptamuglardir. Ty ile iliskili 1L-2 ve IL-12’leri igeren
sitokinlerin iiretiminin 6nemli dl¢tide arttigini, ancak IFN gama ve IL-18’in sadece
ilk 24 saatte arttigini tespit etmislerdir. (Ho, Lau vd, 2004).

Unyayar ve arkadaslar1 C. versicolor ve F. trogii ATCC 200800 standardize
akiioz oziitlerinin HeLa ve fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksik etkisini MTT
yontemi ile arastirmiglardir. HeLa hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisi olan
konsantrasyonlarin fibroblast hiicreleri iizerinde daha az sitotoksisiteye neden
oldugunu tespit etmislerdir. F. trogii ATCC 200800 6ziitiiniin HeLa hiicreleri tizerine
C. versicolor oziitine gore daha yiiksek sitotoksik etki gosterdigini saptamislardir.
Kontrol ile karsilastirdiklarinda C. versicolor’un %45, F. trogii ATCC 200800’{in
%71.5 oraninda proliferasyonu inhibe ettiklerini tespit etmislerdir. Normal fibroblast
hiicrelerinde ise oranlar C. versicolor’da %38,7, F. trogii ATCC 200800’de
%51,3’1ere gerilemis oldugunu saptamiglardir (Unyayar vd, 2006).

Armillaria mellea, Grifola frondosa, Garnoderma frondosa, Codyceps
militaris, Hericium erinaceus, Coriolus versicolor, Agaricus blazei gibi funguslarin
akudz oOziitlerinin akciger metastazina kars1 gosterdikleri inhibitor etkileri ve

splenositlerin artisinin gosterildigi bir ¢alismada; fungus 6ziitlerinin, kolon kanserli
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farelerde oral olarak uygulanmasinin ardindan, doza bagli olarak, akciger metastazini
onemli 6l¢iide inhibe ettigini tespit etmislerdir. Bu fungus 6ziitlerinin, T ve B hiicre
stimiilasyonunu oldukga arttirdigini; CD3, CD19, CD4 ve CDS8 pozitif hiicrelerin
sayisin1 da doza bagli olarak arttirdigini bildirmislerdir. Splenositlerden salinan IFN

gama ve IL-4 seviyelerinin de arttigin1 gézlemlemislerdir (Han vd, 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cahismada Kullanilan Funguslar

Calismada Basidiomycetes sinifina dahil olan beyaz ¢iiriikk¢iil funguslardan
Trametes versicolor ATCC 200801, Hatay’dan izole edilmis olan Trametes
versicolor (H), Malatya’nin Arapgir il¢esinden izole edilen Trametes trogii susu (A),
Malatya inénii Universitesi Kampiisiinden izole edilen Trametes trogii susu (i) ve
Mugla bélgesinden izole edilen Ganoderma lucidum kullamldi. Bu funguslar Inénii
Universitesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji laboratuvarinda daha &nceden izole

edilmistir ve saf kiiltiir olarak muhafaza edilmektedir.

3.2. Calismada Kullanilan Funguslarin Uretimi ve Saklanmasi

Calismada kullanilan funguslarin devamliliklarint saglamak amaciyla yaklagik
her 4 haftada bir Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) plaklarina pasajlama yapilarak 30
°C’de 6 giin inkiibe edildi. Daha sonra suslar +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

3.3. Cahismada Kullamlacak Stok Fungus Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Oncelikle SDA plaklarinda iiremis olan funguslardan yatik agarlara pasajlama
yapild1 ve 6-7 giin 30°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1, 10 mL distile
su eklenerek misel slispansiyonu hazirlandi. Hazirlanmis olan siispansiyonlardan 100
mL Sabouraud Dextrose Broth (SDB) igeren 250 mL’lik erlenlere steril kosullarda
ekim yapild1 ve 30°C’de 150 rpm’de ¢alkalamali kosulda 5-6 giin inkiibe edildi.
Daha sonra da, kiiltiirler diisiik devirde homojenize edilerek calismanin amacina

uygun olarak ekim i¢in stok fungus kiiltiirleri olarak kullanildi.

3.4. Cahismada Kullanmilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Calismada, SDB ve ayrica glukoz ile zenginlestirilmis stok temel ortam (STO)
ekzopolisakkarit {iretimi amaciyla kullanildi. STO; (g/L): KH,PO,4 0.2, CaCl,.2H,0

0.1, MgS04.7H,0 0.05, NH4H2PO,4 0.5, FeSO,.7H,0 0.035, Glikoz 40 ve malt 6ziitii

1 olacak sekilde hazirland1 ve otoklavda steril edildikten sonra kullanildi.
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3.5. Ekzopolisakkarit Ekstraksiyonu

Kiltirler uretildikten sonra suzilerek filtrat elde edildi. Filtrata 4 kati
sogutulmus etanol eklendi ve bir gece +4°C’de bekletildikten sonra kuru agirliklari

6lciildii (Zhao vd, 2010; Llauradé vd, 2015).

3.6. Kuru Agirhigin Saptanmasi

Fungus ve ekzopolisakkarit kuru agirlik 6l¢timii gravimetrik yontemle 6lgiild.
Kiiltir darasi alinmig filtre kagitlarindan siiziildiikten sonra filtre kagidi+fungus
biyokiitlesi 55 °C’de 1 gece kurutuldu. Daha sonra 2 saat desikatorde bekletildi ve
kuru agirlik saptandi. Ekzopolisakkarit kuru agirlik 6l¢iimiinde de ayni yontem

kullanildi.

3.7. Cahismada Kullamilan Kati Besiyeri

Calismada kat1 substrat olarak bugday kepegi+soya unu kullanildi. Bugday
kepegi besin icerigi, kolay erisilebilirligi ve maliyetinin diisiik olmasi nedeniyle;

soya unu ise protein icerigi nedeniyle tercih edildi.

3.8. Kati Besiyerinin Hazirlanmasi, Ekim ve Uretim

Kat1 besiyeri, 3.5 g bugday kepegi+ 1.5 g soya unu/250 mL erlenlerde olacak
sekilde hazirland1 ve erlene 15 mL distile su eklendi. Daha sonra 121°C’de 1 atm.
basing altinda 45 dakika siiresince otoklavda steril edildi. Her bir erlene 2 mL olacak
sekilde fungus ekildi ve Ornekler 30°C’de statik olarak 5 giin inkiibe edildi.
Inkiibasyonun 5. giiniinde her bir erlene 40 mL distile su eklenerek, kiiltiir &ze
yardimiyla pargalandi. 200 rpm’de 30°C’de 2 saat calkalandi. Calkalandiktan sonra
kiltir filtre edildi. Filtrat 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatan alind1 ve
liyofilizasyon i¢in hazirlandi.

Calismada ayrica kati faz fermentasyonu siirecinden 2. bir yontemle de 6ziit
eldesi yapildi. Bu yontemde 10 giinliikk iiretim sonucu erlenler 40°C’de 24 saat

bekletilerek kurutuldu ve kiiltiir alinarak ogiitiildii. Daha sonra 1 g alinarak fosfat
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tamponu igerisinde karistirildi ve 12000 g’de 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
siipernatan 40 um’lik siizgeclerden gecirildi ve sitotoksik aktivite tayini igin

kullanild1 (Unyayar vd, 2006).

3.9. Liyofilizasyon

Liyofilizasyon i¢in hazirlanan 6rnekten 10’ar mL alinarak plastik kaplara
koyuldu. 1 gece -20°C’de bekletildi. Dondurulan ornekler lizofilizasyon cihazina
yerlestirildi ve 24 saat bekletildi ve liyofilize kiiltiir 6ziitleri elde edildi. Liyofilize
edilmis kiiltiirlerden 1g/20 mL RPMI 1640 olacak sekilde ¢oziildi. Coziilen drnekler
0.45 um’lik filtrelerden gegirilerek sitotoksisite ve antimikrobiyal etki ¢calismalarina

hazir hale getirildi.
3.10. Kullanilan Hiicre Hatlar: ve Kiiltiirii

Akciger kanser hiicresi (A549), kronik miyeloid 16semi (K562) ve akciger
saglikli epitelyum hiicresi (BEAS-2B) Inénii Universitesi, Biyoloji Boliimii Hiicre
Kiiltiir laboratuvarindan temin edildi. Hiicreler %10 fetal bovin serum (FBS), %1
penisilin-streptomisin igeren RPMI-1640 besiyerinde, %5 CO; igeren 37°C etiivde
inkiibe edildi. Besiyeri her 2 giinde bir degistirildi. Hiicreler tripsin enzimi
yardimiyla kiiltiir flasklarindan alindi ve steril santrifiij tiiplerinde (falkon) 1000
rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Stipernatan atildi. Dipte kalan hiicreler 2 mL fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikandi. Tekrar 1000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi.
Santrifiij sonrasi siipernatan atildi ve pelet 15 mL besiyeri iceren 75 em®lik kiiltiir

flaskina alinda.
3.11. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Coziilmesi

Hiicreler kiiltiir flaskindan falkonlara alindiktan sonra 1000 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi. Siipernatan atildiktan sonra pelet 2 mL PBS ile yikandi ve 1000
rpm’de 5 dk santriflij edildi. Bu islem iki kere tekrar edildi. Peletlere 900 ul FBS
eklenip karistirildi ve 100 pL dimetil siilfoksit (DMSO) eklenerek tiiplere alind1 ve -
80°C’de dondurularak saklanda.
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Hiicreler dondurucudan ¢ikarildiktan sonra, 37°C’lik su banyosunda hizli bir
sekilde ¢oziinmeleri saglandi ve 15 mL RPMI-1640 igeren 75 cm®lik kiiltiir flaskina
alindi. Bir gece 37°C’de %S5’lik CO7’lik etiivde inkiibe edildikten sonra hiicreler

pasajlandi.
3.12. Hiicre Canhih@imin Saptanmasi (Tripan Mavisi Yontemi)

Tripan mavisi boyasit canli hiicrelerin membranlarindan gecememektedir.
Ancak Olii hiicrelerin membranlar1 pargalandigr i¢in boya hiicre icine girip
miskroskopta mavi goriinmesini saglamaktadir. Bdylece hemositometre lami
yardimiyla canli ve 6lii hiicreler hesaplanmaktadir.

Alt1 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarina her kuyucukta 10° hiicre olacak sekilde
hiicreler ekildi ve %5°lik CO; igeren etlivde 37°C’de bir gece inkiibe edildi. A549 ve
BEAS-2B hiicreleri 24 saat inkiibasyondan sonra fungus Oziitleri ile muamele
edilirken K562 hiicreleri ayn1 giin fungus 6ziitleri ile muamele edildi. Daha sonra 48
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiim hiicreler 15 mL’lik falkonlara topland1 ve
4000 rpm’de 15 dk santrifiij edildikten sonra siipernatan atildi. 100 uL PBS ve 5 uL
Tripan mavisi boyast eklendi. 5 dk bekletildikten sonra 10 pL alinarak

hemositometrede canli ve 6lii hiicreler sayildi.
3.13. MTT Yontemi

Hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarmma her kuyucukta 3x10° hiicre
olacak sekilde ekildi. A549 ve BEAS-2B hiicreleri 37°C’de %5’lik CO; igeren
etlivde 24 saat inkiibasyondan sonra fungus Oziitleri ile muamele edilirken, K562
hiicreleri ayn1 giin fungus Oziitleri ile muamele edilerek inkiibasyona birakildi.
Fungus oziitler1 uygulandiktan sonra 24, 48 ve 72. saatlerde sonuglar alindi. Her
kuyucuga  3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT)
soliisyonundan (5mg/mL) 20 pL eklendi. Hemen sonra, 2-4 saat 151k almayacak
sekilde 37°C’de %5’lik CO; iceren etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
plaklardaki sivi dokiildii ve 100 u. DMSO eklendi. 5 dk 100 rpm’de calkaland1 ve

570 nm’de absorbanslar dl¢iilerek degerlendirildi.
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3.14. Kaspaz-3 Aktivitesinin Olg¢iimii

Hiicrelerdeki kaspaz-3 aktivitesindeki degisiklikler kaspaz-3 kolorimetrik
yontem kiti (BioVision Arastirma Uriinleri, ABD) ile saptand1. Hiicreler (A549 ve
BEAS2B hiicreleri 1x10° hiicre/2,5 mL/kuyucuk; K562 hiicreleri 2x10° hiicre/2,5
mL/kuyucuk) 48 saat 6ziitlerle muamele edildikten sonra toplandi. 1000 rpm’de 10
dk santrifiij edildi. Siipernatan atild1 ve pelet iizerine 50 uL hiicre liziz tamponu
eklenerek 10 dk buzda bekletildi. Daha sonra, 10.000 g’de 1 dk santrifiij edildi ve
siipernatan yeni ependorf tiiplere alindi. Uzerine 200 uL hiicre liziz tamponu eklendi.
96 kuyucuklu plaklara 50 pL 6rnek, 50 pL reaksiyon tamponu (10mM DTT igeren)
ve 5 uL DEVD-pNA substrat eklenerek 2 saat CO;’li inkiibatérde 37 °C’de inkiibe
edildi. Spektrofotometre de 405 nm’de absorbanslar dl¢iildii. Bradford yontemiyle
saptanan toplam protein konsantrasyonlarina béliinerek kaspaz-3 enzimin iinit

aktivitesi hesaplandi.

3.15. Antimikrobiyal Etkinin Saptanmasi

3.15.1. Kullanilan Test Mikroorganizmalari

Antimikrobiyal etki testinde Staphylococcus aureus ATCC 25923- 29213,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella
typhi ATCC 14028, Salmonella typhi NCTC 8394, Streptococcus pyogenes,
Enterecoccus faecium nj-1, Enterecoccus gallinarum, Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Haemophilus influenzae, Listeria monocytogenes bakterileri ve ayrica

Candida albicans ve Candida tropicalis maya tiirleri kullanildu.

3.15.2. Disk Difiizyon Testi

Test edilecek mikroorganizmalar %0.9’luk NaCl ¢ozeltisinde (Serum
fizyolojik) 0.5 McFarland’a (10° mikroorganizma/mL) esdeger olacak sekilde

siispanse edildi ve Mueller Hinton agar besiyerine inokule edildi. Oziitler steril 6

mm’lik bog disklere 50 puL olacak sekilde emdirildikten sonra, diskler steril sekilde
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plaklara yerlestirildi. Kiiltiirler 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra olusan
inhibisyon zon ¢aplari 6l¢iildi (CLSI, 2015).

3.15.3. Minimum Inhibe Edici Konsantrasyon Testi

Antibakteriyel ve antifungal aktivitenin testinde minimum inhibe edici
konsantrasyon (MIK) testi de kullanildi. MiK, mikroorganizmanin tiiplerdeki ya da
mikrodiliisyon kuyucuklarindaki iiremesini tamamen inhibe eden en diisik
antimikrobiyal madde konsantrasyonudur.

Bu yontemde 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanildi. Her kuyucuga Mueller-
Hinton sivi besiyerinden eklendikten sonra fungus oziitleri eklenerek seri diliisyon
yapildi ve 0.5 Mc Farland’a bagli olarak standardize edilmis mikroorganizma
siispansiyonundan her kuyucuga eklendi. Mikroplaklar 37°C’de 24 saat inkiibasyon
sonrast degerlendirilildi. Uremenin olmadig1 en diisiik konsantrasyon MIK olarak
belirlendi (CLSI, 2015).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada ¢esitli beyaz beyaz ciiriik¢iil fungus suslar1 kullanilmistir. Trametes
versicolor’un 2 farkli susu; Trametes versicolor ATCC 200801, Trametes versicolor
(H) ve Trametes trogii’nin 2 susu Trametes trogii (A) ve Trametes trogii (i) ve

Ganoderma lucidum kullanildi.

4.1. Funguslarin Ekzopolisakkarit ve Misel Uretimi

Calismanin ilk asamasinda, yukarida siralanan funguslarin EPS iiretim
yetenekleri tespit edildi. Funguslarin EPS iiretim yetenekleri {izerine fermentasyon
siiresinin ve glukoz miktarinin etkisinin saptanmasi i¢in farkli inkiibasyon
stirelerinde (3-15 giin) ve farkli glukoz konsantrasyonlarinda (0-40 g/L) deneyler
yapildi. Funguslarin hepsinde optimum EPS iiretimi i¢in 10 giinliik inkiibasyon ve 40
g/L glukoz miktarinin uygun oldugu tespit edildi.

Bu funguslarin 40 g/L glukoz igeren STO ortaminda 5. ve 10. giinlerde
tirettikleri EPS ve ayrica biyokiitle miktarlar1 Sekil 4.1-4.5°de gdsterilmistir.
Kullanilan funguslarin tiimiiniin EPS {iretttigi ve liretimin ve biyokiitle miktarinin
zamana bagl olarak artis gosterdigi saptandi. Funguslarin tiimiiniin 5. giine gore 10.
giinde daha ytiksek EPS {irettigi gézlendi.

T. versicolor ATCC 200801 5. giinde 0,197 g/100mL EPS iiretirken 10. giinde
0,225 g/100mL {iiretmis ve biyokiitle de zamana bagh olarak artmistir (Sekil 4.1). T.
versicolor (H) susu ile ise 5. giinde 0,177 g/100mL elde edilirken 10. giinde 0,5985
g/100mL EPS elde edilmistir (Sekil 4.2). T. versicolor (H) susunun 10. giinde irettigi
EPS diizeyi T. versicolor ATCC 200801 susunun irettigi EPS’den ¢ok daha
yiiksektir (Sekil 4.2). Bu da dogadan izole edilen bu susun EPS iiretim yeteneginin
ATCC kiltiiriine gore yliksek oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.1. T. versicolor ATCC 200801 susunun 5 ve 10 giinliik tiretimi
sonucu EPS ve biyokiitle degisimi
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Sekil 4.2. T. versicolor (H) susunun 5 ve 10 giinliik iiretimi sonucu EPS
ve biyokiitle degisimi

Calismada T. trogii suslarinin EPS iiretim yetenegi ve biyokiitle degisimi de
saptanmustir (Sekil 4.3-4.4).

T. trogii (I) susunun EPS iiretimi 5. giinde 0,171 g/100mL iken 10. giinde artis
gostererek 0,241 g/100mL’ye ulasmustir (Sekil 4.3). T. trogii (A) susunun ise 5.
giinde 0,079g/100mL ve 10. giinde de 0,099 g/100mL EPS f{irettigi saptanmistir
(Sekil4.4).

T. trogii (I) susunun EPS iiretim yetenegi T. trogii (A) susundan daha yiiksek
iken, T. versicolor ATCC 200801 ve T. versicolor (H)’den daha diisiik oldugu
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gozlenmistir. T. versicolor suslari ile karsilagtirildigi zaman T. trogii suslarinin daha
diisiik miktarda EPS fdirettikleri gozlenmistir. Sonuglar bu tiiriin EPS iiretim
yeteneginin Trametes cinsine ait bu c¢alismadaki diger suslardan daha diisiik

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.3. T. trogii (I) susunun 5 ve 10 giinliik iiretimi sonucu EPS ve

biyokiitle degisimi
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Sekil 4.4. T. trogii (A) susunun 5 ve 10 giinliik iiretimi sonucu EPS ve
biyokiitle degisimi

G. lucidum’un irettigi EPS miktar1 T. trogii (A) susunun irettigi EPS

miktarina yakin iken diger Trametes suslarinin iirettigi miktara gore diisiik oldugu
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saptanmistir.  G. lucidum’un irettigi EPS miktar1 5. giinde 0,05 g/100mL iken 10.
giinde de 0,09 g/100mL’dir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. G. lucidum susunun 5 ve 10 giinliik tiretimi sonucu EPS ve
biyokiitle degisimi

Calismanin devaminda elde edilen EPS’lerin sitotoksik ve antimikrobiyal
etkisini test etmek amaciyla gesitli ¢oziiciiler (DMSO, DMFO, soguk ve sicak distile
su, etil alkol, metil alkol) kullanildi. Elde edilen EPS’ler kullanilan ¢dziiciilerin
timiinde, ya ¢ok az c¢oziindiigiinden ya da hi¢ c¢oziinmediginden yapilan 6n
caligmalarda herhangi bir sitotoksik etki ya da antimikrobiyal etki tespit edilemedi.

Bu nedenle, calismanin ikinci kisimda kati faz fermentasyon siirecinden elde
edilen Oziitiin sitotoksik etkileri arastirildi. Calismanin bu asamasinda T. versicolor
ATCC 200801, T. versicolor (H), T. trogii (A), T.trogii (I)’den elde edilen dziitlerin
akciger kanseri hiicreleri (A549), akciger saglikli epitelyum hiicreleri (BEAS-2B) ve
kronik myeloid 16semi (KML) (K562) hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri tespit
edildi. Sitotoksik etki, tripan mavisi ve MTT yo6ntemi ile belirlendi. Tripan mavisi
yontemi; etkili konsantrasyon araligini tespit etmek, proliferasyonun baskilanip
baskilanmadigini ya da sitotoksik etkinligin varligini tespit etmek amaciyla yapildi.
MTT yontemi ise tripan mavisini dogrulamak, 6ziitlerin ICso degerini hesaplamak ve
optimum maruz kalma siiresini tespit etmek amaciyla yapildi.

On calismalarda G. lucidum’un kati faz siirecinden elde edilen oziitiiniin
hiicreler iizerine sitotoksik etkisinin olmadig: tespit edildiginden bu fungusla ¢aligma

devam ettirilmedi.
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4.2. T. versicolor ATCC 200801°nin Sitotoksik EtKisi

T. versicolor ATCC 200801 oziitiiniin A549, BEAS-2B ve K562 hiicrelerine
etkisi oncelikle tripan mavisi yontemiyle arastirildi. Oziit A549 ve BEAS-2B
hiicrelerine uygulandiktan 48 saat sonra etkisini gosterirken, K562 hiicrelerine 24
saatte etki ettigi mikroskobik incelemelerle tespit edildi ve hiicreler bu saatlerde
sayildi.

T. versicolor ATCC 200801 oziti AS549 hiicreleri {izerine farkl
konsantrasyonlarda uygulandi ve sitotoksik etkisi 48 saat sonra canli ve 6lii hiicreler
sayilarak tespit edildi. Oziitin A549 hiicreleri iizerine hiicre proliferasyonunu

baskilayic etkisi oldugu belirlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. T. versicolor ATCC 200801 6ziitiiniin A549 hiicreleri lizerine
sitotoksik etkisi

Oziitiin 1Csg degeri ve optimum maruz kalma siiresini tespit etmek amaciyla
oziit farkli konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat siireyle hiicrelerle muamele edildi ve
MTT yontemiyle 1Csg degerleri hesaplandi.

T. versicolor ATCC 200801 oziitiiniin 1Cso degeri 24. saatte 170,4 ug/mL
(Sekil 4.7), 48. saatte 203,8 nug/mL (Sekil4.8) ve 72. saatte 218,1 pg/mL (Sekil 4.9)

olarak hesaplandi. Maruz kalma siiresinin artigina bagli olarak ICsy degerlerinde de

artig oldugu belirlendi.
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Sekil 4.7. T. versicolor ATCC 200801 oziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi
(24. Saat)
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Sekil 4.8. T. versicolor ATCC 200801 6ziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi
(48 Saat)
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Sekil 4.9. T. versicolor ATCC 200801 oziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi
(72. Saat)

T. versicolor ATCC 200801 oziitiniin akciger saglikli epitelyum hiicreleri
tizerine sitotoksik etkisi Sekil 4.10°da goriilmektedir.
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Sekil 4.10. T. versicolor ATCC 200801 6ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine
etkisi

BEAS-2B hiicreleri {izerine sitotoksik etkiyi tespit etmek amaciyla, 6ziit farkl
konsantrasyonlarda hiicrelerle muamele edildi ve 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon
stireleri sonunda 1Csg degerleri hesaplandi. Oziitiin BEAS-2B hiicreleri tizerine 1Csg
degerleri 24. saatte 160,6 ng/mL (Sekil 4.11), 48. saatte 122,6 pg/mL (Sekil 4.12) ve
72. saatte 118,9 ng/mL (Sekil 4.13) olarak hesaplandi.

42



120 -

100 1

80 -

60 1

40 -

Hiicre proliferasyonu (%)

20 A

Kontrol 10 50 100 150 200

Oziit Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.11. T. versicolor ATCC 200801 &ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine
etkisi (24. Saat)
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Sekil 4.12. T. versicolor ATCC 200801 oziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine
etkisi (48. Saat)
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Sekil 4.13. T. versicolor ATCC 200801 &ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine
etkisi (72. Saat)

T. versicolor ATCC 200801 oziitiiniin K562 hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi
de arastirilmis ve sonuglar Sekil 4.14°de gosterilmistir. Bu sekil incelendigi zaman,

Oziitin hem sitotoksik etki gosterdigi hem de proliferasyonu inhibe ettigi

goriilmektedir.
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Sekil 4.14. T. versicolor ATCC 200801 oziitiiniin K562 hiicrelerine etkisi

Hiicrelerin, 6ziite optimum maruz kalma siiresinin tespiti ve hiicreler iizerine
ICso degerini saptamak i¢in MTT analizi de yapildi. T. versicolor ATCC 200801
Oziitliniin K562 hiicreleri iizerine ICsy degeri 24. saatte saptanamazken (Sekil 4.15),
48. saatte 95,09 pg/mL (Sekil 4.16) ve 72. saatte de 140,06 pg/mL (Sekil 4.17)

olarak saptandi. Optimum maruz kalma siiresi 48 saat olarak tespit edildi.
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Sekil 4.15. T. versicolor ATCC 200801 oziitiiniin K562 hiicrelerine etkisi
(24. Saat)
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Sekil 4.16. T. versicolor ATCC 200801 oziitiiniin K562 hiicrelerine etkisi
(48. Saat)
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Sekil 4. 17. T. versicolor ATCC 200801 6zitiiniin K562 hiicrelerine etkisi
(72. Saat)

4.3. T. versicolor (H)’nin Sitotoksik Etkisi

Dogadan tarafimizca izole edilen T. versicolor (H) 6ziitiiniin A549 hiicreleri ve
BEAS-2B hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin arastirildigi caligmalarda o6ziitiin
AS549 hiicreleri tizerine proliferasyonu baskilayic1 ve sitotoksik etkisinin oldugu,
canli hiicrelerin azalmasi ve Olii hiicrelerin varligiyla tespit edildi (Sekil 4.18).
Oziitiin ICsp degerlerinin diger suslardan elde edilen &ziitlere oranla daha diisiik

oldugu saptandi.
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Sekil 4.18. T. versicolor (H) 6ziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi
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T. versicolor (H) susuna ait oziitin A549 hiicreleriyle muamelesiyle 1Csy
degerleri 24. saatte 191,2 ng/mL (Sekil 4.19), 48. saatte 98,1 ng/mL (Sekil4.20) ve
72. saatte 99,8 ng/mL (Sekil 4.21) olarak saptandi.
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Sekil 4.19. T. versicolor (H) 6ziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi (24. Saat)
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Sekil 4.20. T. versicolor (H) 6ziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi (48. Saat)
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Sekil 4.21. T. versicolor (H) 6ziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi (72. Saat)

T. versicolor (H) oziitiiniin BEAS-2B hiicreleri tizerine sitotoksik etkisinin olup
olmadig1 da arastirildi. Oziitiin BEAS-2B hiicreleri iizerine proliferasyonu baskilayic

ve sitotoksik etkisinin oldugu gozlendi (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. T. versicolor (H) 6ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine etkisi

Oziitin BEAS-2B hiicreleriyle muamelesinden 24, 48 ve 72 saat sonra ICsg
degerleri hesapland1 ve 24. saatte 38,7 ng/mL (Sekil 4.23), 48. saatte 32,8 pg/mL
(Sekil 4.24) ve 72. saatte 26,1 ng/mL (Sekil 4.25) olarak tespit edildi. T. versicolor
(H) oziitinin BEAS-2B hiicreleri {izerine AS549 hiicrelerine gore daha diisiik

konsantrasyonlarda etki ettigi saptandi.
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Sekil 4.23. T. versicolor (H) 6ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine etkisi (24. Saat)
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Sekil 4.24. T. versicolor (H) 6ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine etkisi (48. Saat)
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Sekil 4.25. T. versicolor (H) 6ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine etkisi (72. Saat)

T. versicolor (H) oziitiiniin K562 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi igin
oncelikle tripan mavisi analizi yapilarak etkili konsantrasyon araligi belirlendi. Bu
fungus oziitiiniin K562 hiicreleri iizerine diislik dozlarda sitotoksik ve proliferasyonu

baskilayici etkiye sahip oldugu tespit edildi (Sekil 4. 26).
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Sekil 4.26. T. versicolor (H) 6ziitiiniin K562 hiicrelerine etkisi

T. versicolor (H) oziitiiniin, K562 hiicreleri tizerine 1Cso degerleri; 24. saatte
hesaplanamazken (Sekil 4.27), 48. saatte 16,25 pg/mL (Sekil 4.28) ve 72. saatte
12,70 ng/mL (Sekil 4.29) olarak saptandi.
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Sekil 4.27. T. versicolor (H) 6ziitiiniin K562 hiicrelerine etkisi (24. Saat)
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Sekil 4.28. T. versicolor (H) 6ziitiiniin K562 hiicrelerine etkisi (48. Saat)
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Sekil 4.29. T. versicolor (H) 6ziitiiniin K562 hiicrelerine etkisi (72. Saat)

4.4. T. trogii (I)’nin Sitotoksik Etkisi

Yiiriitiilen galigmalar T. trogii () ziitiiniin A549 hiicreleri iizerine etkili olan
konsantrasyonlarinin diger Trametes tiirlerine ait 6ziit konsantrasyonlarindan daha
yiiksek oldugunu gdstermistir.

T. trogii (I) oziitiiniin A549 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinden ziyade

proliferasyonu baskilayict 6zellige sahip oldugu saptandi (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. T. trogii (I) 6ziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi

Oziitiin hiicreler {izerine ICsg degerleri ve optimum maruz kalma siiresi MTT

yontemi ile belirlendi.
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T. trogii (I) oziitiiniin AS549 hiicreleri iizerine ICsy degeri 24. saatte
hesaplanamazken (Sekil 4.31), 48. saatte 677,7 ug/mL (Sekil 4.32) ve 72. saatte
631,1 pg/mL (Sekil 4.33) olarak belirlendi. Bu 0Oziitiiniin A549 hiicreleri iizerine
sitotoksik etkisinin zamana bagli olarak arttig1 Sekil 4.31-33’de goriilmektedir.
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Sekil 4.31. T. trogii (I) 6ziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi (24. Saat)
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Sekil 4.32. T. trogii (I) 6ziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi (48. Saat)
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Sekil 4.33. T. trogii (I) 6ziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi (72. Saat)

T. trogii (I) kat1 faz oziitiinin BEAS-2B hiicreleri iizerine proliferasyonu

baskilayici ve sitotoksik etki yaptigi da saptanmistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. T. trogii (I) 6ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine etkisi

T. trogii (I) éziitiiniin BEAS-2B hiicreleri iizerine etkili optimum maruz kalma
stiresi ve etkili konsantrasyonunu MTT analizi ile hesaplandi.

BEAS-2B hiicreleri iizerine T. trogii (I) oziitiiniin ICso degeri 24. saatte
hesaplanamazken (Sekil 4.35) 48. ve 72. saatlerde ise sirasiyla 632,9 ng/mL ve 343,3

pg/mL olarak hesaplandi (Sekil 4.36 ve Sekil 4.37). Oziitiin ICsy degerinin zamana
bagli olarak diistligli gézlendi.
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Sekil 4.35. T. trogii (I) 6ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine etkisi (24. Saat)
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Sekil 4.36. T. trogii (I) 6ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine etkisi (48. Saat)
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Sekil 4.37. T. trogii (I) 6ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine etkisi (72. Saat)

T. trogii () kat1 faz dziitiiniin K562 hiicrelerine sitotoksik etkisini belirlemek

i¢in Oziitlin hiicrelerle muamelesinden 24 saat sonra canli ve 6lii hiicrelerin sayimi da

yapild1 (Sekil 4. 38).
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Sekil 4.38. T. trogii (I) 6ziitiiniin K562 hiicrelerine etkisi

T. trogii (I) 6ziitiiniin K562 hiicreleri iizerine etkili optimum maruz kalma
siiresi ve etkili konsantrasyonu hesaplandi ve buna gore ICsy degerleri 24. saatte
1909,29 ug/mL (Sekil 4.39), 48. saatte 829,97 pug/mL (Sekil 4.40) ve 72. saatte
346,27 ng/mL (Sekil 4.41) olarak saptandi.
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Sekil 4.39. T. trogii (I) 6ziitiiniin K562 hiicrelerine etkisi (24. saat)
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Sekil 4.40. T. trogii (I) 6ziitiiniin K562 hiicrelerine etkisi (48. saat)
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Sekil 4.41. T. trogii (I) 6ziitiiniin K562 hiicrelerine etkisi (72. saat)

4.5. T. trogii (A)’nin Sitotoksik EtKkisi

T. trogii (A) tarafimizdan dogadan izole edilen ve tibbi yararlar1 oldugu da
bilinen suslardandir. Bu nedenle bu fungus 6ziitiiniin de A549, BEAS-2B ve K562
hiicreleri iizerine sitotoksik ve proliferasyonu baskilayici etkisinin olup olmadigi
arastirildi (Sekil 4.42-53).

T. trogii (A) oziitiiniin A549 hiicreleri tizerine 1Cso degerleri sirasiyla 24. saatte
389,5 pg/mL (Sekil 4.43), 48. saatte 1217,7 pg/mL (Sekil4.44) ve 72. saatte de
1139,3 pg/mL (Sekil 4.45) olarak saptandi.
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Sekil 4.42. T. trogii (A) 6ziitliniin A549 hiicrelerine etkisi
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Sekil 4.43. T. trogii (A) dziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi (24. Saat)
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Sekil 4.44. T. trogii (A) oziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi (48. Saat)
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Sekil 4.45. T. trogii (A) oziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi (72. Saat)

T. trogii (A) 6ziitiniin BEAS-2B hiicreleri iizerine sitotoksik ve proliferasyonu

baskilayici etkisinin oldugu gozlendi (Sekil 4. 46).
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Sekil 4.46. T. trogii (A) oziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine etkisi

T. trogii (A) ozitiiniin BEAS-2B hiicreleri tizerine ICso degerleri 24. saatte
1062,9 ng/mL (Sekil 4.47), 48. saatte 537,3 pg/mL (Sekil 4.48) ve 72. saatte 407,3
ng/mL (Sekil 4.49) olarak hesaplandi. Zamana bagli olarak 0Oziitlin sitotoksik
etkisinde artig oldugu da tespit edildi.
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Sekil 4.47. T. trogii (A) 6ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine etkisi (24. Saat)

120

100 +

80 -

60 -

40 -

Hiicre Proliferasyonu (%)

20 A

Kontrol 250 500 1000 1500 2000

0Oziit Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.48. T. trogii (A) 6ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine etkisi (48. Saat)
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Sekil 4.49. T. trogii (A) 6ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine etkisi (72. Saat)

T. trogii (A) oziitiiniin K562 hiicreleri lizerine sitotoksik etkisinin daha diisiik

konsantrasyonlarda oldugu ve bu etkiyi daha kisa siirede (24 saat) gosterdigi Sekil
4.50’de goriilmektedir.
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Sekil 4.50. T. trogii (A) 6ziitiiniin K562 hiicrelerine etkisi

T. trogii (A) oziitiiniin K562 hiicreleri tizerine 1Csq degerleri 24. saatte 376,73
ug/mL (Sekil 4.51), 48. saatte 247,62 pg/mL (Sekil 4.52) ve 72. saatte 204,49 pg/mL
(Sekil 4.53) olarak hesaplandi. Oziitiin, sitotoksik etkisinin zamana baglh olarak
arttig1 tespit edildi.
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Sekil 4.51

. T. trogii (A) oziitiiniin K562 hiicrelerine etkisi (24. Saat)
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Sekil 4.52.

T. trogii (A) 6ziitliniin K562 hiicrelerine etkisi (48. Saat)
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Sekil 4.53. T. trogii (A) dziitiiniin K562 hiicrelerine etkisi (72. Saat)

Calismada ayrica materyal ve yontemde belirtildigi gibi kat1 faz fermentasyonu
stirecinden 2. bir yontemle elde edilen 6ziitin A549 ve BEAS-2B hiicreleri iizerine
sitotoksik ve proliferasyonu baskilayici etkisi de arastirildi.

T. versicolor ATCC 200801 oziitiiniin A549 ve BEAS-2B hiicreleri iizerine
sitotoksik ve proliferasyonu baskilayici etkisinin arastirildigi calismada, uygulanan
0ziit konsantrasyonu arttikca proliferasyon baskilanmasinin ve sitotoksisitenin arttigi
gdzlenmistir. Oziitiin sitotoksik etkisinin A549 hiicrelerine gére BEAS-2B hiicreleri

tizerine daha yiiksek oldugu saptandi (Sekil 4.54 ve 4.55).
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Sekil 4.54. T. versicolor ATCC 200801 6ziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi
(48. Saat)
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Sekil 4.55. T. versicolor ATCC 2008016ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine etkisi
(48. Saat)
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T. versicolor (H) 6ziitiniin A549 ve BEAS-2B hiicreleri {izerine proliferasyonu
baskilayic1 ve sitotoksik etkisine bakildiginda, BEAS-2B hiicreleri iizerine etkin

konsantrasyonlarin A549 hiicrelerinden daha diisiik oldugu saptanmustir (Sekil 4.56
ve 4.57).
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Sekil 4.56. T. versicolor (H) 6ziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi (48. Saat)
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Sekil 4.57. T. versicolor (H) 6ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine etkisi
(48. Saat)
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T. trogii (1) &ziitiiniin 2000 pg/mL konsantrasyonda A549 hiicreleri iizerinde
%350’den fazla proliferasyonu baskiladig1 ve yine %50’den fazla sitotoksik etkisinin
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.58). Ayni konsantrasyonlar BEAS-2B hiicrelerine

uygulandiginda proliferasyon inhibisyonunun ve sitotoksisitenin daha yiiksek oldugu

gozlenmistir (Sekil 4.59).
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Sekil 4.58. T. trogii (I) 6ziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi (48. Saat)
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Sekil 4.59. T. trogii (I) 6ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine etkisi (48. Saat)
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T. trogii (A) Oziitiiniin A549 ve BEAS-2B hiicreleri tizerine sitotoksik etkisinin
¢ok yiiksek oldugu saptanmustir (Sekil 4.60-61).
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Sekil 4.60. T. trogii (A)oziitiiniin A549 hiicrelerine etkisi (48. Saat)
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Sekil 4.61. T. trogii (A) 6ziitiiniin BEAS-2B hiicrelerine etkisi (48. Saat)

4.6. Fungus Oziitlerinin Kaspaz-3 Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi
Fungus oziitlerinin sitotoksik aktivitesinin apoptotik yolla olup olmadigini

tespit etmek i¢in kaspaz-3 enzim aktivitesindeki degisiklikler izlendi. Bu amagla,

fungus Oziitlerinin etkin konsantrasyonlarinda arastirma yapildi. A549 ve BEAS-2B
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hiicrelerinde, konsantrasyonlar ile dogru orantili bir sekilde kaspaz aktivitesinde artis

gozlendi (Sekil 4.62-73).
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Sekil 4.62. T. versicolor ATCC 200801°in A549 hiicrelerindeki Kaspaz-3
aktivitesi

T. versicolor ATCC 200801’in A549 hiicreleri iizerine kaspaz aktivitesinin

konsantrasyona bagli olarak arttig1 belirlendi.
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Sekil 4.63. T. versicolor (H) nin A549 hiicrelerindeki Kaspaz-3 aktivitesi
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T. trogii (A)’nin A549 hiicrelerindeki kaspaz-3 aktivitesinin 1000 pg/mL
konsantrasyonda kontrole gore iki kat oldugu ve konsantrasyon arttik¢a aktivitenin

yiikseldigi tespit edildi (Sekil 4.64).
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Sekil 4.64. T. trogii (A)’nin A549 hiicrelerindeki Kaspaz-3 aktivitesi

T. trogii (I)’nin A549 hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesinin konsantrasyon
artisina baglh olarak arttig1 tespit edildi. Uygulanan en yiiksek konsantrasyondaki
kaspaz aktivitesinin kontrole gore 4-5 kat arttigr Sekil 4.65’te goriilmektedir.
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Sekil 4.65. T. trogii (I)’nin A549 hiicrelerindeki Kaspaz-3 aktivitesi
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T. versicolor ATCC 200801’in BEAS-2B hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesinin
belirli  bir konsantrasyona (200 upg/mL) kadar yiikseldigi, daha yiiksek
konsantrasyonlarda (300-400 ug/mL) benzer seviyelerde kaldigi Sekil 4.66’da

gorilmektedir.
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Sekil 4.66. T. versicolor ATCC 200801’in BEAS-2B hiicrelerindeki
Kaspaz-3 aktivitesi

Calismadaki diger funguslara gore daha diisiik konsantrasyonlarda sitotoksik
etki gosteren T. versicolor (H)’nin BEAS-2B hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesinin
belirli bir konsantrasyona (50 pg/mL) kadar yiikseldigi daha sonra benzer
seviyelerde kaldigi saptandi (Sekil 4.67).
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Sekil 4.67. T. versicolor (H)’nin BEAS-2B hiicrelerindeki Kaspaz-3
aktivitesi
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T. trogii (A)’nin BEAS-2B hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesinin 200 pg/mL
konsantrasyonda yiikseldigi, sonraki konsantrasyonlarda ise benzer seviyelerde
devam ettigi gozlemlendi (Sekil 4.68).
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Sekil 4.68. T. trogii (A)’nin BEAS-2B hiicrelerindeki Kaspaz-3 aktivitesi

T. trogii (I) 6ziitiiniin konsantrasyonu arttikca BEAS-2B hiicrelerinde kaspaz-3
aktivitesinin yiikseldigi gézlemlendi (Sekil 4.69).
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Sekil 4.69. T. trogii (I)’nin BEAS-2B hiicrelerindeki Kaspaz-3 aktivitesi
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T. versicolor ATCC 200801’in K562 hiicrelerindeki kaspaz-3 aktivitesinin 200

ng/mL’ye kadar arttig1, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise azaldigi saptandi (Sekil
4.70).
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Sekil 4.70. T. versicolor ATCC 200801’in K562 hiicrelerindeki Kaspaz-3
aktivitesi

T. versicolor (H) oziitii K562 hiicrelerine uygulandi. Uygulanan en disiik
konsantrasyonda (10 pg/mL) kaspaz-3 aktivitesinin en yiiksek oldugu, konsantrasyon
artisina bagli olarak kaspaz-3 aktivitesinin azaldigi tespit edildi (Sekil 4.71).
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Sekil 4.71. T. versicolor (H) nin K562 hiicrelerindeki Kaspaz-3 aktivitesi

73



T. trogii (A)’nin K562 hiicrelerindeki kaspaz-3 aktivitesinin  basta
konsantrasyonla birlikte arttig1, ancak yiiksek konsantrasyonlarda azaldigi gozlendi.

Kaspaz-3 aktivitesinin en yiiksek oldugu konsantrasyon 200 pg/mL olarak tespit
edildi (Sekil 4.72).
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Sekil 4.72. T. trogii (A)’nin K562 hiicrelerindeki Kaspaz-3 aktivitesi

T. trogii (I)’nin K562 hiicrelerindeki kaspaz-3 aktivitesinin konsantrasyon ile
dogru orantili arttig1 saptandi (Sekil 4.73).
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Sekil 4.73. T. trogii (I)’nin K562 hiicrelerindeki Kaspaz-3 aktivitesi
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4.7. Funguslarin Antimikrobiyal Etkileri

Calismanin bu kisminda, fungal Oziitlerin bakteri ve mayalar {iizerine
antimikrobiyal etkisinin olup olmadigi arastirildi. Antimikrobiyal etkinligin tespiti
icin 2 farkl test yontemi (disk difiizyon ve minimum inhibe edici konsantrasyon
(MIK)) kullamildi. Test mikroorganizmalar1 olarak S. aureus , E. coli, P. aeruginosa,
S. pyogenes, E. faecium, E. gallinorum, B. cereus, B. subtilis, H. influenzae, L.
monocytogenes, C. albicans, C. tropicalis kullanildi.

Kat1 faz oziitleri (50 mg/mL) uygulanmis disklerle yapilan calismalarin
sonuclart  Oziitlerin  bakteriler {izerine H.influenzae disinda herhangi  bir

antimikrobiyal etkisinin olmadigini1 gostermistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Kat1 faz 6ziitlerinin disk difiizyon sonuglari

N = T — <
s T |l < e| 2| 5| | <
3 8 ° g = £ é é =
Organizma N | 8 =) > | 2 S 2 | 2
o O ) e st ) b= c %
ge 2| 2|8 <€
F<] 2" S
E. coli ATCC 25922 - ; .| B
mm | mm
P. aeruginosa ATCC i i i 25 23
27853 mm | mm
S. aureus ATCC ) ) i 28 25
25923 mm | mm
S. typhi NCTC 8394 ; ] . 26|
mm
S. typhi ATCC i i i 26 i
14028 mm
23
S. pyogenes - - - - o
B. cereus - - - - -
B. subtilis - - - - -
E. gallinorum - - - - - -
E. faecium - - - - 25 22
mm | mm
H.influenzae - - 9 9 - - 20
mm | mm mm
19
L. monocytogenes - - - - - - ot
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Disk diflizyon yonteminde etkinlik izlenemediginden antimikrobiyal
aktivitenin saptanmasi i¢in MIK yéntemi uygulandi. Sonuglar1 Tablo 4.2°de

verilmistir.

Tablo 4.2. Kat1 faz dziitlerinin MIK degerleri (mg/mL)

O N—r ~ .:\ '(7) .E —
g8l 5 S =82 |8
Organizma 2 8|1 | 8| & 5_% g2 | 2 IS
g O e = = o S S e S
el 2 - E | 2] 0| < T
< = (@)
555(9:2'2' ATCC <0,039 |<0,024
Z'_I_agéug'?%%sg <0,039 |<0,024
%gg;eus ATCC <0,039 |<0,024
gggyf hi NCTC 125 | 125 | 125 |<0,03
S. typhi ATCC
14028 <0.03
S. pyogenes - - - - - <0,06
B. cereus 6,25 | 12,5
B. subtilis 6,25 | 12,5
E. gallinorum
E. faecium - - - - |<0,039 [<0,024
H.influenzae - - - - - |<0,125
L. monocytogenes
C. albicans 125 | 6,25 - - 0,024
C. trophicalis 125 | 6,25 - - 0,024

T. versicolor ATCC 200801 dziitiiniin MIK degerleri Gram (+) bakterilerden B.
cereus ve B. subtilis’e 6.25 mg/mL iken C. albicans ve C. tropicalis mayalarinda
12,5 mg/mL’dir. Diger bakteriler iizerine antibakteriyel etki gozlenmedi. T.

versicolor (H) oziitiiniin MIiK degerleri S. typhi NCTC 8394, B. cereus ve B.
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subtilis’te 12,5 mg/mL; C. albicans ve C. tropicalis i¢in 6.25 mg/mL olarak saptandi.
T. trogii (A) ve T. trogii (I)’nin ise sadece S. typhi NCTC 8394’¢ Kkarsi
antimikrobiyal etki gosterdigi (MiK degeri 12,5 mg/mL) gdzlendi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) verilerine gore; tiim diinyada insan dliimlerin
en sik nedenleri arasinda kanser, koroner arter hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer
almaktadir. Akciger kanseri, kanserle iliskili olimlerden biridir. Tim kanser
olimlerinin yaklasik tigte birini olusturur. Tiim akciger kanseri hastalarinin sadece
%151 tan1 aldiktan sonra 5 yil veya daha fazla yasamaktadir. Akciger kanseri hem
tyilestirilmesi zor hem de niiksetme orani1 oldukc¢a yiiksek olan bir kanser tiirtidiir.
Hiicreler uygulanan kemoterapiye diren¢ gelistirdigi icin Oliime neden olur.
Giliniimiizde uygulanan terapotik miidaheleler bu hastaligin epidemik orani iizerinde
az etkiye sahiptir ve 6liim orani %85-90 arasindadir. Ayrica tedavide kullanilan
kemoterapotik ilaclar ¢ok fazla yan etkiye neden olmaktadir. Dolayist ile tedavi igin,
daha az toksik olmasi nedeniyle dogal iiriinlerin ve dogal yeni molekiillerin kesfi
onemlidir (Wang vd, 2012).

Funguslar dogada yaygin olarak bulunur, ¢ok cesitli ve giiclii farmasotik
tirtinler igermektedir. Basidiomycetes sinifina ait, antitimor etkisi olan yaklasik 651
tir oldugu bilinmektedir (Fan vd, 2006). Funguslar ile ilgili literatiire bakildiginda,
immiin sistem hiicrelerinin yanitin1 uyaran fungus bilesiklerinin ve Oziitlerinin
onemli Olgiide calisildign goriilmektedir. Bunlarin; kanser tedavisinde, immiin
yetmezlige bagl hastaliklarda, adjuvan olarak asilarda, immiin sistemi baskilayan
ilag kullanim1 sonrasinda ya da antibiyotik tedavisine ek olarak kullanilabilecegi
belirtilmektedir (Jong ve Birmingham, 1992). Antikanserojen, antioksidan ve
antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay1, funguslar Asya iilkelerinde ¢ok uzun yillardir
geleneksel tip alaninda kullanilmaktadir (Liu vd, 2010; Zaidman vd, 2005).

Funguslar, biyolojik olarak aktif, gesitli sekonder metabolitlere sahiptirler
(Hussain vd, 2011). Lektinler, polisakkaritler, polisakkarit-peptitler, polisakkarit-
protein gibi izole edilen sekonder metabolitlerin biiyiik kismi immiinmodiilator,
antikanserojen ve antioksidan etkiye sahip oldugu, ¢esitli yaymlarda bildirilmektedir.
(Moradali vd, 2007; Huang vd, 2007; Rout ve Banerjee, 2007). Polisakkarit ve
polisakkarit-peptit bilesiklerinin, direkt bir sitosidal etkisinden ziyade, sitokinler
araciligiyla makrofaj ve T-lenfositlerini aktive ederek antitiimor etki gosterdigi
diistiniilmektedir (Wang vd, 1995; Kim, Kim vd, 1997; Wang vd, 1997; Sakagami
vd, 1991). Ornegin Pleurotus ostreatus’tan elde edilen polisakkaritin lenfosit

proliferasyonunu indiikledigi tespit edilmistir. Bu polisakkaritlerin, patojen
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mikroorganizmalara ya da kansere kars1 tedavi edici ajan veya besin olarak kullanimi
onerilmektedir (Sun ve Liu, 2009).

B-glukanlar; funguslarin, mayalarin, bazi bakteri ve bitkilerin hiicre duvarinda
bulunan uzun zincirli polisakkaritlerdir. Hayvanlarda ise bulunmazlar. Bu nedenle
omurgalilarda dogal immiin yanit olugsmasma sebep olurlar (Brown ve Gordon,
2003). B-glukanlar direkt olarak lenfosit ve makrofajlar1 aktive ederek sitokin ve
kemokin gibi proinflamatuar aracilarin salinimini stimiile ederler (Scheperkin ve
Quinn, 2006; Smiderle vd, 2008). Bu baglamda antitiimér, antioksidatif,
antiinflamatuar ve immiinmodiilator etkileri goriilmektedir (Mizuno vd, 1990; Toklu
vd, 2006; Dore vd, 2007; Zhang vd, 2007). Polisakkaritlerin aktivitesi;
konformasyonu, kompozisyonu ve boyutu ile degiskenlik gostermektedir (Bohn ve
Be Miller, 1995). Cesitli funguslardan elde edilen oziitler ve polimerlerin
antiproliferatif ve antikanserojen etkilerinin olmasi, fungus polisakkaritlerinin ve
Oziitlerinin, onkogenezin Onlenmesinde, immiin yanitin giiclenmesinde, timor
hiicrelerinin ~ apoptozunun indiiksiyonunda kullanilmasin1  miimkiin =~ kildig
bildirilmektedir (Wasser, 2002). Fungal Oziitlerin sitotoksik etkisini gosteren
calismalar mevcuttur.

Calismamizda Trametes versicolor ATCC 200801, Trametes versicolor (H),
Trametes trogii (A) ve Trametes trogii (I)’nin akciger kanseri ve KML’ye karsi
sitotoksik etkisi in vitro olarak tespit edilmistir. Dort farkli Trametes sus oziitiiniin,
KML hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi arastirilmis ve T. versicolor ATCC
200801’in, KML hiicrelerine doza bagimli olarak proliferasyonu yaklasik %50
oraninda baskiladig tespit edilmistir. Belirli konsantrasyonlarda sitotoksik etkisinden
cok, proliferasyonu baskilayarak sitotoksik aktivite gosterdigi saptanmigstir. Ancak
daha yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik etkisiyle, proliferasyonu baskilayan
etkisinin hemen hemen ayni oranda oldugu goriilmiistir (Sekil 4.14). T. versicolor
(H)'nin KML hiicrelerinde diisiikk konsantrasyonda antiproliferatif ve sitotoksik
etkisinin %50’den daha fazla oldugu, daha yiiksek konsantrasyonlarda antiproliferatif
etkinliginin arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.26). Lau ve arkadaslari; T. versicolor
Oziitiiniin, B hiicreli lenfoma (Raji) ve iki tip promyelositik 16semi (HL-60, NB—4)
hiicrelerinin proliferasyonlarini, doza bagimlh olarak, %90 oraninda inhibe ettigini
tespit etmislerdir. Oziitiin normal karaciger hiicrelerine (WRL) ise herhangi 6nemli
bir sitotoksik etkisinin olmadigini1 belirtmislerdir (Lau vd, 2004). Hsieh ve

arkadaglar1 T. versicolor’un Cov—1 oziitiiniin (I'm-Yunity™), iki tip insan 16semi
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hiicresinde (HL—60 ve U-937); hiicre siklusunun G1/S ve G2/M fazinda tutulmasina
sebep oldugunu, apoptozu indiikledigini, hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini
belirlemislerdir. HL—60 hiicrelerinin ¢ogalmasinda, zaman ve doza bagli olarak
giderek artan, belirgin bir diisiis oldugu yine bu calismada gosterilmistir (Hsieh vd,
2006). Lee ve arkadaslari (2006) T. versicolor kiiltiiriinden, farkli giinlerde elde
ettikleri PSP Oziitlerinin, insan normal periferal kan mononiikleer hiicrelerinde
(PBMC) ve insan 16semi Molt—4 hiicreleri {izerine etkisini ¢alismislardir. Molt—4
hiicrelerinin ¢ogalmasindaki inhibisyonun, PSP’nin zamana baglh olarak ugradigi
degisim nedeniyle olabilecegini ifade etmiglerdir. PSP’nin, hiicre dongiisiinii S
fazinda durdurarak apoptozu indiikledigini gostermislerdir. Kiiltiir siiresi uzadikca
PSP’nin biyolojik aktivitesinin arttigini, PBMC’lerin proliferasyonunda artis ile
birlikte Molt—4 16semi hiicrelerinin proliferasyonunda ise azalma oldugunu tespit
etmislerdir (Lee vd, 2006).

Bu calismada kullanilan fungus o6ziitlerinin akciger kanser hiicrelerine (A549)
ve akciger saglikli epitelyum hiicrelerine sitotoksik etkisi; tripan mavisi ve MTT
yontemiyle aragtirilmistir. T. versicolor ATCC 200801 oziitiiniin, tripan mavisi
yontemiyle, A549 hiicrelerinde 48 saatte konsantrasyona bagli olarak proliferasyonu
%100’e kadar baskiladig1 tespit edilmistir (Sekil 4.6). MTT deneyinde ise, bu susun
A549 hiicrelerinde 24. 48. ve 72. saatlerde ICsp degerleri saptandi (Sekil 4.7-9). T.
versicolor (H) susunun, tripan mavisi yontemiyle, akciger kanser hiicrelerinde 48.
saatte belli konsantrasyonda proliferasyonu yaklasik %90 oraninda baskiladigi
belirlenmigtir. Calisilan  yiiksek konsantrasyonlarda (160, 200 pg/mL) ise
proliferasyonu %100 baskiladig1 goriilmiistiir (Sekil 4.18). Aynmi fungus 6ziitlinlin
MTT yonteminde 24. 48. ve 72. saatlerdeki ICso degerleri saptanmustir (Sekil 4.19-
21). T. versicolor ATCC 200801 oziitiiniin saglikli epitel hiicrelerinde 48. saatte
diisiik konsantrasyonlarda antiproliferatif etkisinin yiiksek oldugu saptanmustir.
Ancak  yiikksek  konsantrasyonlarda  antiproliferatif  etkinin  baskilandig
gozlemlenmistir (Sekil 4.10). Oziitiin saglikli hiicrelere karsi 24. 48. ve 72.
saatlerdeki ICsy degerleri hesaplanmistir (Sekil 4.11-13). T. versicolor (H) susunun
sagliklh hiicrelerde, diisiik konsantrasyonlarda antiproliferatif ve sitotoksik etkisi ile
24. 48. ve T72. saatlerdeki 1Csy degerleri tespit edilmistir (Sekil 4. 22-25). T.
versicolor (H) oziitiiniin saglikli epitel hiicrelerine, kanser hiicrelerine gore daha
diisiik konsantrasyonlarda etki ettigi saptanmistir. Jiménez-Medina ve arkadaslari; T.

versicolor’un CM-101 susundan elde edilen protein bagli polisakkaritin; 16semi,
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melanom, fibrosarkom, serviks, akciger, pankreas ve gastrik kanserlerde tiimor hiicre
proliferasyonuna etkisini arastirdiklar1 bir ¢aligmada; polisakkaritin, timdr hiicreleri
lizerine antiproliferatif etkisinin oldugu, ancak periferal kan hiicrelerinin
proliferasyonunu artiran IL-2 ile sinerjistik etki yaptigini tespit etmislerdir (Jiménez-
Medina vd, 2008).

Trametes genusundaki dort farkli susun, KML hiicrelerine antiproliferatif ve
sitotoksik etkisine baktigimizda oziitlerin farkli konsantrasyonlarinin hiicreleri farkl
sekilde etkiledigi g6zlemlenmistir. Konsantrasyonun artmasiyla antiproliferatif
etkinin de arttig1 belirlenmistir. Harhaji ve arkadaslari, T. versicolor’un, terpenoid ve
polifenol igeren metanol oziitlerinin, B16 fare melanom hiicrelerinin canliliginda, in
vitro olarak doza bagli olarak bir azalma oldugunu belirtmislerdir. Metanol 6ziitiiyle
muamele edilen hiicrelerin GO/G1 fazinda tutuklu kaldigini, apoptozun ve sekonder
nekrozun indiiklendigini tespit etmislerdir. In vivo olarak ise metanol Oziitiiniin,
timor gelisimini Onledigini bildirmislerdir. Metanol Oziitiiniin uygulandig1 grupta
timor kiitlesinin kontrol grubuna gore oldukca diisiik oldugu, otopside ortaya
konulmustur. T. versicolor’un metanol 6ziitiiniin, melanom hiicreleri {izerine direkt
etkisini antiproliferatif ve sitotoksik olarak; indirekt etkisini makrofajlarin antitimor
aktivitesini artirarak gosterdiklerini belirlemislerdir (Harhaji vd, 2008).

T. trogii (I) ve T. trogii (A) oziitlerinin sitotoksik etkisinin yiiksek
konsantrasyonlarda oldugu goriilmiistiir. T. trogii (I) oziitiiniin akciger kanseri
hiicreleri lizerine etkilerini inceledigimizde; 48. saatte yliksek konsantrasyonlarda
proliferasyonu tamamen baskiladig1 goriilmektedir (Sekil 4.30). T. trogii ()
ozitiinin, MTT yontemiyle akciger kanserinde 24. saatte hesaplanamazken, 48. ve
72. saatlerdeki degerleri hesaplanmistir (Sekil 4.31-33). T. trogii (A) 6ziitiiniin A549
hiicrelerine, 48. saatte, yiliksek konsantrasyonlarda antiproliferatif etkisinin oldugu
saptanmustir (Sekil 4.42). T. trogii (A) Oziitiiniin A549 hiicrelerinde etki ettigi ICso
degerleri MTT ydntemiyle hesaplanmistir (Sekil4.43-45). T. trogii (i)’nin KML
hiicrelerindeki  antiproliferatif — etkisinin  yiiksek konsantrasyonlarda oldugu
gozlenmistir. Antiproliferatif etkinin belirli konsantrasyonlarda %50°den daha fazla
oldugu saptanmistir. Bu konsantrasyonda sitotoksik etkinligin ¢cok olmadigi, ancak
konsantrasyon artisina bagli olarak sitotoksik etkinin arttigi belirlenmistir (Sekil
4.38). T. trogii (A)’nin belli bir konsantrasyonda KML’deki antiproliferatif etkisinin
%50 oraninda oldugu saptanmustir. Sitotoksik etkisinin ise konsantrasyon artigina

bagli olarak arttigi gozlenmistir (Sekil 4.50). Inkiibasyon siiresinin, fungus
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biyokiitlesi ve ekzopolisakkarit {iretim yetenegini nasil etkiledigi incelenmis olup,
siire arttikca, biyokiitle ve ekzopolisakkarit iiretiminin arttig1 saptanmistir (Sekil 4.1—
5). Yapilan bir baska calismada F. trogii’nin EPS iiretimi bakimindan optimum
kiltiir sartlarin1  belirledigi ¢alismada; hayvanlarda F. trogii’nin besin olarak
tikketilmesinin, kanser ve tiimér metastazini Onleyici etkilerinin  oldugunu
bildirmiglerdir. F. trogii’den elde edilen 6ziitiin insan karaciger kanser hiicrelerinde
(Hep G2) apoptozu indiikledigini ve 06ziit konsantrasyonun artisina bagli olarak
arttkca Hep G2 hiicrelerinde canliligin azaldigini belirlemislerdir.  F. trogii
Oziitliniin suda ¢oziiniirliigl, dallanma siklig1 ve dallanma sekilleri gibi biyolojik
faktorlerinden etkilenmesinden dolayr kanserde tedavi amacli kullanimin sinirh
oldugunu belirtmektedirler (He vd, 2012).

Unyayar ve arkadaglari, F. trogii ve C. versicolor'un, standardize akudz
biyoaktif Oziitlerinin, insan serviks adenokarsinom (HeLa) ve fibroblast hiicrelerine
sitotoksik etkisini MTT yoOntemiyle arastirdiklari ¢alismada; 6ziitiin her iki hiicre
hattina da sitotoksik etkisinin oldugunu saptamislardir. F. trogii’nin 10 pL
konsantrasyonda uygulanmasinin HeLa hiicrelerinin proliferasyonunu %?71.5,
fibroblast hiicrelerinin proliferasyonunu %51,3 oraninda; 7. versicolor’'un 10 uL
konsantrasyonda uygulanmasinin ise HeLa hiicrelerinin proliferasyonunu %45
oraninda, fibroblast hiicrelerinin de %38.7 oraninda baskiladigini tespit etmislerdir.
Her iki 0ziitiin konsantrasyonunun artigina bagl olarak, HeLa kanser ve fibroblast
hiicreleri iizerine sitotoksisitenin arttigini bildirmektedirler. Oziitlerin HeLa hiicreleri
tizerine sitotoksik etkisinin, ayn1 konsantrasyonda fibroblast hiicreleri lizerine olan
sitotoksik etkisinden daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir (Unyayar vd, 2006).
Unyayar ve arkadaslarinin ¢alismalarmin aksine sunulan tez ¢alismasinda &ziitlerin
akciger saglikli epitelyum hiicrelerine, akciger kanser hiicresine etki ettigi dozlardan
daha diisiik dozlarda etki ettikleri gozlenmistir. KML hiicrelerine etki ettigi
konsantrasyonlar ise akciger kanser ve saglikli epitelyum hiicrelerine etki ettigi
konsantrasyonlardan daha diigiik bulunmustur.

Kaspaz ailesinin dogrudan ya da dolayli olarak apoptozun biyokimyasal ve
morfolojik degisikliklerinden sorumlu oldugu bilinmektedir (Chang ve Yang, 2000).
Kaspazlar sistein proteaz ailesinden olusmaktadirlar (Ye vd, 2005). Baslatici
kaspazlar olan kaspaz 8 ve kaspaz 9, iki farkl1 yoldan aktive olur. ilk yol, kaspaz 8 ile
hiicre 6liim reseptdrii aracili olmaktadir (Ashkenazi ve Dixit, 1998). Hiicre 6liimii

ligandlarina ve reseptdrlerine baglandiktan sonra kaspaz 8, kaspaz-3’ii aktive eder
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(Hengartner, 2000, Schempp vd, 2001). Ikinci yolda ise kaspaz 9 rol alir ve
mitokondri aracilt olmaktadir. Bu yoldaki anahtar molekiil sitokrom c’dir ve
mitokondriden sitozole atilir. Sitokrom c sitozole atilinca Apaf-1 ile birlesir ve
kaspaz 9’u aktive ederek kaspaz-3’iin aktiflenmesi saglanir (Nijhawan vd, 1997). Her
iki yolda da kaspaz-3 aktive olmaktadir (Wang vd, 2003). Kaspaz-3 en etkili
kaspazlardan biridir ve apoptozun biyokimyasal ve morfolojik degisimlerinin
diizenlenmesinde rol oynar (Zimmermann vd, 2001) ve bu kaspaz kaskadi apoptozu
baslatmaktadir (Olsson vd, 2002). Bu nedenle calismada hiicre 6liimiiniin apoptoz
olup olmadiginmi tespit edebilmek i¢in kaspaz-3’iin aktivitesi belirlendi. Trametes
cinsine ait dort tlirlin 0ziit konsantrasyonunun artigina bagl olarak A549, akciger
saglikli epitelyum hiicrelerinde kaspaz-3 seviyesinde artisa neden oldugu
gbzlenmistir. Calismada elde edilen verilere gore fungus oOziitlerinin muamelesi
sonrasinda akciger saglikli epitelyum hiicrelerindeki kaspaz-3 aktivitesinin, A549
hiicrelerinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Jiménez-Medina ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢aligmada T. versicolor’un CM-101 susundan elde edilen protein bagh
polisakkaritin; 16semi, melanom, fibrosarkom, serviks, akciger, pankreas ve gastrik
kanserlerin bir kisminda apoptotik aktiviteyi arttirdigini gézlemlemislerdir. Kontrol
olarak PSK ile muamele etmedikleri tiimor hiicrelerini kullandiklar1 ¢alismada, AGS
(gastrik kanser hiicreleri), A549, B16 (fare melanom hiicreleri) ve Ando-2 (insan
melanom hiicreleri)’nde apoptozda belli bir oranda artis gozlerlerken, JURKAT (T
lenfosit 16semisi hiicreleri), HeLa (Servikal adenokarsinom hiicreleri) ve B9 ( fare
melanom hiicreleri)’nde anlamli bir artis gézlememislerdir. K562 hiicrelerindeki
degisimine baktigimizda T. versicolor ATCC 200801, Trametes versicolor (H) ve
Trametes trogii (A) 6ziitlerinin belirli bir konsantrasyona kadar Kaspaz-3 aktivitesini
arttirdigr ancak daha yiliksek 0Oziit konsantrasyonlarinda bu aktivitenin diistiigii
gbzlenmistir. Trametes trogii (I)’de ise 6ziit konsantrasyonunun artisia bagli olarak
aktivitenin arttig1 saptanmistir (Jiménez-Medina vd, 2008). Rashid ve arkadaglari da
F. trogii ATCC 200800’iin kanser hiicre hatlar1 iizerine in vitro ve in vivo etkisini
aragtirmis ve F. trogii oziitiiniin (0.5-5.0 mg/mL) prostat (LNCaP ve PC3), kolon
(HT29) ve meme (MCF7 ve MDA-MB-231) kanseri hiicre hatlari {izerine sitotoksik
etkisinin oldugunu gézlemislerdir. Sitotoksik etkinin apoptotik yolla oldugunu rapor
etmislerdir. Bununla birlikte, 6ziitiin fibroblastlar {izerine 6nemli bir sitotoksik

etkisinin olmadigini rapor etmislerdir (Rashid vd, 2011).
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Sonu¢ olarak kullandigimiz fungus Oziitleri kanser hiicre hatlar1 {izerine
sitotoksik ve proliferasyonu baskilayici etki gdstermistir. Bununla birlikte, akciger
saglikl1 epitelyum hiicreleri tizerine de etki gosterdigi saptanmistir. KML hiicrelerine
etki eden konsantrasyonlar ise akciger kanser ve saglikli epitelyum hiicrelerine etki
ettigi konsantrasyonlardan daha diisiitk bulunmustur. Sonuglar, fungal 6ziitlerin farkli
kanser hiicre hatlar1 {izerine farkli etki gosterebilecegini gostermektedir. Aymni
zamanda, yalnizca farkli fungus tiirlerinden degil aymi tiiriin soylarindan elde
edilecek oziitlerin farkli etki gosterebilmesi de olasidir. T. versicolor (H) susunun
KML hiicreleri iizerinde diisiik konsantrasyonlardaki antiproliferatif ve sitotoksik
etkisi, ayn1 fungus tiiriine ait soylarin etkilerinin farkli olabilecegini gostermektedir.
Hatta kanser hiicresi tipine gore etkileri de farkli olmaktadir.

Antibiyotiklerin yaygin kullanimina bagh olarak, ¢oklu ilag¢ direncine sahip
suslar da dahil, antibiyotiklere diren¢li patojenlerin arttifi ve dolayisiyla diinya
capinda antibiyotik tedavisine yanit alinamayan enfeksiyonlarin gelistigi
bildirilmektedir (Kumar ve Schweizer, 2005; Levy, 2005). Antibiyotiklerin yaygin
kullaniminin ve hastane enfeksiyonlarinin azaltilmasi i¢in antimikrobiyal direncin,
kontrol altina alinmasi gerektigi ileri siiriilmektedir (French, 2005). Bu nedenle yeni
antimikrobiyal maddelerin kesfinin, kontrol Onlemleri arasinda en o6nemli
¢oztimlerden biri oldugu bildirilmistir (van der Waaij ve Nord, 2000).

Basidiomycetes sinifina dahil funguslar, karbohidratlar, mineral tuzlar ve ¢ok
onemli proteinler igermektedirler. Bu funguslar onemli miktarlarda sekonder
metabolit sentezlerler. Bu metabolitlerin antitimér, antiviral, antiinflamatuar,
antitrombotik, sitostatik ve hipoglisemik aktiviteleri vardir (Breene, 1990, Chang ve
Buswell, 1996, Wasser ve Weis, 1999, Kiies ve Liu, 2000, Suay vd, 2000). Dogal
cevrelerinde hayatta kalmalar i¢in, antibakteriyel ve antifungal bilesiklere ihtiyaglar
oldugundan, funguslar antimikrobiyal bilesikleri sentezlemektedir (Lindequist,
2005).

Calismamizda; S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, S. pyogenes, E. faecium, E.
gallinorum, B. cereus, B. subtilis, H. influenzae, L. monocytogenes bakterileri ve C.
albicans, C. tropicalis mayalari iizerine; T. versicolor (ATCC 200801 ve H) ve T.
trogii (I ve A) suslarmn antimikrobiyal etkileri degerlendirilmistir.

Antimikrobiyal etkinligin l¢iilmesi i¢in; disk diflizyon ve MiK yontemi olmak
tizere iki farkli yontem kullanilmistir. Disk difiizyon yonteminde H. influenzae’ye

karst; T. trogii (I) ve T. trogii (A) &ziitlerinin zayif bir etkisi oldugu saptanmustir.
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Inhibisyon zonunun her iki dziitte de 9 mm c¢apinda oldugu belirlenmistir. Diger
bakterilere karsi, herhangi bir inhibisyonun olmadig: tespit edilmistir. T. versicolor
ATCC 200801’in B. cereus ve B. subtilis iizerine minimum inhibe edici
konsantrasyonunun 6,25 mg/mL; C. albicans ve C. tropicalis’te ise 12.5 mg/mL;. T.
versicolor (H)’nin S. typhi, B. cereus ve B. subtilis’te 12,5 mg/mL, C. albicans ve C.
tropicalis’te ise 12.5 mg/mL; T. trogii (A) ve T. trogii (i)’nin ise sadece S. typhi’ye
kars1 12.5 mg/mL oldugu tespit edilmistir. Jane§ ve arkadaslari, T. versicolor ve
cesitli funguslarin antimikrobiyal etkilerini, E. coli, E. faecalis, P. aeruginosa ve S.
aureus bakterilerini kullanarak, iki farkli yontemle arastirmiglardir. Disk difiizyon
yonteminde hicbir fungusun, T. versicolor dahil, antimikrobiyal &zelligini tespit
etmemislerdir. MIK yonteminde, T. versicolor’un P. aeruginosa’ya zayif etkisinin
oldugunu, diger bakterilere etkinliginin olmadigini saptamiglardir (Jane$ vd, 2007).

Demir ve Yamag, ¢alismalarinda, Basidiomycetes sinifina ait olan; Ganoderma
carnosum, Polyporus arcularius, Lenzites betulina, Cerrena unicolor, Laetiporus
sulphureus, Coprinus comatus ve Clavariadelphus truncatus’un; ekzopolisakkarit
presipitatlarinin, bazidiyokarp Oziitlerinin ve derin kiiltiirle tiretilen misellerinin; B.
subtilis, S. aureus, Micrococcus luteus, E. faecium, E. coli, Proteus vulgaris, C.
albicans, C. glabrata mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etkisini
arastirmiglardir. Elde ettikleri 94 farkli 6ziitiin antimikrobiyal etkisi oldugunu
saptamiglardir. Ancak antimikrobiyal etkinligin zayif oldugunu bildirmiglerdir. Bizim
calismamizin aksine Oziitlerin en ¢ok S. aureus, E. faecium ve M. luteum’a karsi
etkili oldugunu bildirmislerdir (Demir ve Yamag, 2008). Sunulan tez ¢alismasinda
kullanilan oziitlerin en ¢ok, S. typhi, B. cereus, B. subtilis, C. albicans ve C.
tropicalis’e etkili oldugu saptanmustir.

Rosa ve arkadaslari, Basidiomycetes smifindan, 84 tiiriin 103 izolatinin,
antimikrobiyal etkisini arastirmislardir. Oziitleri siv1 kiiltiirden elde etmislerdir. C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis, B. cereus, B. subtilis,
E. faecalis, E. coli, L. monocytogenes, P. aeruginosa, Salmonella typhimurium, S.
aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, Streptococcus pyogenes, ve S. pneumoniae
mikroorganizmalar1 kullanmiglardir. Kullanilan 103 izolatin 15 (%14)’inin, bir ya da
daha fazla mikroorganizmaya karst antimikrobiyal etkinlik gosterdigini
bildirmislerdir. Trametes cinsine ait 7 izolatin (T. cubensis 3 susu, T. pubescens, T.
versicolor, T. villosa 2 susu) antimikrobiyal etkinliginin olmadigin1 disk difiizyon

yontemiyle tespit etmislerdir (Rosa vd, 2003). Mevcut ¢alismada kullanilan 6ziitlerin
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disk diflizyon yontemiyle antimikrobiyal etkinliginin olmadig1 saptanmistir. Sadece
T. trogii (A ve 1) H. influenzae’de 9 mm ¢apinda bir inhibisyon zonu olusturmustur.

Guven ve arkadaslart; T. versicolor ATCC 200801°den elde ettikleri EPS ile
yeni bir yara Ortli malzemesi hazirlamiglardir ve bu malzemenin karakterizasyonunu
yapmislardir. T. versicolor’u sivi besiyerinde iirettikten sonra, misellerini ayirip,
geriye kalan ekstraseliiler siviy1 jellesene kadar beklettikten sonra liyofilize ederek
kullanmislardir. Kontrol olarak model bir antibiyotik olan siprofloksasini yara ortii
malzemesine yliklemisler ve ikisini elektron mikroskobu kullanarak morfolojik
acidan karsilastirmiglardir.  EPS ile elde edilen yara oOrtii malzemeleriyle,
siprofloksasin yiiklii malzemelerin birbirleriyle baglantili olduguna dair sonuclar elde
etmislerdir. Sonug¢ olarak T. versicolor’dan elde edilen EPS’nin antimikrobiyal
ozelliginden dolayi, yara Ortli malzemelerine yiiklenerek kullanilabilecegini
Onermislerdir (Giiven vd, 2011). Trametes versicolor ATCC 200801’in, in vitro
olarak antimikrobiyal etkisi degerlendirildiginde bazi mikroorganizmalara kars1 zayif
bir etkinlik saptanmistir. Ancak Giiven ve arkadaslarinin ¢calismasindan farkli olarak,
calismamiz kat1 faz siirecinden elde edilen dziitlerle yiiriitiilmiistiir. Oziitlerin degisik
yontemlerle elde edilmesi, 6ziitiin sulandirim faktorleri gibi nedenlerden dolayr bu
farkliliklarin oldugu diistintilmektedir.

Pranitha ve arkadaslar1 T. versicolor’un sapka kismindan elde ettikleri metanol
ve akuoz oziitlerinin antibakteriyel ve antifungal etkilerini aragtirmiglardir. E. coli, P.
aeruginosa, B. subtillus, S. aureus, Penicillium sps., Aspergillus fumigatous, A. niger
ve A. flavus mikroorganizmalarini test etmislerdir. Metanol 6ziitlerinin; S. aureus, P.
aeruginosa, A. fumigatous ve A. niger’e karsi yiiksek etkilerinin oldugunu tespit
etmislerdir. Akudz Oziitlerin, metanol oOziitlere gore etkisinin oldukca diisiik
oldugunu saptamislardir (Pranitha vd, 2014). Calismamizda kat1 faz siirecinden elde
edilip 6ziitlerin antimikrobiyal etkinliginin zay1if oldugu belirlenmistir.

Giiniimiizde ticari olarak kullanilan antimikrobiyal maddelere alternatif
olabilecek dogal bilesiklerin arastirtlmasi ve bulunmasi gelecekteki tehditten
kurtulmamiz1 saglayabilir. Farkli fungal suslardan elde edilebilecek oOziit ve

bilesenlerin antimikrobiyal etkilerinin galisilmasi bu agidan 6nemlidir.

87



6. KAYNAKLAR

Ahn, W.S., Kim, D.J., Chae, G.T., Lee, J.M., Bae, S.M., Sin, J.I., Kim, Y.W.,
Namkoong, S.E., Lee, I.P. (2004). Natural killer cell activity and quality of
life were improved by consumption of a mushroom extract, Agaricus blazei
Murill Kyowa, in gynecological cancer patients undergoing chemotherapy.
International Journal of Gynecological Cancer. 14, 589-594.

Akar, S. T., Akar, T., Kaynak, Z., Anilan, B., Cabuk, A., Tabak, O. (2009). Removal
of copper (I1) ions from synthetic solution and real wastewater by the
combined action of dried Trametes versicolor cells and montmorillonite.
Hydrometallurgy. 97, 98-104.

Angeli, J.P., Ribeiro, L.R., Gonzaga, M.L., Soares Sde, A., Ricardo, M.P., Tsuboy,
M.S., Stidl, R., Knasmueller, S., Linhares, R.E., Mantovani, M.S. (2006).
Protective effects of beta-glucan extracted from Agaricus brasiliensis against
chemically induced DNA damage in human lymphocytes. Cell Biology and
Toxicology. 22, 285-291.

Anke, T. (1989). Basidiomycetes: A source for new bioactive secondary metabolites.
Progress in Industrial Microbiology. 27, 51 — 66.

Anonymous. (2016) http://eol.org/pages/192749/names (on-line access on 5 Feb,
2016)

Anonymous. (2015) http://www.mycobank.org/Biolomics.aspx?Table=Mycobank
&MycoBankNr_=297531 (on-line access on 3 Dec, 2015) .

Apohan, E. and Yesilada, O. (2017). Production of laccase in olive oil mill

wastewater and vinnase by immobilized Trametes versicolor and Trametes
trogii with different supports. Fresenius Environmental Bulletin. 26, 4261-
4267.

Ashkenazi, A. and Dixit, V.M. (1998) Death receptors: signaling and modulation.
Science. 281, 1305-1308.

Barbisan, L.F., Scolastici, C., Miyamoto, M., Salvadori, D.M., Ribeiro, L.R., da Eira,
A.F., de Camargo, J.L. (2003). Effects of crude extracts of Agaricus blazei on
DNA damage and on rat liver carcinogenesis induced by diethylnitrosamine.
Genetics and Molecular Research. 2, 295-308.

88


http://eol.org/pages/192749/names
http://www.mycobank.org/Biolomics.aspx?Table=Mycobank%20&MycoBankNr_=297531
http://www.mycobank.org/Biolomics.aspx?Table=Mycobank%20&MycoBankNr_=297531

Barros, L., Ferreira, M.J., Queiros, B., Ferreira, 1.C.F.R., Baptista, P., (2007). Total
phenols, ascorbic acid, b-carotene and lycopene in Portuguese wild edible
mushrooms and their antioxidant activities. Food Chemistry. 103, 413-4109.

Bauerova, K., Paulovicova, E., Mihalova, D., Svik, K., Ponist, S. (2009). Study of
new ways of supplementary and combinatory therapy of rheumatoid arthritis
with immunomodulators. Glucomannan and Imunoglukan in adjuvant
arthritis. Toxicological and Industrial Health. 25, 329-335.

Berovic, M., Habijanic, J., Zore, I., Wraber, B., Hodzar, D., Boh, B., Pohleven, F.
(2003). Submerged cultivation of Ganoderma lucidum biomass and
immunostimulatory effects of fungal polysaccharides. J. Biotechnol. 103, 77—
86.

Bisen, P.S., Baghel, R.K., Sanodiya, B.S., Thakur, G.S., & Prasad, G.B. (2010).
Lentinus edodes: A macrofungus with pharmacological activities. Current
Medicinal Chemistry. 17, 2419-2430.

Biswas, G., Sarkar, S., Acharya, K. (2010). Free radical scavenging and anti-
inflammatory activities of the extracts of Astraeus hygrometricus (Pers.)
Morg. Latin Am J Pharm. 29(4), 549-553.

Bohn, J.A., & Be Miller, J.N. (1995). (1-3)-b-D-Glucan as biological response
modifiers: A review of structure—functional activity relationships.
Carbohydrate Polymers. 28, 3-14.

Bomford, R. (1989). Immunological Adjuvants and Vaccines. (pp: 35-41) In:
Gregoriadis, G., Allison, A.C., Poste, G. (Eds.) Aluminium salts: perspectives
in their use as adjuvants. Plenum Press, New York.

Botterweck, A.A.M., Verhagen, H., Goldbohm, R.A., Kleinjans, J., Brandt, P.A. v. d.
(2000). Intake of butylated hydroxyanisole and butylated hydroxytoluene and
stomach cancer risk: results from analyses in the Netherlands cohort study.
Food and Chemical Toxicology. 38, 599-605.

Brandt, C.R., Piraino, F. (2000). Mushroom antivirals. Recent Res Dev Antimicrob
Agents Chemother. 4, 11-26

Breene, W. (1990). Nutritional and medicinal value of speciality mushrooms.
Journal of Food Protection. 53, 883-894.

Brene, W.M. (2010). Nutritional and medicinal value of specially mushrooms.
Journal of Food Protection. 53, 883-894.

89



Brown, G.D. and Gordon, S. (2003). Fungal B-glucans and mammalian immunity.
Immunology. 19, 311-315.

Buswell, J.A. and Chang, S.T. (2002) Potential antioxidant/genoprotective properties
of Agaricus bisporus. Mushroom J. 625-6.

Cantorna, M., Zhu, Y., Froicu, M., Wittke, A. (2004). Vitamin D status, 1,25
dihydroxyvitamin D3 and the immune system. Am. J. Clin. Nutr. 80, 1717S—
1720S.

Chan, S.L. and Yeung, J.H. (2006). Effects of polysaccharide peptide (PSP) from
Coriolus versicolor on the pharmacokinetics of cyclophosphamide in the rat
and cytotoxicity in HepG2 cells. Food and Chemical Toxicology. 44, 689—
694.

Chang, H.Y. and Yang, X. (2000). “Proteases for cell suicide: Functions and
regulation of caspases.” Microbiol Mol Biol Rev. 64 (4),821-46.

Chang, S.T. (1999). World production of cultivated edible and medicinal mushrooms
in 1997 with emphasis on Lentinus edodes (Berk) Sing in China.
International Journal of Medicinal Mushrooms. 1, 291 — 300.

Chang, S.T. and Buswell, J.A. (1996) Mushroom nutriceuticals. World J. Microbiol
Technol. 12, 473-476.

Chang, S.T. and Miles, P.G. (1989). The nutritional attributes and medicinal value of
edible mushrooms (p:27-38). In: Edible mushrooms and their cultivation,
CRC Press Inc, Florida.

Chang, S.T. and Miles, P.G. (2004). Mushrooms: Cultivation, Nutritional Value,
Medicinal Effect, and Environmental Impact. 2nd edn, CRC Press LLC, Boca
Raton, pp. 1-7.

Chatterjee, S., Biswas, G., Basu, S.K. and Acharya, K. (2011). Antineoplastic effect
of mushrooms: a review. Australian Journal of Crop Science. 5(7), 904-911.

Chen, H.L.,, Ju, Y. Li, JJ., & Yu, M. (2012). Antioxidant activities of
polysaccharides from Lentinus edodes and their significance for disease
prevention. International Journal of Biological Macromolecules. 50, 214—
218.

Chen, J.J., Mao, D., Yong, Y.Y., Li, J.L., Wei, H., & Lu, L. (2012). Hepatoprotective
and hypolipidemic effects of water-soluble polysaccharidic extract of
Pleurotus eryngii. Food Chemistry. 130, 687-694.

90



Chen, W., Zhao, Z., Chen, S.F., Li, Y.Q. (2008). Optimization for the production of
exopolysaccharide from Fomes fomentarius in submerged culture and its
antitumor effect in vitro. Bioresource Technology. 99, 3187-3194.

Chen, X., Wang, W., Li, S., Xue, J., Fan, L., Sheng, Z., & Chen, Y. (2010).
Optimization of ultrasound-assisted extraction of Lingzhi polysaccharides
using response surface methodology and its inhibitory effect on cervical
cancer cells. Carbohydrate Polymers. 80, 944-948.

Chen, X.P., Chen, Y., Li, S.B., Chen, Y.G,, Lan, J.Y. and Liu, L.P. (2009). Free
radical scavenging of Ganoderma lucidum polysaccharides and its effect on
antioxidant enzymes and immunity activities in cervical carcinoma rats.
Carbohydrate Polymers. 77, 389-393.

Cheng, K.C., Huang, H.C., Chen, J.H., Hsu, J.W., Cheng, H.C., Ou, C.H., et al.
(2007). Ganoderma lucidum polysaccharides in human monocytic leukemia
cells: From gene expression to network construction. BMC Genomics. 8, 411.

Cheung, L.M., Cheung, P.C.K., & Ooi, V.E.C. (2003). Antioxidant activity and total
phenolics of edible mushroom extracts. Food Chemistry. 81, 249-255.

Chihara, G. (1992). Immunopharmacology of Lentinan, a polysaccharide isolated
from Lentinus edodes: its applications as a host defence potentiator.
International Journal of Oriental Medicine. 17, 57-77.

Chihara, G., Hamuro, J., Maeda, Y., Arai, Y., and Fukuoka, F. (1970). Fractionation
and purification of the polysaccharides with marked antitumor activity
especially Lentinan, from Lentinus edodes. Cancer Res. 30, 2776-2781.

Chihara, G., Maeda, Y., Humuro, J., Sasaki, T., and Fukuoka, F. (1969) Inhibition of
Mouse Sarcoma 180 by polysaccharides from Lentinus edodes. Nature. 222,
687-688.

Chris, D., Meletis, N.D., and Jason E. Barker, N.D (2005). Medicinal Mushrooms. A
Selective owerview. Alternative & Complementary Therapies, June, 141-
145,

Clinical and laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). Performance Standard for
Antimicrobial Susceptibility Testing. Fifteenth Informational supplement.
Document M100-S15, CLSI, Wayne, PA.

Crisan, E.W. and Sands, A. (1978). Nutritional value (pp: 172-189). In: Chang ST,
Hayes WA (Ed) The biology and cultivation of edible mushrooms. Academic
Press, New York.

91



Demir, M.S. and Yama¢, M. (2008). Antimicrobial activities of basidiocarp,
submerged mycelium and exopolysaccharide of some native basidiomycetes
strains. Journal of Applied Biological Sciences. 2 (3), 89-93.

Deng, G., Lin, H., Seidman, A., Fornier, M., D’Andrea, G., Wesa, K., Yeung, S.,
Cunningham-Rundles, S., Vickers, A.J., & Cassileth, B. (2009). A phase I/l
trial of a polysaccharide extract from Grifola frondosa (Maitake mushroom)
in breast cancer patients: Immunological effects. Journal of Cancer Research
and Clinical Oncology. 135, 1215-1221.

Dhawale, S.S., Lane, A.C. and Dhawale, S.W. (1996). Effects of Mercury on White
Rot Fungus Phanerochaete chrysosporium. Bull. Environ. Contam. Toxicol.
56: 825-832.

Dore, C.M.P.G., Azevedo, T.C.G., Souza, M.C.R., Rego, L.A., Dantas, J.C.M.,
Silva, F.R.F., et al, (2007). Antiinflammatory, antioxidant and cytotoxic
actions of pB-glucan-rich extract from Geastrum saccatum mushroom.
International Immunopharmacology. 7, 1160-1169.

Ece, T. (2010). Akciger kanserine genel bakis. (pp: 1-6) Aydiner A, Can G (ed).
Akciger Kanserinde Tedavi ve Bakim, 1. Baski. Ipomet Matbaacilik San. ve
Tic. Ltd. Sti. Istanbul.

el-Mekkawy, S., Meselhy, M.R., Nakamura, N., Tezuka, Y., Hattori, M., Kakiuchi,
N., Shimotohno, K., Kawahata, T., and Otake, T., (1998). Anti-HIV-protease
substances from Ganoderma lucidum. Phytochemistry. 49, 1651-1657.

Emberger, G. (2008). Fungi growing on wood. Messiah College.

http://www.messiah.edu/Oakes/fungi on wood/index.html.

Endo, M., Beppu, H., Akiyama, H., Wakamatsu, K., Ito, S., Kawamoto, Y., Shimpo,
K., Sumiya, T., Koike, T., & Matsui, T. (2010). Agaritine purified from
Agaricus blazei Murrill exerts anti-tumor activity against leukemic cells.
Biochimica et Biophysica Acta. 1800, 669-673.

Fan, L., Pan, H., Soccol, A.T., Pandey, A., Soccol, C.R. (2006). Advances in
mushroom research in the last decade. Food Technol. Biotechnol. 44, 303-
311.

Ferreira, 1.C.F.R., Barros, L., Abreu, R, (2009). Antioxidants in wild mushrooms.
Curr. Med. Chem. 16, 1543-1560.

French, G.L. (2005). Clinical impact and relevance of antibiotic resistance. Adv Drug
Deliv Rev. 57: 1514-1527.

92


http://www.messiah.edu/Oakes/fungi%20on%20wood/index.html

Fuchs, F.D. (2004) Principios Gerais do Uso de Antimicrobianos. In: Fuchs F,
Wannamacher L, Ferreira M, editors. Farmacologia Clinica — Fundamentos
da terapéutica Racional. 3* ed. Rio de Janeiro, Guanabara Koogan, p. 342.

Gabriel, J., Kofronova, O., Rychlovsky, P. and Krenzelok, M. (1996). Accumulation
and Effect of Cadmium in The Wood-Rotting Basidiomycete Daedales
quercina. Bull. Environ. Contam. Toxical. 57: 383-390.

Ganguly, C. and Das, S. (1994). Plant lectins as inhibitors of tumour growth and
modulators of host immune response, Chemotherapy. 40, 272-278.

Gedikli, S., Aytar, P., Unal, A., Yamag, M., Cabuk, A., Kolankaya, N. (2010).
Enhancement with inducers of laccase production by some strains and
application of enzyme to dechlorination of 2,4,5-trichlorophenol. Electronic
Journal of Biotechnology. 13, 1-15.

Goto, N., Kato, H., Maeyama, J.-l., Eto, K., Yoshihara, S. (1993). Studies on the
toxicities of aluminium hydroxide and calcium phosphate as immunological
adjuvants for vaccines. Vaccine. 11, 914-918.

Goulet, N.R., Cochran, K.W., and Brown, C. (1960). Differential and specific
inhibition of ECHO viruses by plant extracts, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 103,
96-98.

Gu, Y.H. and Belury, M.A. (2005). Selective induction of apoptosis in murine skin
carcinoma cells (CH72) by an ethanol extract of Lentinula edodes. Cancer
Letters. 220, 21-28.

Giiven, E., Sam, M., Erdal, E., Karahaliloglu, Z., Candan, D., Saglam, N., Denkbas,
E. B. (2011). Antibacterial Agent Loaded Fungal Polymer for Use As A
Wound Dressing. Hacettepe J. Biol. & Chem. 39 (3), 297-303.

Halliwell, B. and Gutteridge, J.M.C. (1984). Oxygen toxicity, oxygen radicals,
transition metals and disease. Biochemical Journal. 219, 1-4.

Han, S.S.R., Cho, CK., Lee, Y.W. Yoo, H.S. (2009). Antimetastatic and
Immunomodulating Effect of Water Extracts From Various Mushrooms. J
Acupunct Meridian Stud. 2(3), 218-227.

Harhaji, L., Mijatovic, S., Maksimov-Ilvanic, D., Stojanovic, I., Momcilovic, M.,
Maksimovic, V., Tufegdzic, S., Marjanovic, Z., Mostarica-Stojkovic, M.,
Vucinic, Z., & Stosic-Grujicic, S. (2008). Anti-tumor effect of Coriolus
versicolor methanol extract against mouse B16 melanoma cells: In vitro and

in vivo study. Food and Chemical Toxicology. 46, 1825-1833.

93



Hattori, T.S., Komatsu, N., Shichijo, S., Itoh, K. (2004). Protein-bound
polysaccharide K induced apoptosis of the human Burkitt lymphoma cell line,
Namalwa. Biomedicine & Pharmacotherapy. 58, 226-230

Hawksworth, D.L. (2001). Mushrooms: the extent of the unexplored potential, Int. J.
Med. Mushrooms. 3, 333-337.

Hazama, S., Watanabe, S., Ohashi, M., Yagi, M., Suzuki, M., Matsuda, K., et al.
(2009). Efficacy of orally administered superfine dispersed lentinan (beta-1,3-
glucan) for the treatment of advanced colorectal cancer. Anticancer Research.
29, 2611-2617.

He, P., Geng, L., Wang, Z., Mao, D., Wang, J., Xu, C. (2012) Fermentation
optimization, characterization and bioactivity of exopolysaccharides from
Funalia trogii. Carbohydrate Polymers. 89,17— 23.

Hengartner, M. (2000) The biochemistry of apoptosis. Nature. 407, 770-776.

Hernandez, D., Sanchez, J.E., Yamasaki, K. (2003). A simple procedure for
preparing substrate for P. ostreatus cultivation. Bioresource Technology. 90,
145-150.

Hirahara, N., Fujioka, M., Edamatsu, T., Fujieda, A., Sekine, F., Wada, T., et al.
(2011). Protein-bound polysaccharide-K (PSK) induces apoptosis and inhibits
proliferation of promyelomonocytic leukemia HL-60 cells. Anticancer
Research. 31, 2733-2738.

Hirahara, N., Fujioka, M., Fujieda, A., Wada, T., & Tanaka, T. (2010). Analysis of
the mechanism of apoptosis induction by PSK. Gan To Kagaku Ryoho. 37,
2255-2257.

Hirasawa, M., Shouji, N., Neta, T., Fukushima, K., Takada, K. (1999). Three kinds
of antibacterial substances from Lentinus edodes (Berk.) Sing. (Shiitake, an
edible mushroom). International Journal of Antimicrobial Agents. 11(2), 151-
157.

Ho, C.Y., Lau, C.B.S., Kim, C.F., Leung, K.N., Fung, K.P., Tse, T.F., Chan, H.H.L.,
Chow, M.S.S. (2004). Differential effect of Coriolus versicolor (Yunzhi)
extract on cytokine production by murine lymphocytes in vitro. International
Immunopharmacology. 4, 1549-1557.

Ho, J.C.K., Konerding, M.A., Gaumann, A., Groth, M., Liu, W.K. (2004). Fungal
polysaccharopeptide inhibits tumor angiogenesis and tumor growth in mice.
Life Sciences. 75,1343-1356

94


http://www.sciencedirect.com/science/journal/09248579

Hong, K.J., Dunn, D.M., Shen, C.L., Pence, B.C. (2004). Effects of Ganoderma
lucidum on apoptotic and anti-inflammatory function in HT-29 human
colonic carcinoma cells. Phytotherapy Research. 18, 768-770.

Hsieh, T.C., Wu, P., Park, S., & Wu, J.M. (2006). Induction of cell cycle changes
and modulation of apoptogenic/anti-apoptotic and extracellular signaling
regulatory protein expression by water extracts of 'm-Yunity™ (PSP). BMC
Complementary and Alternative Medicine. 6, 30.

Hsu, C.H., Hwang, H.J., Chiang, Y.H., Chou, P. (2008). The mushroom Agaricus
blazei Murill extract normalizes liver function in patients with chronic
hepatitis B. Journal of Alternative and Complementary Medicine. 14, 299-
301.

Hsu, C.H., Liao, Y.L., Lin, S.C., Hwang, K.C., Chou, P. (2007). The mushroom
Agaricus blazei Murill in combination with metformin and gliclazide
improves insulin resistance in type 2 diabetes: A randomized, double-blinded,
and placebocontrolled clinical trial. Journal of Alternative and
Complementary Medicine. 13, 97-102.

Hsu, J.W., Huang, H.C., Chen, S.T., Wong, C.H., & Juan, H.F. (2009). Ganoderma
lucidum polysaccharides induce macrophage-like differentiation in human
leukemia THP-1 cells via Caspase and p53 activation. Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine. 2011, 358717.

Huang, C.F., Lin, S.S., Liao, P.H., Young, S.C., and Yang, C.C. (2008). The
Immunopharmaceutical Effects and Mechanisms of Herb Medicine. Cellular
& Molecular Immunology. 5, 19-31.

Huang, C.Y., Chen, J.Y., Wu, J.E., Pu, Y.S,, Liu, G.Y., Pan, M.H., et al. (2010).
Ling-Zhi polysaccharides potentiate cytotoxic effects of anticancer drugs
against drugresistant urothelial carcinoma cells. Journal of Agricultural and
Food Chemistry. 58, 8798-8805.

Huang, Q. L., Jin, Y., Zhang, L. N., Cheung, C. K., Kennedy, J. F., (2007). Structure,
molecular size and antitumor activities of polysaccharides from Poria cocos
mycelia produced in fermenter. Carbohydrate Polymers. 70, 324-333.

Hussain, I.A., Anwar, F., Nigam, P.S., Sarker, S.D., Moore, J.E., Rao, J.R.,
Mazumdar, A. (2011). Antibacterial activity of some Lamiaceae essential oils
using resazurin as an indicator of cell growth. Food Sci. Technol. 44, 1199—
1206.

95



Hwang, Y.J., Nam, H.K., Chang, M.J., Noh, G.W., & Kim, S.H. (2003). Effect of
Lentius edodes and Pleurotus eryngii extracts on proliferation and apoptosis
in human colon cancer cell lines. Journal of the Korean Society of Food
Science and Nutrition. 32, 217-222.

Ikekawa, T. (2001). Beneficial effects of edible and medicinal mushrooms on health
care. Int. J. Med. Mushrooms. 3, 291-298.

Isoda, N., Eguchi, Y., Nukaya, H., Hosho, K., Suga, Y., Suga, T., et al. (2009).
Clinical efficacy of superfine dispersed lentinan (beta-1,3-glucan) in patients
with hepatocellular carcinoma. Hepatogastroenterology. 56, 437—441.

Israilides, C., Kletsas, D., Arapoglou, D., Philippoussis, A., Pratsinis, H.,
Ebringerova, A., Hribalova, V., Harding, S.E. (2008). In vitro cytostatic and
immunomodulatory properties of the medicinal mushroom Lentinula edodes.
Phytomedicine. 15, 512-5109.

Ito, H., Sugiura, M., Miyazaki, T. (1976). Antitumor polysaccharide fraction from
the culture filtrate of Fomes fomentarius. Chem. Pharm. Bull. 24, 2575.

Ito, K., Masuda, Y., Yamasaki, Y., Yokota, Y., & Nanba, H. (2009). Maitake
betaglucan enhances granulopoiesis and mobilization of granulocytes by
increasing G-CSF production and modulating CXCR4/SDF-1 expression.
International Immunopharmacology. 9, 1189-1196.

Itoh, H., Ito, H., Hibasami, H. (2008). Blazein of a new steroid isolated from
Agaricus blazei Murrill  (himematsutake) induces cell death and
morphological change indicative of apoptotic chromatin condensation in
human lung cancer LU99 and stomach cancer KATO Il cells. Oncology
Reports. 20, 1359-1361.

Jane§, D., Kreft, S., Jurc, M., Seme, K., Strukelj, B. (2007). Antibacterial Activity in
Higher Fungi (Mushrooms) and Endophytic Fungi from Slovenia.
Pharmaceutical Biology. 45(9), 700-706.

Jaouani, A., Tabka, M.G. and Pennickx, M.J., (2006). Lignin Modifying Enzymes of
Coriolopsis polyzona and Their Role in Olive Oil Mill Wastewater
Decolourisation. Chemosphere. 9, 1421-1430.

Jayakumar, T., Ramesh, E., Geraldine, P. (2006). Antioxidant activity of the oyster
mushroom, P. ostreatus, on CCl4-induced liver injury in rats. Food and
Chemical Toxicology. 44, 1989-1996.

96



Jayakumar, T., Thomas, P.A., Geraldine, P. (2007). Protective effect of an extract of
the oyster mushroom, P. ostreatus, on antioxidants of major organs of aged
rats. Experimental Gerontology. 42, 183-191.

Jedrzejewski, T., Piotrowski, J., Wrotek, S., Kozak, W. (2014). Polysaccharide
peptide induces a tumor necrosis factor-a-dependent drop of body
temperature in rats. Journal of Thermal Biology. 44, 1-4.

Jeong, S.C., Yang, B.K., Ra, K.S., Wilson, M.A., Cho, Y., Gu, Y.A., Song C.H.
(2004). Characteristics of anti-complementary biopolymer extracted from
Coriolus versicolor. Carbohydrate Polymers. 55, 255-263.

Jia, J., Zhang, X., Hu, Y., Wu, Y., Wang, Q., and Li, N. (2009). Evaluation of in vivo
antioxidant activities of Ganoderma lucidum polysaccharides in STZ-diabetic
rats. Food Chemistry. 115, 32-36.

Jiang, J., Slivova, V., Valachovicova, T., Harvey, K., Sliva, D. (2004). Ganoderma
lucidum inhibits proliferation and induces apoptosis in human prostate cancer
cells PC-3. International Journal of Oncology. 24, 1093-1099.

Jiménez-Medina, E., Berruguilla, E., Romero, 1., Algarra, I., Collado, A., Garrido, F.,
et al. (2008). The immunomodulator PSK induces in vitro cytotoxic activity
in tumour cell lines via arrest of cell cycle and induction of apoptosis. BMC
Cancer. 8, 78.

Jones, S. and Janardhanan, K.K. (2000). Antioxidant and antitumor activity of
Ganoderma lucidum (Curt.:Fr.) P. Karst.-Reishi (Aphyllophoromycetideae)
from South India. Int. J. Med. Mushrooms. 2, 195-200.

Jong, S.C. and Birmingham, J.M. 1992. Medicinal benefits of the mushroom
Ganoderma. Adv. Appl. Microbiol. 37, 101-134.

Jong, S.C. and Yang, X.T. (1999). PSP-A powerful biological response modifier
from the mushroom Coriolus versicolor, in Advanced Research in PSP, Yang,
Q.Y., Ed., Hong Kong Association for Health Care Ltd., Hong Kong, Intro.
I

Jong, S.C., Birmingham, J.M., Pai, S.H. (1991) Immunomodulatory substances of
fungal origin. J Immunol Immunopharm. 9(3), 115-122.

Jose, N. and Janardhanan, K.K. (2000). Antioxidant and antitumor activity of
Pleurotus florida. Curr Sci. 79(7), 941-943

Kalag, P. (2009). Chemical composition and nutritional value of European species of

wild growing mushrooms: a review. Food Chem. 113, 9-16.

97



Kalmis, E., Nuri, A., Hasan, Y., Fatih, K. (2008). Feasibility of using olive mill
effluent (OME) as a wetting agent during the cultivation of oyster mushroom,
P. ostreatus, on wheat straw. Bioresource Technology. 99, 164-169.

Kang, H.l., Kim, J.Y., Moon, K.D., Seo, K.l., Cho, Y.S., Lee, S.D. et al, (2004).
Effect of the crude polysaccharide of Pleurotus eryngii on the activation of
immune cells. Journal of the Korean Society of Food Science and Nutrition.
33, 1092-1097.

Karuppusamy, S. (2009). A review on trends in production of secondary metabolites
from higher plants by in vitro tissue, organ and cell cultures. J. Med. Plants
Res., 3, 1222-1239.

Katoh, R. and Ooshiro, M. (2007). Enhancement of antitumor effect of tegafur/uracil
(UFT) plus leucovorin by combined treatment with protein-bound
polysaccharide, PSK, in mouse models. Cellular & Molecular Immunology.
4, 295-299.

Khatun, K., Mahtab, H., Khanam, P.A., Sayeed, M.A., & Khan, K. (2007). Oyster
mushroom reduced blood glucose and cholesterol in diabetic subjects.
Mymensingh Medical Journal. 16, 94-99.

Kim, HW., Shim, M.J., Choi, E.C., and Kim, B.K. (1997). Inhibition of cytopathic
effect of human immunodeficiency virus-1 by water-soluble extract of
Ganoderma lucidum. Arch. Pharmacol. Res. 20, 425-431.

Kim, J.Y., Kang, H.l., Park, K.U., Moon, K.D., Lee, S.D., Cho, S.H. et al. (2004).
Antioxidative and antitumor activities of crude polysaccharide fraction from
Pleurotus eryngii. Journal of the Korean Society of Food Science and
Nutrition. 33, 1589-1593.

Kim, K.C., Jun, H.Y., Kim, J.S., Kim, 1.G. (2008). Enhancement of radiation
response with combined Ganoderma lucidum and Duchesnea chrysantha
extracts in human leukemia HL-60 cells. International Journal of Molecular
Medicine. 21(4), 489-498.

Kim, R.S., Kim, HW., Kim, B.K. (1997). Suppressive effects of Ganoderma
lucidum on proliferation of peripheral blood mononuclear cells. Mol. Cells. 7,
52-57.

Kinoshita, J., Fushida, S., Harada, S., Makino, I., Nakamura, K., Oyama, K., et al.

(2010). PSK enhances the efficacy of docetaxel in human gastric cancer cells

98



through inhibition of nuclear factor-_B activation and survivin expression.
International Journal of Oncology. 36, 593-600.

Kleinschmid, T.W.J. (1972). Biochemistry of interferon and its inducers, Annu. Rev.
Biochem. 41, 576-597.

Kono, K., Kawaguchi, Y., Mizukami, Y., Mimura, K., Sugai, H., Akaike, H., et al.
(2008). Protein-bound polysaccharide K partially prevents apoptosis of
circulating T cells induced by anti-cancer drug S-1 in patients with gastric
cancer. Oncology. 74, 143-149.

Kuhad, R.C., Singh, A. and Eriksson, K. (1997). Microorganisms and enzymes
involved in the degradation of plant fiber cell wall. In: Eriksson KEL, Editor.
Biotechnology in The Pulp and Paper Industry. Advances in Biochemical
Engineering Biotechnology. Berlin: Springer Verlag.

Kumar A., Schweizer H.P. (2005). Bacterial resistance to antibiotics: Active efflux
and reduced uptake. Adv Drug Deliv Rev. 57, 1486-1513.

Kumar, M., Abbas, A.K., Aster, J.C. (2013). Robbins Temel Patoloji 9. Baski. Nobel
Tip Kitabevleri, istanbul. 910 p.

Kiies, U., Liu, Y. (2000). Fruiting body production in Basidiomycetes. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 54, 141-152.

Kweon, M.H., Kwon, S.T., Kwon, S.H, Ma, M.S., & Park, Y.l. (2002). Lowering
effects in plasma cholesterol and body weight by mycelial extracts of two
mushrooms: Agaricus blazei and Lentinus edodes. Korean Journal of
Microbiology and Biotechnology. 30, 402—409.

Lau, C.B., Ho, C. Y., Kim, C. F,, Leung, K. N., Fung, K. P, Tse, T. F., Chan, H. H.,
Chow, M. S. (2004). Cytotoxic activities of Coriolus versicolor (Yunzhi)
extract on human leukemia and lymphoma cells by induction of apoptosis.
Life Sci. 75, 797-808.

Lee, C.L., Yang, X.T., & Wang Jennifer, M.F. (2006). The culture duration affects
the immunomodulatory and anticancer effect of polysaccharopeptides derived
from Coriolus versicolor. Enzyme and Microbial Technology. 38, 14-21.

Lee, G., Byun, H., Yoon, K., Lee, J., Choi, K., Jeung, E. (2009). Dietary calcium and
vitamin D2 supplementation with enhanced Lentinula edodes improves
osteoporosis-like symptoms and induces duodenal and renal active calcium

transport gene expression in mice. European Journal of Nutrition. 48, 75-83.

99



Lee, J.S. (2005). Effects of Fomes fomentarius supplementation on antioxidant
enzyme activities, blood glucose, and lipid profile in streptozotocin-induced
diabetic rats. Nutr. Res. 25, 187-195.

Levy S.B. (2005). Antibiotic resistance—the problem intensifies. Adv Drug Deliv
Rev. 57, 1446-1450.

Li, S.G., Wang, D.G., Tian, W., Wang, X.X., Zhao, J.X., Liu, Z., et al. (2008).
Characterization and anti-tumor activity of a polysaccharide from Hedysarum
polybotrys Hand.-Mazz. Carbohydrate Polymers. 73, 344-350.

Li, X.M., & Xu, L.Z. (1987). Comparison of anti-cancer effect of two
polysaccharopeptide from Coriolus versicolor in vitro. Acta Academiae
Medicinae Shanghai. 14(5), 326-329.

Li, Y.Q., Fang, L., and Zhang, K.C. (2007). Structure and bioactivities of a galactose
rich extracellular polysaccharide from submergedly cultured Ganoderma
lucidum. Carbohydrate Polymers. 68, 323-328.

Liener, L.E. (1979). Protease inhibitors and lectins, Int. Rev. Biochem. 27, 97-122.

Lin, K., Kao, Y., Kuo, H., Yang, W., Chou, A., Lin, H., Yu, A., and Wong, C.
(2006). Reishi polysaccharides induce immunoglobulin production through
the TLR4/TLR2-mediated induction of transcription factor blimp-1. The
Journal of Biological Chemistry. 281, 24111-24123.

Lin, S.B., Li, C.H,, Lee, S.S., & Kan, L.S. (2003). Triterpeneenriched extracts from
Ganoderma lucidum inhibit growth of hepatoma cells via suppressing protein
kinase C, activating mitogen-activated protein kinases and G2-phase cell
cycle arrest. Life Sciences. 72, 2381-2390.

Lindequist, U., Niedermeyer, T.H.J., Jilich W.D. (2005). The pharmacological
potential of mushrooms. eCAM. 2, 285-299.

Liu, F., Ooi, V.E.C., Liu, W.K. and Chang, S.T. (1996). Immunomodulation and
Antitumor Activity of Polysaccharide-Protein Complex From the Culture
Filtrates of a Local Edible Mushroom, Tricholoma lobayense. Gen. Pharmac.
27(4), 621-624.

Liu, J., Ning, A., Cao, J., Huang, M. (2009). Preliminary study on the anti-tumor
effect of protein extracts of Lentinus edodes C91- 3 fermentation broth in
mice with cervical cancer Ul4. Zhongguo Weishengtaxixue Zazhi/Chinese

Journal of Microecology, 21, 622-623.

100



Liu, K., Wang, J., Zhao, L., Wang, Q. (2013). Anticancer, antioxidant and antibiotic
activities of mushroom Ramaria flava. Food and Chemical Toxicology. 58,
375-380.

Liu, W., Wang, H., Pang, X., Yao, W., & Gao, X. (2010). Characterization and
antioxidant activity of two low-molecular-weight polysaccharides purified
from the fruiting bodies of Ganoderma lucidum. International Journal of
Biological Macromolecules. 46, 451-457.

Llaurado, G., Morris, H. J., Ferrera, L., Camacho, M., Castan, L., Lebeque, Y.,
Beltrana, Y., Cos, P., Bermudez, R. C. (2015). In-vitro antimicrobial activity
and complement/macrophage stimulating effects of a hot-water extract from
mycelium of the oyster mushroom Pleurotus sp. Innovative Food Science and
Emerging Technologies. 30, 177-183.

Lou Z, Wang H., Lv W., Ma C., Wang Z, Chen S. (2010). Assessment of
antibacterial activity of fractions from burdock leaf against food-related
bacteria. Food Control. 21, 1272-1278.

Louie, B., Rajamahanty, S., Won, J., Choudhury, M., & Konno, S. (2009).
Synergistic potentiation of interferon activity with maitake mushroom D-
fraction on bladder cancer cells. BJU International. 105, 1011-1015.

Loliger, J. (1991). The use of antioxidants in foods. In Free radicals and food
additives (pp. 121-150). London: Taylor & Francis.

Lu, H., Yang, Y., Gad, E., Inatsuka, C., Wenner, C. A, Disis, M. L., et al. (2011a).
TLR2 agonist PSK activates human NK cells and enhances the anti-tumor
effect of HER2-targeted monoclonal antibody therapy. Clinical Cancer
Research. 17, 6742-6753.

Lu, H., Yang, Y., Gad, E., Wenner, C. A., Chang, A., Larson, E. R, et al. (2011b).
Polysaccharide krestin is a novel TLR2 agonist that mediates inhibition of
tumor growth via stimulation of CD8 T cells and NK. Clinical Cancer
Research. 17, 67—76.

Luk, S.U., Lee, T.K, Liu, J., Lee, D.T., Chiu, Y.T., Ma, S., et al. (2011).
Chemopreventive effect of PSP through targeting of prostate cancer stem
cell-like population. PLoS One. 6, e19804.

Luo, KW, Yue, G.G.L,, Ko, C.H,, Lee, J.K.M,, Gao, S., Li, L.F., Li, G, Fung, K.P.,

Leung, P.C., Lau, C.B.S. (2014). In vivo and in vitro anti-tumor and anti-

101



metastasis effects of Coriolus versicolor aqueous extract on mouse mammary
4T1 carcinoma. Phytomedicine. 21, 1078-1087.

Manzi, P., Aquqzzi, A. and Pizoferrato, L. (2001). Nutritional value of mushrooms
widely consumed in Italy. Food Chemistry. 73, 321-325.

Maruyama, S., Akasaka, T., Yamada, K., Tachibana, H. (2009). Protein-bound
polysaccharide-K (PSK) directly enhanced IgM production in the human B
cell line BALL-1. Biomedicine & Pharmacotherapy. 63, 409-412.

Masuda, Y., Inoue, M., Miyata, A., Mizuno, S., & Nanba, H. (2009). Maitake _-
glucan enhances therapeutic effect and reduces myelosupression and
nephrotoxicity of cisplatin in mice. International Immunopharmacology. 9,
620-626.

Masuda, Y., Ito, K., Konishi, M., & Nanba, H. (2010). A polysaccharide extracted
from Grifola frondosa enhances the anti-tumor activity of bone marrow-
derived dendritic cell-based immunotherapy against murine colon cancer.
Cancer Immunology Immunotherapy. 59, 1531-1541.

Masuda, Y., Matsumoto, A., Toida, T., Oikawa, T., Ito, K., & Nanba, H. (2009).
Characterization and antitumor effect of a novel polysaccharide from Grifola
frondosa. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 57, 10143-10149.

Mau, J.L., Lin, H.C., Song, S.F. (2002). Antioxidant properties of several specialty
mushrooms. Food Research International. 35, 519-526.

Mayell, M. (2001). Maitake extracts and their therapeutic potential. Alternative
Medicine Review. 6, 48-60.

Mazmanci, B., Mazmanci,M.A., Unyayar, A., Unyayar, S., Cekic, F.O., Deger, A.G.,
et al. (2011). Protective effect of Funalia trogii crude extract on deltamethrin-
induced oxidative stress in rats. Food Chemistry. 125, 1037-1040.

Mezawa, H., Sugiura, T., Watanabe, M., Norizoe, C., Takahashi, D., Shimojima, A.,
Tamez, S., Tsutsumi, Y., Yanaga, K., Urashima, M., (2010). Serum vitamin
D levels and survival of patients with colorectal cancer: post-hoc analysis of a
prospective cohort study. BMC Cancer. 10, 347.

Min, C.N., Nakamura, N., Miyashiro, H., Bae, K.W., and Hattori, M. (1998).
Triterpenes from the spores of Ganoderma lucidum and their inhibitory
activity against HIV-I protease. Chem. Pharm.. Bull. 46, 1607-1612.

Mizuno T., Zhuang, C. and Maitake, C. (1995). Grifola frondosa: Pharmacological
effects. Food Rev. Int. 11: 135-149.

102



Mizuno, T., Hagiwara, T., Nakamura, T., Ito, H., Shimura, K., Sumiya, T., et al.
(1990). Antitumor activity and some properties of water-soluble
polysaccharides from “Himematsutake” from the fruiting body of Agaricus
blazei Murill. Agricultural and Biological Chemistry. 54, 2889-2896.

Mizuno, T., Saito, H., Nishitoba, T., and Kawagishi, H. (1995). Antitumour-active
substances from mushrooms, Food Rev. Int. 11, 23-61.

Moradali, M.F., Mostafavi, H., Ghods, S., Hedjaroude, G.A. (2007).
Immunomodulating and anticancer agents in the realm of macromycetes fungi
(macrofungi). Int. Immunopharmacol. 7, 701-724.

Morais, M.H., Ramos, A.C., Matos, N., Santos-Oliveira, E.J. (2000) Note:
production of shiitake mushroom (Lentinus edodes) on ligninocellulosic
residues. Food Sci Technol Int. 6,123-128.

Mori, K., Kuida, K., Hosokawa, D., and Takehara, M. (1978). Virus-like particles in
several mushrooms, Mushroom Sci. 10 (Part I), 773-787.

Miiller, C.I., Kumagai, T., O’Kelly, J., Seram, N.P., Heber, D., Koeffler, H.P. (2006).
Ganoderma lucidum causes apoptosis in leukemia, lymphoma and multiple
myeloma cells. Leukemia Research. 30(7), 841-848.

Nijhawan, L.P., Budihardjo, D., Srinivasula, 1., Ahmad, S.M., Alnemri, M. and
Wang, X. (1997). Cytochrome ¢ and dATP dependent formation of Apaf-
1/caspase-9 complex initiates an apoptotic protease cascade. Cell. 91, 479-
489.

Niki, E., Shimaski, H., Mino, M. (1994). Antioxidantism — Free Radical and
Biological Defense. Gakkai Syuppan Center, Tokyo, Japan.

Nyanhango, G.S., Gomes, J., Giibitz, G.M., Zvauya, R., Read, J. and Steiner, W.
(2002). Decolorization of textile dyes by laccase from a newly isolated strain
of Trametes modesta. Water Res. 36, 1449-1465.

Oba, K., Kobayashi, M., Matsui, T., Kodera, Y., & Sakamoto, J. (2009). Individual
patient based meta-analysis of lentinan for unresectable/recurrent gastric
cancer. Anticancer Research. 29, 2739-2745.

Oba, K., Teramukai, S., Kobayashi, M., Matsui, T., Kodera, Y., Sakamoto, J. (2007).
Efficacy of adjuvant immunochemotherapy with polysaccharide K for
patients with curative resections of gastric cancer. Cancer Immunol
Immunother. 56, 905-911.

103



Ohwada, S., Ogawa, T., Makita, F., Tanahashi, Y., Ohya, T., Tomizawa, N., et al.
(2006). Beneficial effects of protein-bound polysaccharide K plus
tegafur/uracil in patients with stage Il or Il colorectal cancer: Analysis of
immunological parameters. Oncology Reports. 15, 861-868.

Olsson, A.R., Lindgren, H., Pero, R.W. and Leanderson, T. (2002) Mechanism of
action for N-substituted benzamide-induced apoptosis. Br. J. Cancer. 86,
971-978.

Ono, Y., Hayashida, T., Konagai, A., Okazaki, H., Miyao, K., Kawachi, S., et al.
(2012). Direct inhibition of the TGF-_ pathway by protein-bound
polysaccharide through inactivation of Smad2 signaling. Cancer Science.
103, 317-324.

Ooi, V.E. and Liu, F. (2000). Immunomodulation and anti-cancer activity of
polysaccharide—proteins complexes. Current Medicinal Chemistry. 7, 715—
729.

Pan, Ming Li, MD. (1992) Cancer treatment with Fu Zheng Pei Ben Principle,
Fujian Science and Technology, Press, China.—274.

Park, Y.K., Lee, H.B., Jeon, E.J., Jung, H.S., & Kang, M.H. (2004). Chaga
mushroom extract inhibits oxidative DNA damage in human lymphocytes as
assessed by Comet assay. BioFactors. 21, 109-112.

Park, Y.M., Kim, I.T., Park, H.J., Choi, JW., Park, K.Y, Lee, J.D., Nam, B.H., Kim,
D.G., Lee, J.Y., Lee, K.T. (2004). Anti-inflammatory and anti-nociceptive
effects of the methanol extract of Fomes fomentarius. Biol. Pharm. Bull. 27,
1588-1593.

Paterson, R.R.M. (2006). Ganoderma: A therapeutic fungal biofactory.
Phytochemistry. 67, 1985-2001.

Peng, Y., Zhang, L., Zeng, F., Xu, Y. (2003). Structure and antitumor activity of
extracellular polysaccharides from mycelium. Carbohydrate Polymers. 54,
297-303.

Peres-Bota, D., Rodriguez H., Dimopoulos G., DaRos A., Mélot C., Struelens M.J.,
Vincent J.L. (2003). Are infections due to resistant pathogens associated with
a worse outcome in critically ill patients? J Infect. 47, 307-316.

Pranitha, V., Krishna, G., Singara Charya, M. A. (2014). Evaluation of antibacterial
and antifungal activity of fruiting body extracts of Trametes versicolor.
Biolife. 2 (4),1181-1184.

104



Pyo, P., Louie, B., Rajamahanty, S., Choudhury, M., & Konno, S. (2008). Possible
immunotherapeutic potentiation with D-fraction in prostate cancer cells.
Journal of Hematology & Oncology. 1, 25.

Qian, Z.1. (1997). Polysaccharide peptide (PSP) restores immunosuppression induced
by cyclophosphamide in rats. The American Journal of Chinese Medicine.
25(1), 27.

Ramberg, J. E., Nelson, E. D., & Sinnott, R. A. (2010). Immunomodulatory dietary
polysaccharides: A systematic review of the literature. Nutrition Journal,
9,54. (on-line journal).

Ranzani, M.R., Sturion, G.L. (1998). Amino acid composition evaluation of
Pleurotus spp cultivated in banana leaves. Arch Latinoam Nutr 48, 339-348.

Rashid, S., Unyayar, A., Mazmanci, M.A., McKeown, S.R., Banat, .M.,
&Worthington, J. (2011). A study of anti-cancer effects of Funalia trogii in
vitro and in vivo. Food and Chemical Toxicology. 49(7), 1477-1483.

Regina, M.M.G., Elisabeth, W., Jamile, R.R., Jorge, L.N., Sandra, A.F. (2008).
Alternative medium for production of P. ostreatus biomass and potential
antitumor polysaccharides. Bioresource Technology 99, 76-82.

Reid, I.D. (1995). Biodegradation of lignin. Can. J. Bot. 73, 1011-1018.

Ren, B.Z., Dai, R.Z., & Li, B.B. (1993). Influence of PSP on immune function of
tumor patients. Chinese-German Journal of Clinical Oncology. 20(5), 348—
349.

Rogalski, J., Lundell, T., Leonowicz, A. and Hatakka, A. (1991). Production of
Laccase Lignin Peroxisdase by Various Strains of Trametes versicolor
Depending on Culture Condition. Acta Microbiological Polnica. 40: 221-234.

Rosa, L.H., Machado K.M.G., Jacop, C.C., Capelari, M., Rosa, C.A., Zani, C.L.
(2003). Screening of Brazilian Basidiomycetes for Antimicrobial Activity.
Mem Inst Oswaldo Cruz. 98(7), 967-974.

Roupas, P., Keogh, J., Noakes, M., Margetts, C., Taylor, P. (2012). The role of edible
mushrooms in health: Evaluation of the evidence. Journal of Functional
Food. 4, 687-709.

Rout, S. and Banerjee, R. (2007) Free radical scavenging, anti-glycation and
tyrosinase inhibition properties of a polysaccharide fraction isolated from the

rind from Punica granatum. Bioresour. Technol. 98, 3159-3163.

105



Sanchez, C. (2004). Modern aspects of mushroom culture technology. Appl
Microbiol Biotechnol. 64, 756762

Sage, H.J. and Connett, S.L. (1969). Studies on a hemagglutinin from the meadow
mushroom. J. Biol. Chem. 244, 4713-47109.

Sakagami H., Aoki T., Simpson A. and Tanuma S. I. (1991) Induction of
immunopotentiation activity by a protein-bound polysaccharide, PSK
(Review). Anticancer Res. 11, 993-1000.

Sakagami, H. and Takeda, M. (1993). Diverse biological activity of PSK (Krestin), a
protein-bound polysaccharide from Coriolus versicolor (Fr.) Quel., in
Mushroom Biology and Mushroom Products, Chang, S.T., Buswell, J.A., and
Chiu, S.W., Eds., Chinese University Press, Hong Kong, chap. 25.

Sakai, T., Yamashita, Y., Maekawa, T., Mikami, K., Hoshino, S., & Shirakusa, T.
(2008). Immunochemotherapy with PSK and fluoropyrimidines improves
long-term prognosis for curatively resected colorectal cancer. Cancer
Biotherapy and Radiopharmaceuticals. 23, 461-467.

Sakamoto, J., Morita S., Oba K., Matsui, T., Kobayashi, M., Nakazato, H., & Ohashi,
Y. (2006). Efficacy of adjuvant immunochemotherapy with polysaccharide K
for patients with curatively resected colorectal cancer: A meta-analysis of
centrally randomized controlled clinical trials. Cancer Immunology
Immunotherapy. 55, 404-411.

Schempp, C.M., Simon-Haarhaus, B., Termeer, C.C. and Simon, J.C. (2001)
Hyperricin photo-induced apoptosis involves the tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) and activation of caspase-8. FEBS
Lett. 493, 26-30.

Scheperkin, 1LA. & Quinn, M.T. (2006). Botanical polysaccharides: Macrophage
imunomodulation and therapeutic potential. International
Immunopharmacology. 6, 317-333.

Shao, B., Dai, H., Xu, W., Lin, Z. and Gao, X. (2004). Immune receptors for
polysaccharides from Ganoderma lucidum. Biochemical and Biophysical
Research Communications. 323, 133-141.

Sharma, A.K., Jana, Dr. A.M., Srivasta, Dr.A., Gupta, Dr. Madhu, Sharma, S., Gill,
S.S. (2014). Antimicrobial properties of some edible mushrooms: A review.
World Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences. 3(5), 1009-1023.

Sharma, N. (2003). Medicinal uses of macrofungi. Ethnobotan. 15, 97-99

106



Sharon, N. and Lis, H., (1972). Lectins: cell-agglutinating and sugar-specific
proteins. Science. 177, 949-959.

Shi, Y.L., James, A.E., Benzie, I.F.F., and Buswell, J.A. (2002). Mushroom-derived
preparations in the prevention of H202-induced oxidative damage to cellular
DNA. Teratogenesis Carcinogenesis Mutagenesis. 22, 103-111.

Shibata, M., Shimura, T., Nishina, Y., Gonda, K., Matsuo, S., Abe, H., et al. (2011).
PSK decreased FOLFOX4-induced peripheral neuropathy and bone marrow
suppression in patients with metastatic colorectal cancer. Gan To Kagaku
Ryoho. 38, 797-801.

Shimizu, K., Watanabe, S., Watanabe, S., Matsuda, K., Suga, T., Nakazawa, S., et al.
(2009). Efficacy of oral administered superfine dispersed lentinan for
advanced pancreatic cancer. Hepatogastroenterology. 56, 240-244.

Simic, M.G. (1988). Mechanisms of inhibition of free-radical processed in
mutagenesis and carcinogenesis. Mutation Research. 202, 377-386.

Smiderle, F.R. Olsen, L.M. Carbonero, E.R. Baggio, C.H. Freitas, C.S. Marcon, R. et
al (2008). Anti-inflammatory and analgesic properties in a rodent model of a
(1-3), (1-6)-linked B-glucan isolated from Pleurotus pulmonarius. European
Journal of Pharmacology. 597, 86-91.

Soares, R., Meireles, M., Rocha, A., Pirraco, A., Obiol, D., Alonso, E., et al. (2011).
Maitake (D fraction) mushroom extract induces apoptosis in breast cancer
cells by BAK-1 gene activation. Journal of Medicinal Food. 14, 563-572.

Stamets, P. (2002). Novel antimicrobials from mushrooms. Herbal Gram, 54: 29-33.

Stanley, G., Harvey, K., Slivova, V., Jiang, J., and Sliva, D. (2005). Ganoderma
lucidum suppresses angiogenesis through the inhibition of secretion of VEGF
and TGF-betal from prostate cancer cells. Biochemical and Biophysical
Research Communications, 330, 46-52.

Suay, 1., Arenal, F., Asenio, F. J., Basilio, A., Cabello, M. A., Diez, M. T., Garcia, J.
B., del Val, A. G., Gorrochategui, J., Hernandez, P., Pelaez, F., Vicente, M.
F. (2000). Screening of basidiomycetes for antimicrobial activities. Antonie
van Leeuwenhoek. 78: 129-139.

Sun, T., Tang, J., Powers, J.R. (2007). Antioxidant activity and quality of asparagus
affected by microwave-circulated water combination and conventional
sterilization. Food Chemistry., 100, 813-819.

107



Sun, Y. and Liu, J. (2009). Purification, structure and immunobiological activity of a
water-soluble polysaccharide from the fruiting body of Pleurotus ostreatus.
Bioresour Technol. 100, 983-6.

Suzuki, F., Koide, T., Tsunoda, A., and Ishida, N. (1973). Mushroom extract as an
interferon inducer (1) Biological and physiological properties of spore extracts
of Lentinus edodes. Mushroom Sci. 9 (Part I), 509-520.

Swamy, J. and Ramsay, J.A. (1999). The evaluation of white — rot fungi in the
decolorization of textile dyes. Enzyme. Microb. Technol. 24:130-137.

Takehara, M., Kuida, K. and Mori, K. (1979). Antitumor effect of virus-like particles
from Lentinus edodes (shiitake). Arch. Virol. 59, 269-274.

Takizawa, C. (1991). Clinical study on immunological activation response at the
gastric cancer lesion by polysaccharide systemic administration. J. Tokyo
Med. College. 49, 177-185.

Teissedre, P.L. and Landrault, N. (2000). Wine phenolics: contribution to dietary
intake and bioavailability. Food Research International. 33, 461-467.
Tenover, F.C. (2006). Mechanisms of antimicrobial resistance in bacteria. Am J

Infect Control. 34, 3-10.

Tindall, J. and Clegg, E. (1999). The Effectiveness of Coriolus versicolor
supplementation in the treatment of Kaposi’s Sarcoma in HIV + Patients.
Poster 8.16. 10th International Congress of Mucosal Immunology. June 27-
July 1. Amsterdam, Netherlands.

Toklu, H.Z., Sener, G., Jahovic, N., Uslu, B., Arbak, S. & Yegen, B.C. (2006). B-
glucan protects against burn-induced oxidative organ damage in rats.
International Immunopharmacology. 6, 156-169.

Tong, H., Xia, F., Feng, K., Sun, G., Gao, X., Sun, L., Jiang, R., Tian, D., Sun, X.
(2009). Structural characterization and in vitro antitumor activity of a novel
polysaccharide isolated from the fruiting bodies of Pleurotus ostreatus.
Bioresource Technology. 100, 1682-1686.

Tsang, KW., Lam, C.L., Yan, C., Mak, J.C., Ooi, G.C., Ho, J.C., Lam, B., Man, R.,
Sham, J.S., Lam, W.K. (2003). Coriolus versicolor polysaccharide peptides
lows progression of advanced non-small cell lung cancer. Respir. Med. 97,
618-624.

Tsukagoshi, S., Hashimoto, Y., Fujii, G., Kobayashi, H., Nomoto, K. and Orita, K.
(1984) Krestin (PSK). Cancer Treat. Rev. 11, 131-155.

108



Tsunoda, A. and Ishida, N. (1969). A mushroom extract as an interferon inducer.
Ann. N.Y. Acad. Sci. 173, 719-726.

Tuor, U., Winterhalter, K., Fiechter, A. (1995). Enzymes of white-rot fungi involved
in lignin degradation and ecological determinants for wood decay. J.
Biotechnol. 41, 1-17.

Turkoglu, A., Duru, M.E., Mercan, N., Kivrak, I., Gezer, K. (2007). Antioxidant and
antimicrobial activities of Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill. Food
Chemistry. 101, 267-273.

U.S. National Cancer Institute. (1992). In vitro anti-HIV drug screening results,
developmental therapeutics program, Jan. 17.

Umehara, S., Fujiwara, H., Suchi, K., Okamura, S., Okamura, H., Todo, M., et al.
(2009). PSK-mediated growth suppression and enhancement of 5-
FU/docetaxelinduced cytotoxicity in human esophageal cancer cell lines. Gan
To Kagaku Ryoho. 36, 1972-1974.

Unyayar, A., Demirbilek, M., Turkoglu, M., Celik, A., Mazmanci, M., Erkurt, A.
Unyayar, S., Cekic, O., Erkurt, A., Atacag, H. (2006). Evaluation of
Cytotoxic and Mutagenic effects of Coriolus versicolor and Funalia trogii
extracts on mammalian cells. Drug Chem. Toxicol. 1, 1-15.

Ushiyama, R., Nakai, Y., and Ikegami, M. (1971). Evidence for double-stranded
RNA from polyhedral viruslike particles in Lentinus edodes (Berk.) Sing,
Virology. 77, 880-883.

van der Waaij, D. and Nord, C.E. (2000). Development and persistence of multi-
resistance to antibiotics in bacteria; An analysis and a new approach to this
urgent problem. Int J Antimicrob Agents. 16, 191-197.

Wan, J.M., Sit, W.H., & Louie, J.C. (2008). Polysaccharopeptide enhances the
anticancer activity of doxorubicin and etoposide on human breast cancer cells
ZR-75-30. International Journal of Oncology, 32, 689—699.

Wang, G.Y., Zhang, J., Li, H., Zhang, C., Mizuno, T., Ito, H., Mayuzumi, H.,
Okamoto, H., & Li, J. (1993). Antitumor active polysaccharides from the
Chinese mushroom Songshan Lingzhi, the fruiting body of Ganoderma
tsugae. Bioscience Biotechnology and Biochemistry. 57(6), 894-900.

Wang, H.X., Gao, J.Q., Ng, T.B. (2000). A new lectin with highly potent

antihepatoma and antisarcoma activities from the oyster mushroom P.

109



Ostreatus. Biochemical and Biophysical Research Communications. 275,
810-816.

Wang, H.X., Ng, T.B., Liu, W.K., Ooi, V.E.C., and Chang, S.T. (1995). Isolation and
characterization of two distinct lectins with antiproliferative activity from the
cultured mycelium of the edible mushroom Tricholoma mongolicum. Int. J.
Peptide Protein Res. 46, 508-513.

Wang, H.X., Ng, T.B., Ooi, V.E.C., Liu, W.K., and Chang, S.T. (1997). Action of
lectins from the mushroom Tricholoma mongolicum on macrophages,
splenocytes and life-span in sarcoma-bearing mice. Anticancer Res., 17, 415—
420.

Wang, H.X., Ooi, V.E.C., Ng, T.B.,, Chiu, KW., and Chang, S.T. (1996).
Hypotensive and vasorelaxing activities of a lectin from edible mushroom
Tricholoma mongolicum, Pharmacol. Toxicol. 79, 318-323.

Wang, J., Zhou, Z.D., & Xia, D.J. (2007). Study on effect of lentinan in enhancing
antitumor action of dendritic cytoma vaccine and its mechanism. Chinese
Journal of Integrative Medicine. 27, 60-64.

Wang, Y.B., Loy, Y., Luo, Z.H. F., Zhang, D. F. and Wang, Y.ZH. (2003) Induction
of apoptosis and cell cycle arrested by polyvinylpyrrolidone K-30 and
protective effect of a-tocopherol. Biochem. Biophys. Res. Commun. 308, 878-
884.

Wang, Z.H., Wu, B.J., Zhang, X.H., Xu, M., Chang, H.M., Lu, X., et al. (2012).
Purification of a polysaccharide from Boschniakia rossica and its synergistic
antitumor effect combined with 5-Fluorouracil. Carbohydrate Polymers. 89,
31-35.

Wasser, S.P. (2002). Medicinal mushrooms as a source of antitumor and
immunomodulating  polysaccharides.  Applied  Microbiology  and
Biotechnology. 60, 258.

Wasser, S.P. and Weis, A.L. (1999). Medicinal properties of substances occurring in
higher Basidiomycetes mushrooms: current perspective (review). Int. J. Med.
Mushrooms. 1, 31-62.

Wesenberg, D., Buchon, F. and Agathos, S.N. (2002). Degradation of Dye
Containing Textile Effluent by Agaric White - Rot Fungus Clitocybula
dusenii. Biotechnology Letters. 24: 989-993.

110



Williams, G.M. and latropoulos, M.J. (1997). Antiocarcinogenic effects of synthetic
phenolic antioxidants. In: Baskin, S., Salem, H. (Eds.), Oxidants,
Antioxidants, and Free Radicals. Taylor & Francis, USA, pp. 341-350.

World Health Organization report antimicrobial resistance (AMR). Available at
http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2010/amr_20100820/en/index
.html. Accessed January 21, 2012.

World Health Organization report on infectious diseases 2000- Overcoming

antimicrobial resistance. Available at http://www.who.int/infectious-disease-

report. Accessed January 21, 2012.
World Health Organization. (2017). Cancer. Retrieved from http://www.who.int/

mediacentre/factsheets/fs297/en/

Wu, J.Y., Chen, C.H., Chang, W.H., Chung, K.T., Liu, Y.W,, Lu, F.J. and Chen C.H.
(2011). Anti-Cancer Effects of Protein Extracts from Calvatia lilacina,
Pleurotus  ostreatus and Volvariella  volvacea.  Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine. Article ID 982368, 10 pages.

Wu, S.R., Luo, X.L., Liu, B., & Gui, M.Y. (2010). Analyse and advise to research
and development of wild edible fungi. Food Science and Technology. 35,
100-103.

Xu, J., Liu, W., Yao, W., Pang, X., Yin, D. and Gao, X. (2009). Carboxymethylation
of a polysaccharide extracted from Ganoderma lucidum enhances its
antioxidant activities in vitro. Carbohydrate Polymers. 78, 227-234.

Yaltirak, T., Aslim B., Ozturk S., Alli H. (2009). Antimicrobial and antioxidant
activities of Russula delica Fr. Food Chem. Toxicol. 47, 2052—-2056.

Yamasaki-Miyamoto, Y., Yamasaki, M., Tachibana, H., & Yamada, K. (2009).
Fucoidan induces apoptosis through activation of caspase-8 on human breast
cancer MCF- 7 cells. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 57, 8677—
8682.

Yang, B., Liang, M.H., Zhang, Y.X., & Shen, B.Z. (2008). Clinical application of a
combination therapy of lentinan, multi-electrode RFA and TACE in HCC.
Advances in Therapy. 25, 787-794.

Yang, Q.Y. (1993). A brief introduction to the research of PSP, in 1993 PSP
International Symposium, Yang, Q.Y. and Kwok, C.Y., Eds., Fudan

University Press, Shanghai, China, intro. I1.

111


http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2010/amr_20100820/en/index.html
http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2010/amr_20100820/en/index.html
http://www.who.int/infectious-disease-report
http://www.who.int/infectious-disease-report
http://www.who.int/

Yang, Z., Xu, J., Fu, Q., Fu, X., Shu,T., Bi, Y., Song, B. (2013). Antitumor activity
of a polysaccharide from Pleurotus eryngii on mice bearing renal cancer.
Carbohydrate Polymers. 95, 615- 620.

Yanga, J.H., Linb, H.C., & Maub, J.L. (2002). Antioxidant properties of several
commercial mushrooms. Food Chemistry. 77, 229-235.

Ye, M., Liu, J.K.,, Lu Z.X., Zhao, Y., Liu, S.F., Li, L.L., Tan, M., Weng X.X., Li, W.,
Cao, Y. (2005). Grifolin, a potential antitumor natural product from the
mushroom Albatrellus confluens, inhibits tumor cell growth by inducing
apoptosis in vitro. FEBS Letters. 579, 3437-3443.

Yesilada, O., Sik, S., Sam, M. (1998). Biodegradation of olive oil mill wastewater by
Coriolus versicolor and Funalia trogii: effects of agitation, initial COD
concentration, inoculum size and immobilization. World Journal of
Microbiology & Biotechnology. 14 (1), 37-42.

Yesilada, O. ve Bozcuk, A.N. (1990). Alkol Fabrikas1 Atiginin Renginin
Gideriminde Bazi1 Beyaz Ciiriik¢iil Funguslarin Kullanimi. Cevre Biyolojisi
Sempozyumu, Ankara.

Yesilada, O., Asma, D. and Cing, S., (2003). Decolorization of Textile Dyes by
Fungal Pellets. Process Biochemistry. 38, 933-938.

Yoshida, O., Nakashima, K., Yoshida, T., Kaneko, Y., Yamamoto, I., Matsuzaki, K.,
Uryu, T., and Yamamoto, N. (1988). Sulfation of the immunomodulating
polysaccharide lentinan: a novel strategy for antivirals to human
immunodeficiency virus (HIV). Biochem. Pharm. 37, 2887-2891.

Yoshino, S., Watanabe, S., Imano, M., Suga, T., Nakazawa, S., Hazama, S., et al.
(2010). Improvement of QOL and prognosis by treatment of superfine
dispersed lentinan in patients with advanced gastric  cancer.
Hepatogastroenterology. 57, 172-177.

Yoshino, S., Yoshida, S., Maeda, N., Maeda, Y., Maeda, K., Hazama, S., et al.
(2010). Clinical evaluation of the combination treatment of intrapleural or
intraperitoneal administration of lentinan and OK-432 for malignant effusion.
Gan To Kagaku Ryoho. 37, 2798-2800.

Yoshitani, S. and Takashima, S. (2009). Efficacy of postoperative UFT
(Tegafur/Uracil) plus PSK therapies in elderly patients with resected

colorectal cancer. Cancer Biotherapy and Radiopharmaceuticals. 24, 35-40.

112



Youn, M.A., Kim, J.K., Park, S.Y., Kim, Y., Kim, S.J., Lee, J.S., Chai, K.Y., Kim,
H.J., Cui, M.X,, So, H.S., Kim, K.Y. & Park, R. (2008). Chaga mushroom
(Inonotus obliquus) induces G(0)/G(1) arrest and apoptosis in human
hepatoma HepG2 cells. World Journal of Gastroenterology. 14, 511-517.

Yuen, JW.M. and Gohel, M.D.I. (2008). The dual roles of Ganoderma antioxidants
on urothelial cell DNA under carcinogenic attack. Journal of
Ethnopharmacology. 118, 324-330.

Zaidman, B.Z., Yassin, M., Mahajna, J.,, & Wasser, S.P. (2005). Medicinal
mushroom modulators of molecular targets as cancer therapeutics. Applied
Microbiology and Biotechnology. 67, 453—468.

Zhang, M., Cui, SW.M., Cheung, P.C.K. & Wang, Q. (2007). Antitumor
polysaccharides from mushroom: A rewiew on their isolation process,
structural characteristics and antitumor activity. Trends in Food Science and
Technology. 18, 4-19.

Zhao, J.D. and Zhang X.Q. (1994). Resources and taxonomy of Ling Zhi
(ganoderma) in China. Int. Symp. Ganoderma Res, Bejing Medical
University, Beijing.

Zhao, L., Dong, Y. Chen, G. Hua Q. (2010). Extraction, purification,
characterization and antitumor activity of polysaccharides from Ganoderma
lucidum. Carbohydrate Polymers. 80, 783-789.

Zhao, X.Y. and Feldman, D. (2001). The role of vitamin D in prostate cancer.
Steroids. 6, 293-300.

Zhou, S. and Gao, Y. (2002). The immunomodulating effects of Ganoderma lucidum
(Curt.: Fr.) P. Karst. (Ling Zhi, Reishi mushroom)
(Aphyllophoromycetideae), Int. J. Med. Mushrooms. 4, 1-11.

Zhou, S., Gao, Y., Chan, E. (2005). Clinical trials for medicinal mushrooms:
Experience with Ganoderma lucidum (W.Curt.:Fr.) Lloyd (Lingzhi
Mushroom). International Journal of Medicinal Mushrooms. 7, 111-117.

Zhuang, O. and Mizuno, T. (1999). Biological responses from Grifola frondosa
(Dick.:Fr.) S.F. Gray-Maitake (Aphyllophoromycetideae), Int. J. Med.
Mushrooms. 1, 317-324.

Zimmermann, K.C., Bonzon, C., Green, D.R. (2001). The machinery of programmed
cell death. Pharmacol. Ther. 92 (1), 57-70.

113



Zong, A., Cao H., Wang, F. (2012). Anticancer polysaccharides from natural
resources: A review of recent research. Carbohydrate Polymers. 90, 1395—
1410.

114



OZGECMIS

Ad1 Soyadi : Ayfer KILIC (SERINDAG)
Dogum Yeri ve Tarihi: MALATYA - 14 /02 /1981

Adresi : Sevgi Mahallesi 667 Sokak No:4/13 Gaziemit/ IZZMIR
e-posta : ayferserindag@gmail.com

Lisans : Inonii Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Yiiksek Lisans : Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii

T1bbi Mikrobiyoloji

Mesleki Deneyim : Inénii Universitesi

Turgut Ozal Tip Merkezi,

Merkez Mikrobiyoloji Laboratuar: - Biyolog

Yayin Listesi:

1.

Yetkin, Giilay; Kuzucu, Cigdem; Serindag, Ayfer. Bir yil i¢inde incelenen kan
kiiltiirlerinde tireyen bakterilerin dagilimi. Tiirk Mikrobiyol Cem Derg. 36 (3):
155-159. 2006.

Duman, Yiicel; Giigliier, Nilay; Serindag, Ayfer; Tekerekoglu, Mehmet Sait.
Escherichia coli Suslarinda Antimikrobiyal Duyarliik ve Genislemis
Spektrumlu-Beta Laktamaz (GSBL) Varligi. Firat Tip Dergisi. 15, 4, 197- 200.
2010.

Duman, Yicel; Serindag, Ayfer, Tekerekoglu, Mehmet Sait. Klinik
orneklerden izole edilen Staphylococcus aures’larin antimikrobiyallere direng
durumu. Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi. 16 (3) 145-148. 2009.

Tekerekoglu, Mehmet Sait; Duman, Yiicel; Serindag, Ayfer; et al. Do mobile
phones of patients, companions and visitors carry multidrug-resistant hospital
pathogens? American Journal of Infection Control. VVol. 39, Issue 5, Pages 379-
381. 2011.

Selma Ay, Ahmet Mansur, Barig Otlu, Ayfer Serindag, Mehmet Sait
Tekerekoglu, Fikret Karademir. MBL E Test Arastirmasinda 5 Farkli Marka

115


mailto:ayferserindag@gmail.com

10.

11.

Miiller-Hinton Agar Besiyerlerinden Elde Edilen Sonuglarin Degerlendirilmesi.

Journal of Turgut Ozal Medical Center. 23(1): 21-25. 2016.

Elif Apohan, Ulku Yilmaz, Ozgur Yilmaz, Ayfer Serindag, Hasan Kucukbay,
Ozfer Yesilada, Yusuf Baran. Synthesis, cytotoxic and antimicrobial activities
of novel cobalt and zinc complexes of benzimidazole derivatives. Journal of
Organometallic Chemistry. 828: 52-58. 2017.

Bugday, N., Kucukbay F. Z., Apohan, E., Kucukbay, H., Serindag, A.,
Yesilada, O. (2017). Synthesis and Evaluation of novel benzimidazole
conjugates incorporating amino acids and dipeptide moieties. Letters in
Organic Chemistry. 14, 198-206.

Ayfer Serindag, Elif Apohan, Ozfer Yesilada. Akciger kanseri hiicreleri
lizerine bazi1 beyaz ¢iiriik¢iil fungus ekstraktlarinin sitotoksik etkilerinin
arastirtlmasi. 22. Ulusal Biyoloji Kongresi, 23-27 Haziran 2014, Osmangazi
Universitesi, Eskisehir. B-P2-19.

Elif Apohan, Ulkii Yilmaz, Ozgiir Yilmaz, Ayfer Serindag, Ozfer Yesilada,
Hasan Kiigiikbay, Emin Kaya, Yusuf Baran, Yagmur Kiraz. Yeni Benzimidazol
Metal Kompleks Bilesiklerinin KML Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkisi.
Ulusal katilimli Deneysel Hematoloji Kongresi, 17-19 Nisan 2015, Kayseri. P
59.

Elif Apohan, Ozfer Yesilada, Ozgur Yilmaz, Ayfer Serindag, Ulku Yilmaz,
Hasan Kiiciikbay, Emin Kaya and Yusuf Baran. Cytotoxic effect of
benzimidazole metal complex compounds on lung cancer cells (A549). 9th
Biotechnology Congress, August 31-September 02, 2015. Orlando, Florida,
USA. http://dx.doi.org/10.4172/2155-9597.C7.014.

Elif Apohan, Ayfer Serindag, Ozgiir Yilmaz, Ulkii Yilmaz, Ozfer Yesilada,
Hasan Kii¢iikbay, Emin Kaya, Yusuf Baran. Kronik Myeloid Losemi Hiicreleri
Uzerine Yeni Benzimidazol Metal Kompleks Bilesiklerle Imatinibin Birlikte
Sitotoksik Etkisi. 18. Ulusal Biyoteknoloji Kongresi. 18-19 Aralik 2015,
Konya. P-TBB-8.

116


http://dx.doi.org/10.4172/2155-9597.C7.014

