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OZET

Ganoderma Lucidum Ekstraktlarinin Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda

Tamoksifen ve Doksorubisin Ile Sinerjistik Etkilerinin Arastirilmasi

Ganoderma lucidum, yenebilen bir tibbi mantar tiirii olup anti-metastatik ve anti-
karsinojenik etkileri ile taninmakta ve Asya iilkelerinde alternatif ve tamamlayici tipta
uzun yillardir kullanilmaktadir. Buna karsin G. lucidum’un meme kanseri tedavisinde
tamoksifen ve doksorubisin ile kombine kullanimi hakkinda bir arastirma mevcut
degildir. Bu ¢alismada G./lucidum dan elde edilen alt1 farkli ekstraktin MCF-7 Ostrojen
reseptor pozitif ve MDA-MB-231 (c¢li negatif meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre
canliligr ilizerine olan etkileri WST-8 metodu kullanilarak degerlendirilmistir. Hucre
canlilig1 iizerinde en etkili ekstraktin her iki hiicre hattinda da G. lucidum eter ekstrakti
olduguna karar verilmistir. Eter ekstraktinin invazyon ve migrasyon iizerine olan etkileri
Boyden Chamber Assay ile degerlendirilmistir. Bu ekstraktin MCF-7 hiicre hattinda
hiicre mobilitesi lizerinde anlaml1 bir etkisi olmadig1 fakat MDA-MB-231 hiicre hattinda
yuksek oranda go¢ eden hiicre sayisini azalttigi bulunmustur. Her iki hiicre hattinda da
DMSO kontrol ve eter ekstrakti uygulanmis hiicreler arasinda invaze olan hiicre sayisi
acisindan bir farklilik bulunmamugtir. Eter ekstraktinin apoptozis ve hiicre dongusu
tizerine olan etkileri akis sitometri yontemi ile incelenmistir. G. lucidum eter ekstraktinin
meme kanseri hiicrelerinde apoptozisi anlamli olarak tetikledigi bulunmustur. Bunlara
ek olarak, eter ekstrakti ile inkilbasyon her iki hiicre hattinda da hiicre dongiisii
dinamiklerini anlamli olarak degistirmistir. Ardindan meme kanseri hiicrelerinde eter
ekstraktinin tamoksifen ve/veya doksorubisin ile etkilesimleri incelenmistir. Ganoderma
lucidum eter ekstrakti ve terapotikler arasindaki etkilesimler MacSynergy Il yazilimi ve
kombinasyon indeks analizi ile degerlendirilmistir. Eter ekstraktt MCF-7 meme kanseri
hiicre hattinda tamoksifen ile kombine edildiginde tamoksifenin hiicre canliligi tizerine
olan etkilerini artirmis, fakat doksorubisin’in etkisini inhibe etmistir. G. lucidum eter
ekstraktt MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda da doksorubisin ile antagonistik
etki gostermistir.



Anahtar Kelimeler: Ganoderma lucidum, meme kanseri, tamoksifen, doksorubisin,
MCF-7, MDA-MB-231.



ABSTRACT

Investigating synergistic effects of Ganoderma lucidum extracts in
combination with tamoxifen and doxorubicin in breast cancer cell lines.

Ganoderma lucidum, an edible medicinal fungus, has been known with its anti-
metastatic, anti-carcinogenic bioactivities and widely used in Asian countries in
complementary and alternative medicine. However, there is no information regarding its
combined usage with tamoxifen and doxorubicin in breast cancer treatment. In this
study, effects on cell viability of six distinct extracts obtained from G.lucidum were
assessed by WST-8 method in MCF-7 estrogen receptor positive and MDA-MB-231
triple negative breast cancer cell lines. Ganoderma lucidum ether extract was the most
effective extract on inhibition of cell viability among others in both cell lines. Ether
extract was then evaluated in terms of its anti-metastatic activity using Boyden Chamber
Assay. Ether extract significantly decreased the number of migrated cells in MDA-MB-
231; however did not affect MCF-7 mobility. There was no difference in invaded cell
number between DMSO and ether extract treated cells in both cell lines. Apoptosis and
cell cycle analysis were performed by flow cytometry. We found that ether extract is
capable of inducing apoptosis in MCF-7 and MDA-MB-231 cells. Additionally,
incubation with ether extract significantly changed the cell cyle dynamics in both cell
lines. We then assessed the interactions between ether extract and tamoxifen citrate
and/or doxorubicin in breast cancer cell lines. The interactions between G. lucidum ether
extract and chemotherapeutics were examined by combination index analysis and
MacSynergy |l software. Ether extract increased the anti-proliferative effect of
tamoxifen although exhibited strong antagonism with doxorubicin in MCF-7 cell line.
Ether extract also showed antagonistic effect with doxorubicin in MDA-MB-231 triple

negative breast cancer cell line.

Keywords: Ganoderma lucidum, breast cancer, tamoxifen, doxorubicin, MCF-7,
MDA-MB-231
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1. GIRIS

Kanser Dinya capinda en ¢ok Oliime sebebiyet veren hastaliklardan biridir.
Gunumuzde kanser tedavisi cerrahi operasyon, genel kemoterapi ve radyasyon terapisi
ile gerceklestirilmektedir. Bu tedavi yontemlerinin kanser hiicrelerine spesifik
olmamalari, yasami tehdit edici yan etkilerinin bulunmasi ve her hastada beklenen
sonucu vermemesi nedeni ile daha etkili terapotik stratejilerin gelistirilmesi amaciyla
yeni anti-kanser ajanlara gereksinim giderek artmaktadir. Son yillarda mantarlardan elde
edilen bircok biyoaktif molekiliin normal htcreler Gzerinde herhangi bir toksik etki
gostermeden kanser hiicrelerini hedeflediginin bulunmasi bu alana olan ilginin giderek
artmasina neden olmustur. Yapilan arastirmalar mantarlardan elde edilen anti-kanser
oOzellikteki molekallerin kimyasal yapilarini ortaya ¢ikarmistir. Genellikle tiire spesifik
olan bu molekiillerin farmakolojik olarak aktif olduklart kanitlanmistir (1). Mantarlardan
elde edilen biyoaktif maddelerin kanser tedavisinde tekil, kemoterapétiklerle veya
radyasyon ile kombine olarak kullaniminin hastaligin tedavisinde ve konvansiyonel
terapinin yan etkilerinin azaltilmasinda faydali oldugunu belirten birgok ¢alisma
mevcuttur (2-6). Bunlarla birlikte, bulgular bazi mantarlarin ticari anti-kanser ilaclar ile
sinerjik etkilerinin bulundugunu ve ila¢ direnci gelisen hastalarda etkili bir tedavi

stratejisi olusturdugunu gostermektedir (7-10).

Mantarlarin 6nemli anti-kanser oOzellikleri su sekilde Ozetlenebilir: 1) Anti-
oksidan Ozellikleri ile onkogenezin engellenmesi, ii) Kanser hicrelerine spesifik direk
sitotoksik aktivite, iii) Kanser hicrelerine kars1 gelisen immiin cevabin artisi, iv) Timor
metastazinin  engellenmesi, v) Kemoterapotiklere karsi gelisen ilag direncinin
inhibisyonu ve kemoterapdtikler ile sinerjik etkilesim, vi) Kemoterapdtiklerin yan
etkilerinin azaltilmasi, vii) Kanser sebebi ile gelisen kaseksi gibi rahatsizliklarin
tedavisi, viii) Kanser hastalarinin yasam kalitelerinin ve siirelerinin artig1 (11-17), (Sekil

1),
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Sekil 1. Mantarlardan elde edilen biyoaktif maddelerin anti-kanser etkileri.

Ganoderma lucidum (Reishi mantar1) yiizyillardir Kore, Japonya ve Cin’de
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmis, Basidiomyecetes smifina dahil olan
yenebilen tibbi bir mantar tiiriidiir. G. lucidum biyolojik olarak aktif polisakkaritler,
glikoproteinler, aminopolisakkaritler, proteoglikanlar ve triterpenler gibi bircok alt
birimden olusmakta ve her bir alt birimin yiiksek anti-kanserojen etkilerinin oldugu

giintimiize degin yapilan bilimsel ¢aligmalar sonucunda kanitlanmistir (18).

Bu calismada kanser tedavisinde kullanim potansiyeli tasiyan ve yeni toksik
olmayan ve daha etkili anti-kanser ajanlarin gelistirilmesinde rol oynayabilecek
Ganoderma lucidum tibbi mantarinin meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre canliligi,
apoptoz, hicre dongust, migrasyon ve invazyon lzerine etkileri arastirilmistir. Bunlarla
birlikte hiicre canliliginin inhibisyonunda diger ekstraktlara gore daha yiksek etki

gosterdigi belirlenen G. lucidum ekstraktinin klinikte meme kanseri tedavisinde rutin



olarak kullanilan hormon terapi ajan1 tamoksifen ve bir kemoterapotik olan doksorubisin

ile sinerjistik etkilesimleri incelenmistir.



1. GENEL BILGILER

1.1. Meme Kanseri ve Simiflandirmasi

Meme kanseri kadinlarda major morbidite ve mortalite nedeni olan yaygin bir
kanser turiidur (19). Meme kanserinin etiyolojisi ve patogenezi hala tam olarak aydinliga
kavusamamistir. Meme kanseri smiflandirmasi farkli kriterler ve amaglar iceren
sablonlar ile gerceklestirilmektedir. En ¢ok kullanilan major kategoriler tiimoriin
histopatolojik tipine, sinifina (grade) ve belirli proteinler ile genlerin ekspresyonlarina
gore diizenlenmistir. Kanser hiicre biyolojisi hakkinda elde edilen bilgi arttikca meme

kanseri alt tiir sayisinda da artis meydana gelmektedir.

Meme kanseri siniflandirmasinin temel amaci timor tipine en uygun tedavi
stratejisini segebilmektir. Timor tipine spesifik tedavi stratejilerinin etkinligi yapilan
randomize kontrollii denemeler ile belirlenmistir. Bir tiiméor tipine yonelik gelistirilen
tedavi stratejisi bir bagka sinifa ait tiimorde ayni etkiyi gostermeyebilir (20). Baz1 meme
kanseri hiicreleri oldukga agresif ve yasami tehdit edici karakteristik 6zelliklere sahiptir.
Dolayzsi ile bu tip 6zellikler tasiyan kanser tiirlerinin tedavisinde de oldukca agresif ve
yan etkileri yiiksek tedavi stratejileri kullanilmaktadir (21, 22). Diger meme kanseri
tiirleri ise daha diisiik agresiflik gostermekte ve lumpektomi gibi agresif olmayan tedavi

stratejileri ile tedavi edilebilmektedirler (23, 24).

Tedavi algoritmalar1 meme kanseri siniflandirmasindaki spesifik alt siniflara 6zel
olarak gelistirilmistir. Bir simiflandirma yaklasimi, tedavi yoklugunda genel sagkalim
gibi hastaligin klinik sonlanimini tahmin edebilen ve dogruluk orani yiiksek bir
prognostik faktor olmali veya belirli bir tedavi yontemine karsi gelisebilecek yaniti
tahmin edebilecek diizeyde etkili olmalidir (25). Bu nedenle bir siniflandirma yaklagimi

gelistirilirken oldukea dikkatli sekilde test edilmeli ve onaylanmalidir.



1.2.  Meme Kanserinin immiino-histokimyasal Simiflandirmasi ve
Hedefli Terapi Yontemleri

Klinikte meme kanseri tedavi stratejisinin seciminde genellikle temeli immiino-
histokimyasal belirteclere dayanan bir smiflandirma kullanilmaktadir. Bu yaklagima ek
olarak inflamatuvar meme kanseri tiirlerinde oldugu iizere hastanin fiziksel muayenesi
esnasinda etkilenen memede inflamasyon gorilmesi gibi bulgulardan da
faydalanilmaktadir (26).

Immiino-histokimyasal ~smniflandirma ile meme kanserinin alt tirlerin
olusturulmasinda kanser hiicrelerinin 6strojen reseptorii (ER) , progesteron reseptori
(PR) ve epidermal biylme faktéri reseptorii 2 (HER2 ) gibi membran reseptorlerini
yiikksek oranda tasimalar1 veya tasimamalar1 kanser hiicrelerini karakterize etmektedir
(Sekil 1), (27).
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Sekil 1. Meme kanserinin imminohistokimyasal siniflandirmasi (28).



Meme kanseri alt tiirlerinin biyolojileri birbirlerinden farklilik gostermekte ve
her alt ture 6zgu molekuler hedefler belirlenerek yeni, daha etkili ve spesifik terapotikler
kesfedilebilmektedir. Bu terapotikler arasinda spesifik hedefleri (HER1, HER2, HERS,
IGF Reseptori (IGFR), C-MET, FGF Reseptorii (FGRF)) inhibe eden tirozin kinaz
inhibitorleri (TKIs), hiicre i¢i sinyal yolaklarini (PI3K, AKT, mTOR, ERK) inhibe eden
ajanlar, anjiogenez inhibitorleri ve DNA’ya miidahale eden ajanlar yer almaktadir (29-
31).

Bu terapdtiklerden anti-HER2 ajani olan transtuzumab ve anti-ER ajani olan
tamoksifen yuksek aktiviteleriyle glinimuzde standart meme kanseri tedavi yontemleri
arasinda yer almaktadirlar (Sekil 2), (32, 33).

Sekil 2. Tamoksifenin molekiiler yapisi.

Ostrojen reseptorii pozitif (ER+) tiimdrler meme kanseri vakalarmin % 60-80’ini
olusturmaktadir (34, 35). Giiniimiizde meme kanserinin tedavisinde kullanilan endokrin
terapileri genellikle Ostrojen reseptoriinii baskilamaya yonelik olarak gelistirilmistir.
Ostrojen reseptdriiniin baskilanmasinda kullanilan iki tedavi stratejisi mevcuttur: i)
Ostrojen reseptorii ile antagonistik etki gosteren tamoksifen gibi anti-Ostrojenlerin
kullanim1 ve ii) dstrojen reseptor ekspresyonunu down-regile eden fulvestrant gibi anti-

ostrojenlerin kullanimi (36).



Ostrojen reseptdriiniin farkli genler tarafindan kodlanan iki farkli formu
hiicrelerde eksprese edilmektedir. Bu formlar ER alfa ve beta’dir. Reseptorler hormon
yoklugunda genellikle sitozolde bulunmaktadirlar. Ostrojen steroid yapida bir hormon
olmasi1 dolayisi ile direkt olarak fosfolipid yapida olan hiicre membranindan gegebilir ve
reseptOriine baglanabilir. Reseptore hormon baglanmasi reseptoriin sitozolden nukleusa
translokasyonu ile baslayan bir dizi olay1 tetiklemektedir. Hormon tarafindan aktive olan
reseptér ardindan dimerize olur ve ER ERa (oa) , ERB (BB) homodimerleri ve ERaf3
(ap) heterodimeri olmak tizere li¢ farkli dimer olusturabilir. Dimer fomundaki reseptor
DNA uzerinde hedef genlerin promotor bdlgelerinde bulunan hormon cevap elementleri
(hormone response element, HRE) olarak bilinen spesifik bolgelere baglanarak gen
ekspresyonunda artisa neden olmaktadir. Baz1 Ostrojen reseptorleri ise sitozol yerine
hiicre membrani1 {izerinde bulunmaktadir. Bu tip reseptorler ligandina baglandiginda
sitozoldeki reseptorlere gore oldukca yiiksek hizda cevap verebilmektedir. Ostrojen,
Ostrojen reseptoriine baglandiginda PI3K /AKT, Nf-kB ve Ras-MAPK yolaklarini
aktifleyerek hicre biyumesini, proliferasyonu ve anti-apoptozisi uyarmaktadir (37, 38).
Tamoksifen (trifeniletilen) Ostrojen reseptor pozitif meme kanseri tedavisinde hastaligin
tiim agsamalarinda yayginlikla kullanilan segici Ostrojen reseptorii modiilatorii olup (39),
secici olarak dstrojen reseptoriine baglanmakta ve dstrojen baglanmasiyla uyarilan sinyal
yolaklarini baskilamaktadir (40). Giiniimiizde yiiksek kanser riski tasidigi belirlenen
kadinlarda meme kanseri gelisme riskine karsi Onlem olarakta kullanilabilecegi
belirtilmektedir (41).

Trastuzumab (Herceptin) HER2 + meme kanseri tedavisinde kullanilan etkili bir
hedefli terapi ajanidir. HER2 hiicre membraninda mitojenlerle dimer olusturarak
aktiflenen ve hiicre icine sinyal génderen bir yuzey proteinidir. HER2 sinyali PI3/Akt ve
MAPK sinyal yolaklarin1 aktifleyerek invazyonu, anti-apoptozu ve anjiogenezi
artirmaktadir (42). Kanser hucrelerinde HER2 ekspresyonu normal hiicrelerden oldukga
fazla olabilmektedir (43, 44). HER2’nin over-ekspresyonu guclu proliferatif sinyal
olusturmakta ve tiimor formasyonunu baslatmaktadir. Trastuzumab HER2/neu
ektodomeynine secici olarak baglanip inhibe eden bir monoklonal antikordur (45).

Trastuzumab ile muamele edilen hiicreler P27Kipl tzerinden hicre déngusiinin G1



fazinda tutularak proliferasyonlari diismektedir. Trastuzumab ayrica PI3K sinyal
kaskadini azaltmakta ve anti-anjiogenik faktorleri indikleyerek ve pro-anjiyogenik
faktorleri baskilayarak anjiogenezi inhibe etmektedir (46, 47).

Bu tiir yan etkileri diisilk hedefli terapilerden bagka agresif meme kanseri
tirlerini tedavi etmede kullanilan yan etkileri yiliksek kemoterapotikler de
bulunmaktadir. Doksorubisin (Adriamycin) bir antrasiklin olup kanser kemoterapisinde
kullanilan ve bakteri tiirlerinden semisentez yolu ile elde edilen bir ajandir (48, 49).
Oliimciil kardiyak toksisitesi ve doz bagimli kardiyomiyopatiye sebep olmasi nedeni ile
yan etkileri oldukga yiksek bir ilag olarak bilinmektedir (50). Doksorubisinin etki
mekanizmas1 iki basamakta incelenebilir: i) Doksorubisin DNA’ya interkalasyon
yaparak Topoizomeraz II aracili DNA tamirini engeller ve ii) serbest radikal tretimine
sebep olarak hiicre membranlarina, DNA’ya ve proteinlere zarar verir (51). Kisaca
Ozetlemek gerekirse, doksorubisinin semikuinon ad1 verilen stabil olmayan bir molekdle
okside olmast ve tekrar doksorubisine donilismesi esnasindaki proseste yiiksek oranda
serbest oksijen radikali meydana gelmektedir. Reaktif oksijen drlnleri lipid
peroksidasyonuna ve hiicre zar1 hasarina neden olarak DNA hasarina ve oksidatif strese
yol agmakta, bu da hiicrelerde apoptozu tetiklemektedir (52). Oksidasyonda gorev alan
NADH dehidrogenaz, nitrik oksit sentetaz, ksantin oksidaz ve serbest radikallari deaktive
eden glutatyon peroksidaz, katalaz ve superoksit dismutaz enzimlerini kodlayan genlerin
bu yolu modile edebilecek aday genler oldugu disiiniilmektedir (53, 54).
Doksorubisinin diger etki mekanizmasi ise niikleusa transfer olarak topoizomeraz-II
enzimini inhibe etmesi, DNA hasarina ve hiicre Oliimiine yol a¢masidir (55).

Doksorubisin’in molekiiler yapis1 Sekil 3’te gosterilmektedir.



Sekil 3. Doksorubisinin molekiiler yapisi.

Doksorubisin diger kemoterapdtikler gibi cok nadir tekil olarak kullanilmaktadir.
In vivo c¢alismalarda genellikle doksorubisin taksanlar, platinyum ilaglar, nitrojen
mustard analoglari, floropirimidinier ve vinka alkaloidleri gibi diger anti-neoplastik
ajanlar ile birlikte kullanilmaktadir (56, 57). Klinikte ise doksorubisin, kombinasyonlari
cogunlukla kardiyotoksisite ile sonuglanan paklitaksel ve doseataksel gibi taksan

grubuna dair ilaglar ve transtuzumab ile birlikte kullanilmaktadir (58).

1.3. Kanser Arastirmalarinda Kullamilan Mantarlar

Mantarlarin  anti-kanser Ozellikleri ve kanser destek tedavisinde kullanim
potansiyelleri uzun yillardir arastirilmaktadir. Giinlimiizde kemoterapi ve radyoterapi
konvansiyonel tipta rutin olarak kullanilan iki tedavi yontemidir. Bu yontemlere bagl
kemik 1ligi baskilanmasi, gastrointestinal bozukluklar, alopesi, halsizlik basta olmak
tizere kardiyak, solunumsal ve ndrolojik pek ¢ok yan etki ortaya ¢ikabilmektedir. Kanser
tedavisinde kullanilan tedavi stratejilerinin yiiksek yan etkileri nedeni ile hastalarin
tedaviye uyumu giiclesmekte ve hastalarin yasam kalitesi diismektedir. Buna bagh
olarak alternatif veya tamamlayici kanser tedavileri arayis1 giin gectikce artmaktadir. In
vitro ortamda anti-kanser Ozellikleri arastirilan onlarca mantar tiirii bulunmakla birlikte

insanlar {izerindeki etkilerinin belirlendigi arastirmalar oldukc¢a azdir. Asagida kanser



destek tedavisinde kullanim potansiyeli olan ve kanser hastalarinda etkileri arastirilmis

olan mantar turleri ve anti-kanser 6zellikleri 6zetlenmistir.
Grifola frondosa (Maitake mantari)

Maitake mantar: olarak ta bilinen Grifola frondosa tlrunin immdin sistemi
guclendirici, anti-timoral ve hipoglisemik (59) etkisi yapilan arastirmalar ile ortaya
cikarilmigtir. Grifola frondosa’dan elde edilen beta glukan’larin miirin  timor
modellerinde bu maddelerin enjeksiyonu veya oral alimi ile sistemik anti-timaor immdiin
cevabi indiikledigi gosterilmistir (60). Bir diger arastirmada, % 5 NaOH (sodyum
hidroksit) ile saflastirilan bir beta glukan tiirevinin (GFPBW1) sarkoma modeli
gelistirilmis ve immiin yetmezligi bulunan farelerde anti-timoral aktivitesini Dektin-1/
Syk/ NF-xB sinyal yolag tizerinden gergeklestirdigi ortaya ¢ikarilmistir (61). Cisplatin
ile tedavi edilen fare kanser modelinde Grifola frondosa’nin sadece cisplatin verilen
kontrol grubuna gore, ilacin anti-timoral ve anti-metastatik etkisini anlamli olarak
artirdi@1 ve cisplatin tarafindan indiiklenen miyelotoksisite ve nefrotoksisitede azalma
sagladig1 belirtilmektedir (62). Kemik iliginden elde edilmis dendritik hiicreler ve miirin
kolon kanser modeli iizerinde yapilan ¢alismalar Grifola frondosa heteropolisakkaridi Z
fraksiyonunun hicresel immuniteniteyi indikleyerek terapétik ve kanserden koruyucu
Ozellik gosterdigi belirtilmektedir (63). Grifola frondosa’dan elde edilen diisiik molekiil
agirlikli protein fraksiyonunun (MLP fraksiyonu) kolon kanseri fare modelinde IL-12 ve
IFN-gama iiretiminde artisga ve tUmoOr biiylimesinde anlamli diisiise sebep oldugu
gosterilmistir (64). MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin mantar ekstrakti (D fraksiyonu)
ile inkiibasyonunun kanser hucrelerinde BAK-1 ve sitokrom c’nin direk olarak katildig:
bir apoptotik yolag: tetikledigini ortaya cikarmistir (65). Grifola frondosa’dan elde
edilen suda ¢oziinen ekstraktlarin TMK-1 insan gastrik kanser hiicre hattinda hiicre
proliferasyonunun inhibisyonunu saglamakta ve kaspaz-3 bagimli ve bagimsiz yolaklar

Uzerinden apoptozu tetiklemektedir (66).

Faz /Il doz yiilseltme calismalarinda 34 post menapozal, meme kanseri tedavisi
basarili ge¢mis kisilere 3 hafta boyunca giinde iki defa oral olarak 0,1, 0,5, 1.5, 3, veya 5

mg/kg Maitake polisakkaritlerinin verilmesi sonucunda immunolojik fonksiyonda doz
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bagimli anlamli artig gozlenmis, ¢alismaya alinan kisilerden birinde yan etki olarak mide
bulantis1 ve sislik, bir digerinde ise kasinti ve dokiintii meydana geldigi belirtilmistir
(67). Kanser hastalarinda kemoterapi nedeniyle gelisen immiinsupresyon tedavisinde
kullanim potansiyeli olan Maitake’nin insanlarda kullaniminin giivenilirligi ve etkisi

lizerine yapilan sistematik ¢calismalar oldukc¢a azdir.
Phellinus sp.

Phellinus tdrlerinin anti-tumoral, anti-metastatik ve immdan sistemi giclendirici
etkileri bulunmakta, 6zellikle cinsten elde edilen polisakkaritler, protein-glukan, protein-
polisakkarit kompleksleri ve fenolik bileseni hispolon bircok kanser tiriinde proliferatif
sinyal yolaklarin1 baskilamaktadir. P. linteus tiirinden elde edilen protein bagh
polisakkaritin (P1), SW480 kolon kanseri hiicrelerinde ve fare modelinde Wnt/B-katenin
sinyal yolagini inhibe ederek timadr buylmesini, invazyonu ve anjiyogenezi inhibe ettigi
gosterilmistir (68). Bu polisakkarit ile yapilan bir baska calismada, polisakkaritin
DU145 insan prostat kanseri fare modellerine iki ginde bir 12 giin boyunca
enjeksiyonunun tumér regresyonunu ve apoptozisi indikleyerek timor buyimesini
engelledigi gosterilmistir (69). Phellinus rimosus (PR) mantarindan elde edilen bir tiir
protein bagli polisakkaritin (PPC-Pr ) ise, Dalton’un asidik lenfomas1 fare modelinde
solid tiimorlere kars1 koruyucu ve hastalign iyilestirici 6zelliklere sahip oldugunun
bulunmasi ile potansiyel bir terapdtik olabilecegi vurgulanmistir (70). Phellinus
tiirlerinin insanlar lizerindeki etkilerini aydinlatan ¢alismalar ¢cok az olsa da bazi ilging
bulgular goze carpmaktadir. Hepatoselliiler karsinoma’nin spontan regresyonu oldukca
siradist bir durum olarak kabul edilmektedir. 79 yasinda, erkek, multipl akciger
metastazi olan bir karaciger kanseri hastasi hastaneye bagvurmus fakat herhangi bir
tedavi uygulanmamistir. Hastanin bagimsiz olarak bir ay boyunca Phellinus linteus
miselleri tiikketmesinden 6 ay sonra tiimoriin tamemen kayboldugu goézlenmistir (71). Bir
baska vaka raporunda ise, 69 yasinda, hepatoselliiler karsinoma teshisi konmus ve
radyoterapi uygulanmis hastanin 18 ay boyunca P. linteus mantarini tiiketmesinden
sonra tlimoriin spontan regresyona ugradigi belirtilmektedir (72). Hizli gelismis kemik

metastazi bulunan hormona direngli prostat kanseri hastasinda ise P. linteus tuketiminin
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etkili sonug gosterdigi belirtilmektedir (73). Bu vaka raporlari P. linteus’un anti-ttimoral
aktivitesine dikkat ¢ekmekle birlikte, etkisinin altinda yatan mekanizmay1 agiklamada
yetersizdir. Dolayisiyla bu mantar veya mantarlardan elde edilen bilesenlerin insanlar

uzerindeki etkileri henuiz bilinmemektedir.
Coriolus versicolor (Trametes versicolor)

Hindi kuyrugu olarakta bilinen Coriolus versicolor veya diger adiyla Trametes
versicolor’un birgok kanser tipi lizerinde anti-tiimoral etki gosterdigi bilinmektedir.
Coriolus versicolor insanlar Uzerindeki etkileri en fazla arastirilmis mantarlardan biri
olup, baz1 tiilkelerde klinik kullanimi da mevcuttur. Coriolus versicolor metanol
ekstraktinin B-16 melanoma fare modelinde kanser hiicrelerine kars1 direk anti-timoral
ve anti-proliferatif etki gosterdigi ve makrofaj anti-timor aktivitesini artirdigi
gosterilmistir (74). Son yillarda yapilan c¢alismalar prostat kanserinin niksinde ve
hastalik ilerlemesinde kendini yenileyebilen ve kiitlesel kanser hiicrelerine
farklilasabilen kanser kok hiicrelerinin 6nemli rolii oldugunu ortaya ¢ikarmistir (75). Bu
hiicreler farkli kanser kemoterapotiklerine karsi oldukca direngli olup, tedavideki
basarisizliga ve hastaligin tekrarina katkida bulunmaktadir. (76). 2011 yilinda yapilan
bir caligmada Coriolus versicolor mantarinin aktif komponenti, polisakkaropeptit
(PSP)’in PC-3 prostat kanseri hiicre hattinda zaman ve doz bagiml olarak kanser kok
hiicrelerini hedefledigini  ve in vivo ortamda da kanser kok hicrelerinin timor
gelisimini baskiladigi ve oral kullanim ile tamamen prostat tiimor olusumunu baskilayan
kemopreventif etkisinin bulundugu gosterilmistir (77). PSP ile kanin hemangiosarkoma
tizerinde yapilan ¢ift kor randomize c¢alisma sonucunda PSP’in yiiksek oranda metastazi
onledigi ve kanin hemangiosarkomada en yiiksek yasamsal oranin elde edildigi ve
gelismis tedavi yontemlerinin olmadigi bolgelerde tekil ajan olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir (78). PSP giincel kullanimi1 olan kemoterapétiklerin bazilari ile sinerjik etki
gostermektedir. Ornegin, ZR-75-30 meme kanseri hiicre hattinda doksorubisin ve
etoposidin anti-proliferatif ve sitotoksik etkilerini artirdigi gozlenmistir (8). PSP,
Japonya’da klinik olarak anti-kanser ajanlarla birlikte gastrik kanser ameliyatindan sonra

halen kullanilmaktadir. Standart primer onkolojik tedavi gérmeden Once Trametes
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versicolor mantarint 6-9 gr/giin dozunda oral olarak tiiketen meme kanseri hastalarinda
lenfosit sayisinin ve dogal dldiiriicti (natural Killer) aktivitesinin arttig tespit edilmis, bu
mantarin immun sistemi giclendirerek standart kemoterapotik tedaviye yardimci
olabilecegi belirtilmistir (79). PSK, polisakkarit krestin, uzun zamandir Asya’da ve son
zamanlarda bat1 iilkelerinde de kanser tedavisinde immiin sistemi giliclendiren etkileri
nedeniyle kullanilan bir mantar ekstraktidir. PSK’nin oral yoldan aliminin farelerde
meme kanseri gelisimini anlamli 6lgiide inhibe ettigi ve immiin sistemi stimiile ettigi
gosterilmistir (80). Yapilan bir ¢alismada, 349 evre 2/3 kanser hastasinda PSK’nin
konvansiyonel terapi ile kombine etkisi arastirilmis ve MHC smif I negatif hastalarda
PSK immiinokemoterapisinin 3 yil igindeki rekiirans1 % 20 azalttigi gosterilmistir (9).
Trametes versicolor’dan saflastirilan PSK’nin TRAMP-C2 prostat kanseri tagiyan fare
modelinde dosetaksel tarafindan indiiklenen tiimér supresyonunu ve anti-tumor immun
cevabini artirdigr gosterilmistir (6). SKBR3 ve MDA-MB-231 meme kanseri fare
modellerinde ise, PSK’nin oral yoldan aliminin transtuzumab monoklonal antikor
tedavisinin anti-timor etkisini anlamli olarak artirdigi belirtilmekte ve bu etkiyi dogal
Oldiiriicii hiicrelerin aktivasyonunu saglayarak gergeklestirdigi diisiiniilmektedir (10).
PSK’nin insan pankreatik adenokarsinoma hiicreleri tizerinde immun modulator etki ve
gemstabin ile aditif etki gostermektedir (81). Coriolus versicolor’un insanlar tGzerindeki
etkisinin arastirildigi 13 klinik denemenin meta analiz sonuglarina goére, mantarin
ozellikle meme, gastrik ve kolorektal kanser hastalar1 ilizerinde yasamsal faydalar
oldugu ¢ikarimi yapilmistir (82). Bu veriler 1s18inda C. versicolor, kanser tedavisinde
konvansiyonel terapiye yardimci veya bir immunoterap6tik olarak umut verici

gOzukmektedir.
Lentinula edodes (Shiitake mantari)

Lentinula edodes mantarmin anti-tiimoral fonksiyonlart immin stimilator
ozelligi ile baglantilidir. Lentinula edodes misel ekstraktlarindan (LEM) elde edilen
tirozin iligkili protein 2 peptidinin B16 melanoma tagiyan farelere oral yoldan ve as1 yolu
ile kombine uygulanmasi melanoma gelisimini anlamli olarak baskilamistir. LEM anti-

timoral aktivitesini CD8 (+) T hiicre bagiml olarak gerceklestirmekte ve tiimor tagiyan

13



konakta regiilator T hiicre yiizdesini artirmaktadir (83). Kemoterapinin 4. haftasinda
olan 10 kanser hastasinda LEM’in oral yoldan alimmin hastalarin bagisiklik
fonksiyonlarinda artis sagladigi ve hastalarin hayat kalitelerinde iyilesme gozlemlendigi
bildirilmistir (84). Bir gastrik, 7 kolorektal kanser hastasinda LEM’in oral yoldan
aliminin sadece kematerapi goren kontrol grubuna gore kemoterapinin yan etkilerini
azalttig1 gosterilmistir (85). Lentinula edodes’in kolon-26/C-26 hiicreleri singenik fare
modellerinde oral yoldan alimi ile farelerde anti-tiimdr T hiicre cevabinin yenilenmesini
saglamas1 sebebiyle ekstraktin insan kolon kanseri immunoterapisinde kullanim
potansiyelinin bulundugu disiiniilmektedir (86). Bir diger c¢alismada, hastaligin
tekrarinin 6nlenmesi i¢in kemoterapi alan 3 meme kanseri, 2 gastrointestinal kanser, 2
gastrointestinal kanser hastasinda oral yoldan Lentinula edodes aliminin higcbir yan
etkisin olmadig1, sadece kemoterapi alan hastalara gore kemoterapi + Lentinula edodes
alan hastalarin yasam kalitelerinin ve immiin fonksiyonlarinin arttigi belirtilmektedir

(87).

Lentinan 6zellikle bu cinsten elde edilen anti-timdral aktiviteye sahip beta-(1--
3)-D-glukan tirt olup, Japonya’da klinik olarak gastrik kanser tedavisinde 5-
fluorouracil ile kombine olarak kullanilmaktadir. Lentinus edodes’ten elde edilen
lentinan’in oral anti-neoplastik S-1 floroprimidin ile kombine tedavisi OSCC ksenogreft
murin modelinde ve insan OSCC huicrelerinde yiiksek anti-tiimoral aktivite gostermistir
(88). Lentinan’n BNML 16semi miirin modelinde, hastaligin terminal safhasinda
idarubicin ve cytarabine ile kombine edildiginde ortalama yasam siiresini arttirdigi ve
kaseksiyi azalttigi gosterilmistir (15). Lentinan ile kemoterapétiklerin kombine klinik
denemeleri kanser hastalarinda olduk¢a olumlu sonuglar vermistir. 2012 yilinda yapilan
bir arastirmada 50 6zofageal karsinoma hastast ¢alismaya alinmis, kontrol grubunu
olusturacak 25 hastaya 5 giin boyunca 1000 mg/giin tegafur tedavisi, ¢alisma grubunu
olusturan 25 hastaya ise 1000 mg/giin tegafur tedavisi ve 250 ml normal tuz ¢ozeltisi
igerisinde ¢oziinmiis 1 mg lentinan tedavisi uygulanmistir (14).Tedavinin ikinci kirtnde,
calisma grubundaki hastalarda tedaviye daha iyl yanmit alindigr gézlenmis, calisma

grubundaki hastalarin genel durumlari, semptomlart ve immiin yanitlarinda anlaml
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olarak gelisme gozlendigi belirtilmistir (14). Bir baska arastirmada ise 20 gastrik kanser
hastas1 12 hafta boyunca lentinan, S-1 ve paklitaksel tedavisi gormiis, c¢aligma
grubundaki hastalarin yalnizca S-1+ paklitaksel kullanan kontrol grubuna gore yasam
kalitesinde anlamli artis gozlenmistir (89). Bu arastirmalarin sonuglar1 lentinanin
klinikte kemoterapétikler ile kombine kullaniminin hastalar tizerinde herhangi bir toksik
etki gostermeden, yasam kalitesinin ve immiin cevabin artigin1 sagladigi yontindedir.
Yapilan diger klinik denemeler sonucunda SDL’nin (Superfin dispersed lentinan) oral
kullaniminin  karaciger kanseri hastalarinda (n=36) (90) ve pankreatik kanser
hastalarinda (n=29) (16) yasam siiresi tlizerinde anlamli etkisinin bulundugu
gosterilmistir. Kolorektal kanser hastalarinda (n=80) oral yoldan SDL aliminin

kemoterapinin yan etkilerini azalttigit ve hastalarin yasam Kkalitelerinin arttig1

belirtilmektedir (91).
Schizophyllum commune

Schizophyllum commune farkli kanser tiirlerine sahip hastalar iizerinde yasam
stiresini uzatan etkileri bulunmasi nedeniyle dikkat ¢eken bir mantar tiiridiir. Bu
mantardan izole edilen bioaktif bilesenlerin en etkili olanlar1 hidrofobin ve
schizophyllan gibi goriinmektedir. Schizophyllum commune mantarindan elde edilen
hidrofobin SC3 proteininin sarkoma ve melanoma gelistirilmis fare modellerinde
timorlerde kontrole gore mitotoik aktiviteyl baskiladigi (1.6 kat melanoma, 2.3 kat
sarkoma), vital kiitleyi azalttigi (2.3 kat melanoma, 4.3 kat sarkoma) belirtilmekte
kemoterapi ve radyasyon ile kombinasyonunun faydali olabileceginden
bahsedilmektedir (92). Schizophyllan (SCH), Schizophyllum commune’den elde edilen
B-D-glukan tarevi bir molekil olup, ER pozitif meme kanseri olusturulmus fare
modelinde tek dozu 4 haftalik tamoksifen tedavisine esdeger anti-timoral aktivite
gostermistir (93). Evre 3/4 bas ve boyun kanseri hastalarinda SCH kullaniminin bdlgesel
lenf nodlarinda immunolojik aktivite ve tiimor igeren lenf nodlarinda yardimer T hiicre
sayisinin artist sagladigi belirtilmektedir (94). Bu sonuglar farkli kanser tiirlerinde
yapilan diger klinik denemelerin sonuglari ile de korele goziikmektedir. Yapilan diger

klinik denemelerde, SCH adjuvan immunoterapisinin evre 2/3 servikal kanser
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hastalarinda (n=382) rekiirans ve yasam siiresini uzattigi (95), gastrik kanser
hastalarinda (n=234) kemoterapétikler ile SCH kombine tedavisi ile hastalarda daha iyi
prognoz gozlendigi (96) ve ovaryum kanseri hastalarinda (n=24) interferon-alpha/beta
ve SCH adjuvan terapisinin hastalarda anlamli olarak yasam siiresini uzattig
belirtilmektedir (17).

Amanita sp.

Falloidin Amanitaceae ailesinden zehirli bir mantar olan Amanita phalloides’ten
(Oliim melegi mantar1) elde edilen polar, hiicre icine girebilen bir siklik heptapeptittir
(97). Falloidin siki  sekilde aktin filamentlerine baglanarak (Kyg 40 nM)
depolimerizasyona karsi stabilize etmektedir (98-100). Falloidinin (2-4uM, pH 6.1-6.2)
HeLa, JC ve M4A4 hiicre hatlarina traslokasyonu ile 3 saat sonucunda bu hiicre
hatlarinda % 90 oraninda hiicre biiylimesinde inhibisyon meydana gelmektedir (97).
Losemi hastalarinda yapilan 21 aylik amanitin tedavi siirecinde I6kemik hicrelerin
sayis1 10° / uL seviyesinde stabil kalmistir. Losemi iliskili semptomlar ve karaciger

hasarina raslanmamstir (101).

1.3.1. Ganoderma lucidum’un Kanser Tedavisinde Kullanim

Ganoderma lucidum (Reishi, Lingzhi) yiizyillardir Kore, Japonya ve Cin’de
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmis, Basidiomyecetes smifina dahil yenebilen

tibbi bir mantar tiiridar.

G. lucidum biyolojik olarak aktif polisakkaritler, glikoproteinler,
aminopolisakkaritler, proteoglikanlar ve triterpenler gibi bir¢ok alt birimden olugmakta
ve her bir alt birimin anti-kanserojen etkilerinin oldugu giiniimiize degin yapilan bilimsel
calismalar sonucunda kanitlanmistir. G. lucidum’dan elde edilen polisakkaritler, dogal
6ldurucu hicreler, T hucreler, B hucreler ve makrofaj bagimli immiin sistem cevabini

aktive ederek dolayli yoldan onkogenezis ve tiimor metastazini baskilamaktadir (102).

G. lucidum ekstraktlar1 ayn1 zamanda farmakolojik olarak aktif olan ylzden fazla

anti-proliferatif etkili triterpen tirevi icermektedir (103). Ornegin, Ganoderik asit DM,
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MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonunu
ve koloni formasyonunu inhibe etmekte, DNA hasarina, G1 hiicre dongiisii tutulumuna
ve apoptozise yol agmaktadir (104). Ganodermanontriol bir diger G. lucidum triterpeni
olup, HCT-116 ve HT-29 kolon kanseri hicrelerinde kolon kanseri tedavisinde énemli
bir hedef gen olan beta-katenin ve siklin D1’in transkripsiyonel aktivitesini ve protein
ekspresyonunu doz bagimli olarak inhibe etmekte, HT-29 ksenogreft modelinde ise
herhangi bir yan etki gostermeksizin timor biiylimesini baskilamaktadir (105).
Ganoderik asit A ve C’nin ise hiicre transformasyonunda gorevli Ras onkoprotein
aktivasyonunda gerekli bir enzim olan farnesil protein transferaz’i inhibe ettigi
belirtilmistir (106). Ganodermanontriol’un, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
5,8 ve 9.7 uM ICsp) degerlerinde hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilirken (107),
bir bagka ¢alismada MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda trokinaz plazminojen
aktivatoru (uPA)’nin supresyonu ve uPA reseptOri’nln transkripsiyonel inhibisyonu
yolu ile hiicre adhezyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu inhibe ettigi bulunmustur
(108). Ganoderma lucidum’dan saflastirilan triterpen tlrevi GLT’ nin kolon
karsinogenez hayvan modellerinde kolit iliskili kanserden koruyucu 6zellik gosterdigi
belirtilmektedir (109). Yapilan bir baska g¢alismada ise G. lucidum total triterpen
fraksiyonunun anlamli bir toksisite gostermeden serbest radikalleri temizleyerek
vicudun antioksidant savunma sistemini giclendirmesi nedeni ile antioksidant olarak

kullanim potansiyeli oldugu belirtilmektedir (110).

Reishi’nin, OVCAR-3 insan ovaryum kanser hicrelerinde hiicre buytmesini
inhibe ettigi, siklin D1 ekspresyonunda azalmaya sebep olarak hicre donglsunde
tutuluma sebep oldugu ve Nrf2 aracili sinyal yolagi iizerinden SOD, katalaz ve
NAD(P)H:kuinon oksidorediiktaz 1 (NQO1) antioksidanlarini indiikledigi gosterilmistir
(111). Yapilan bir baska arastirmada ise, epitelyal ovaryum hiicre hatlarinda Reishi’nin
doz bagimli olarak hiicre canliligini, koloni formasyonunu, migrasyonu ve sferoid
formasyonunu inhibe ettigi ve bu hicreler Uzerinde cisplatinin etkisini artirdigi
belirtilmektedir (112).
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Bir Reishi bileseni olan ergosta-7,22-diene-2p,3a, 9a-triol’un (EGDT), HL-60
insan promyelositik hicrelerinde DNA fragmentasyonu, kaspaz 3 aktivitesi gibi tipik
apoptotik siiregleri tetikledigi ve Lewis karsinoma modeli olusturulan farede tiimor
boyutunu anlamli olgiide azalttigi gosterilmistir (113). G. lucidum’dan elde edilen
ekstraktlarin kanser spesifik sinyal yolaklarinda etkili oldugu yapilan bilimsel
caligmalarla gosterilmistir. Yiiksek metastaz gosteren kanser tirlerinin bir karakteristik
ozelligi de AP-1 ve NF-kB gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonudur. AP-1 ve
NF-kB inhibisyonu trokinaz tip plazminojen aktivatori (uPA)’nin baskilanmasina neden
olmakta ve sonucta yiksek invazivlik gosteren kanser hiicrelerinde migrasyon inhibe
olmaktadir (114, 115). Ganoderma lucidum ekstraktlar1 yiiksek oranda invaziv olan
meme ve prostat kanserlerinde aktif halde bulunan AP-1 ve NF-kB’i inhibe etmektedir.
Ayrica G. lucidum, meme ve prostat kanserlerinde uPA ve reseptori UPAR’in

ekspresyonunu down regle ederek hiicre motilitesini inhibe etmektedir (116).

Yapilan diger arastirmalarla bu ekstraktlarin, P21/WAF-1 yolagina etki ederek
meme kanseri hiicrelerinde hiicre dongisiiniin G1 sathasinda tutuluma yol agtig1 (117),
hepatoma hucrelerinde Bax ekspresyonunu artirarak apoptozisi tetikledigi ve protein
kinaz C’yi hedefleyerek G2 evresinde tutuluma sebep oldugu gosterilmistir (118). Ling
Zhi-8, Ganoderma lucidum mantarinin misellerinden izole edilen ve klonlanan
(rekombinant LZ-8) imminomodulatér ve anti-tumor 6zellikli bir protein olup A549
insan akciger kanseri hiicrelerinde p53 bagimli G1 tutulumuna yol actig1 belirtilmekte,
rLZ-8’in yabanil tip p53°e sahip ve MDM2 proteinini ylksek oranda eksprese eden
kanser tiplerinde etkili olabilecegi savunulmaktadir (119) . Lz-8 proteininin rekombinant
uretimi ile elde edilen rLz-8, SGC-7901 insan gastrik kanser hiicre hattinda kaspaz
aktivasyonundan bagimsiz olarak endoplazmik retikulum stres aracili otofajik hiicre

6limuna tetiklemektedir (120).

Reishi, tumor buylmesi Uzerindeki etkilerini protein sentezini baskilayarak,
yasamsal ve translasyonda gorev alan bazi proliferatif sinyal yolaklarim etkileyerek de
gerceklestirmektedir. Reishi mantarindan elde edilen ekstraktlarin, inflamatuar meme

kanseri IBC SUM-149 hiicre hattinda (EGF +, agresif fenotipe sahip meme kanseri
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hicreleri) erken donemde mTOR downstream effektorlerinin ekspresyonunda azalmaya
yol a¢tig1 belirtilmektedir (121). Immiin yetmezligi olan farelere Reishi ekstraktlar: ile
IBC SUM-149 hiicrelerinin ko-injeksiyonu tomoér hacmini ve agirligini %50 oraninda
distirmistir (121). G. lucidum etanol ekstraktlart AGS insan gastrik karsinoma
hicrelerinde apoptozu, AKT sinyal yolagmin inaktivasyonu ile iligkili olarak 6lim
reseptori aracili ekstrinsik ve mitokondri aracili intrinsik kaspaz yolaklarinin
aktivasyonu ile tetiklemektedir (122). Triterpen ekstraktlarnin HT-29 kolon kanseri
hlcreleri ve ksenogreft kolon kanseri modelinde GO/G1 hcre tutulumuyla birlikte tip 11-
otofaji’yi tetikledigi gosterilmistir (123). Ganoderik asit T HCT-116 kolon karsinoma
hiicre hattinda ve yiiksek metastatik Ozellik gosteren 95-D insan akciger kanser
hlcrelerinde proliferasyonu, adhezyonu ve migrasyonu inhibe etmektedir (124). Yapilan
in vivo calismalar, Ganoderik asit T’ nin hayvan ve Lewis akciger karsinoma
modellerinde tiimor biiylimesini suprese ettigi ve invazyon ve metastazi baskiladigini
gostermektedir (124) . Ganoderma lucidum Faz I/Il ¢alismalarina baslanmig spesifik
biyoaktif molekiiller igermektedir. 2003 yilinda yapilan bir arastirmada, Ganoderma
lucium’dan saflagtirilan Ganopoly adli ticari {lirlintin (polisakkarit ekstrakti) 12 hafta
boyunca ileri seviye kanser hastalarinda giinde ii¢ defa 1800 mg kullaniminin hastalarda

immun cevabin anlamli olarak artirdigi gézlenmistir (125).

Bu arastirmalar Ganoderma lucidum total ekstratlarinin veya alt bilesiklerinin
kanser tedavisinde ve kanserden korunmada faydali olabilecegini gostermektedir.
Ganoderma lucidum’un anti-timoral etki yolaklart ile giiniimiizde yaygin olarak
kullanilan etkinligi kanitlanmis kanser terapdtiklerinin etki yolaklar karsilagtirildiginda

sinerjik etki gosterebilecegi goriilmektedir.

Bugiine degin Ganoderma lucidum’un giiniimiizde farkli tiplerdeki kanser
tedavilerinde yaygin olarak kullanilan doksorubisin ve tamoksifen ile sinerjik etkilesimi
arastirilmamistir. Bu ¢alismada Ganoderma lucidum ekstraktinin tamoksifen ve
doksorubisin kanser terapdtikleri ile kombinasyonunun meme kanseri hiicre hatlarinda

sinerjik etkilesimi arastirilacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Ganoderma lucidum ekstraktlarinin hazirlanmasi

Bu c¢alismada anti-kanser Ozellikleri incelenen bir tibbi mantar tiirii olan
Ganoderma lucidum makro-mantarmin basidiokarp formu Ege Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Biyomiihendislik Boliimii'nde bulunan mantar iiretim laboratuvarmin
altyapisindan yararlanilarak ftretildi. Ganoderma lucidum mantar ekstraktlar1 Ege
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Eczacilik Meslek Bilimleri Bélimii Farmakognozi Ana
Bilim Dalinda hazirlandi. Bunun igin, Ganoderma lucidum oOrnekleri kurutuldu ve toz
haline getirildi. Su ekstraktlar1 % 2 infuzyon ile, etanol:su (1:1), etanol, metanol, dietil
eter, etil asetat ekstraktlar1 ise solvent/makrofungi oran1 15/1 olacak sekilde maserasyon
ile elde edildi. Elde edilen tim ekstraktlar 0,45 pm’lik filtreler ile filtrelendi.
Ekstraksiyon solventleri ugurularak jel benzeri yapiya sahip mantar ekstratlar1 elde
edildi. Elde edilen ekstraktlar liyofilize edilerek iiriin verim tayini i¢in tartildi. Yiizde

urtin verimi kuru agirhiga gore asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

Urain verimi (%): (Solvent ucurulduktan sonra ekstraktin agirhigy/ G. lucidum toz

agwrligy) x100.

Liyofilize halde alinan G. lucidum ekstraktlar1 (Metanol, Etanol, Metanol-Su,
Etanol-Su, Eter, Su, Etil asetat ekstraktlar1) tartilarak konsantrasyonlar1 1g/ ml olacak
sekilde DMSO igerisinde ¢oziindiiriildii. Stok ekstrakt ¢ozeltileri -80 °C’de saklandi.
Stok ekstrakt ¢ozeltilerinden deneylerde kullanilacak ikinci bir stok son konsantrasyonu
1 mg/ 0.9 ml olacak sekilde serumsuz RPMI ile hazirland1. Ikinci stoklar 0.02 um’lik
filtreler ile steril Falkon tiipler igerisine filtrelendi. Filtrelemenin ardindan ¢6zeltiye %
10 oraninda fotal sigir serumu (FBS) eklendi. Ikinci stok ekstrakt ¢ozeltileri - 80 °C’de
saklandi. Deneylerde kullanilan ekstrakt ¢ozeltileri bu ikinci stok ekstrakt ¢ozeltilerinin

biiyiime ortamu ile seyreltilmesi ile elde edildi.
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2.1.1. Preliminer Fitokimyasal Tarama

Canlilik denemelerinde en etkili bulunan G. lucidum ekstrakti i¢in preliminer
fitokimyasal igerik taramasi Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Eczacilik Meslek
Bilimleri Boliimii Farmakognozi Ana Bilim Dali’nda Trease ve Evans ile Harborne

tarafindan tanimlanmis standart prosediir kullanilarak gergeklestirildi (126, 127).

2.2. Hucre Kiltdru

Bu ¢alisgmada Ganoderma lucidum tibbi mantariin anti-karsinojenik etkileri ve
kemoterapotikler ile sinerjistik etkilesimleri in vitro meme kanseri modellerinde (MCF-7
ve MDA-MB-231) arastirilmistir. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan gere¢ ve yontemler

asagida anlatilmistir.

2.2.1. Hucre Kalturt Geregleri

> Hiicre Hatlar

= MCF-7 : Meme adenokarsinom, aderan, ER(+) PR(+) Her2 (-)
= MDA-MB-231 : Meme adenokarsinom, aderan, ER (-) PR (-) Her2 (-)

» Hiicre Kiiltiiriinde kullanilan kimyasal malzemeler
= Bakir (II) siilfat penta hidrat (CuSO4¢5H,0) (Sigma)

= FBS-fetal bovine serum (Lonza)

= Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS) (Lonza)

= P/S-Penisilin/Streptomisin (Lonza)

= RPMI (Lonza)

=  TripsinEDTA (Lonza)
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2.2.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cihazlar

» Isitic1 (Stuart Orbital Karistirici)

» [nkiibator (Thermo Forma Series II ve Thermo Steri-Cycle)

= Laminar Flow Kabin (Thermo MSC.12 ve Thermo MSC.Advantage)
= Mikroskop (Olympus 1X71)

» Sogutmali Santriftj (Eppendorf 5810R)

2.2.3. Hicre Kiltard Protokolleri

2.2.3.1. Hucre Biiyiime Ortaminin Hazirlanmasi

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinin biiylime ortamlar1 500
ml RPMI icerisine %10 FBS (50 ml) , %1 Penisilin/Streptomisin (5 ml) eklenerek
hazirlandi.

Deneylerde kullanilan serumsuz RPMI, 500 ml RPMI igerisine %1

Penisilin/Streptomisin (5 ml) eklenerek hazirlandi.

2.2.3.2.  Hucre Dondurma (Saklama) Ortaminin Hazirlanmasi
Hiicreleri dondururken kullanilan ortam % 45 FBS, % 45 Biiylime Ortami, % 10
DMSO ile hazirlandi. Taze olarak hazirlanmis ve buz igerisinde sogutularak
kullanilmastir.

2.2.3.3. Inkiibatér Ortaminin hazirlanmasi

Hiicreler 25 ve 75 cm?lik kapaklar filtreli flasklarda biiyiime ortamu igerisinde
blydtuldd. Hucreler 37 °C’de , % 5 kismi CO; basinci ve % 95 nem igeren inkiibatorde
kiiltiire edildi. Inkiibatdriin nem igerigi inkiibatoriin tabanma %0.1°lik Bakir (II) Siilfat
penta hidrat (CuSO4+5H,0) ¢Ozeltisi konularak saglandi. Bakir (II) siilfat ¢ozeltisinden
buharlasan su ultra saf su ile tamamlanarak inkiibator igerisindeki nem idamesi saglandi.

2.2.3.4. Hucrelerin Rutin Kontroli

Hiicreler hem ¢iplak gozle hem de mikroskopla giinliik kontrol edildi. Ciplak g6z

ile hiicre biiylime ortaminin rengi ve berrakligi kontrol edildi. Berrakligin1 kaybeden
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bliyime ortaminda bulunan hiicreler kontaminasyon riskine karsi Onlem olarak
mikroskopta kontrol edildikten sonra atildi. Rengi sararan biiyiime ortaminda bulunan
hiicreler mikroskopta kontrol edildikten sonra eger yogunluklar1 %80’in iizerinde ise
deneylerde kullanilmayacak ise seyreltilerek pasajlandi veya dondurularak saklandi.
Deneylerde kullanilacak hiicreler toplanip sayilarak deney protokoliine uygun sayida
flasklara ekildi.
» Hiicre Ortamimin Degistirilmesi:

Flask icerisindeki eski ortam her 3 glinde bir uzaklastirilarak taze blylme

ortamindan 25 cm” flask igin 3 ml, 75 cm? flask igin 7 ml flaska ilave edildi.
» Hiicrelerin Toplanmasi:

Flaskin i¢indeki ortam uzaklastirilarak flask icerisindeki aderan hiicreler 6nceden
37 °C’ye 1sit1lmis olan steril PBS ile veya serumsuz RPMI ile yikanarak yikama ortami
dokiilerek uzaklastirildi. Akis sitometri yonteminde kullanilacak hiicreler igin flask
igerisindeki ortam ve yikama soliisyonu atilmayip toplandi. Yikama agsamasinin ardindan
flaska dnceden 37 °C’ye 1sitilms olan Tripsin-EDTA eklendi (25 cm? flask icin 2 ml, 75
cm? flask icin 4 ml). Flasklar tripsin aktivasyonu icin 5 dakika inkibatorde inkiibe
edildi. Ardindan siispanse hale gelen hiicreler serumlu RPMI ile toplanarak 15 ml’lik
Falcon tiiplere aktarildi. Falcon tiipler 1200 rpm’de 5 dakika santrifiyj edildi. Supernatant
kabin icerisinde uzaklastirildiktan sonra tiip icerisinde kalan hiicre pelleti taze biiyiime
ortamu ile siispanse edildi. Siispanse edilen hiicreler deneylerde kullanilmak {izere veya
hiicrelerin idamesi i¢in pasajlandi.

2.2.3.5. Pasajlama

Toplanip siispanse edilen hiicreler, hiicrelerin idamesi igin pasajlanacak ise % 80
yogunluktaki flasktan elde edilen hiicreler 1/5 oraninda seyreltilerek yeni flaska ekildi.
Ekim sonrasi yeni pasajlara taze biiyime ortami eklendi. Eger hiicreler deneylerde
kullanilacak ise ekimden Once silispansiyondaki hiicreler sayildi. Deney protokoliine
uygun miktarda hiicre yeni flaska ekildi ve uygun miktarda biliylime ortami flaska

eklendi.
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2.2.3.6. Hiicre Saymim

Toplanip siispanse edilen hiicrelerden =10’ar pl Neubauer laminin her iki
tarafina yiiklendi. Lamin {ist ve alt taraflarindaki (her biri 16 kii¢iik kareden olusan) 4
kare (toplam 8 kare) sayildi. Sayim degerlerinin ortalamasi alindi. Mililitre basina diisen
hiicre sayis1 asagidaki formiile gére hesaplandi.

Mililitredeki hiicre sayis1 = Ortalama hiicre sayis1 x seyreltme faktori* x 10
*Tripan mavisinin orani 1:1 oldugundan bu deger 2’dir.

Sayilan hiicreler denemelerde kullanilma amaciyla 96 kuyucuklu plaklara
(10x10° hiicre/kuyucuk) ya da 25 cm? flasklara (20 x 10* hiicre/flask) ekildi. 96
kuyucuklu flasklarda toplam hacim 100 pl, 25 cm? flasklarda toplam hacim 3 ml
biliylime ortamidir.

2.2.3.7. Hiicrelerin Dondurulmasi

Toplanan hiicreler taze hazirlanmis ve buz igerisinde bekletilen dondurma ortami
ile stspanse edilerek “cryo” tiplere 1’er ml dagitildi. Tipler -20 °C’de 3 saat
bekletildikten sonra -80 ° C’de saklandi.

2.2.3.8.  Hucrelerin Cozulmesi

-80 °C’den alinan dondurulmus hiicreler kabin icerisinde 6nceden 37 °C’ye
1sitilmig olan biiylime ortamu ile pipetlenerek hizli bir sekilde ¢ozdiiriildii ve Falkon tup
igerisindeki taze biiyiime ortami igerisinde siispanse edildi. Falkon tiip igerisindeki
stispansiyon 1200 rpm’de 5 dakika santrifuj edildi. DMSO iceren supernatant dokulerek

uzaklastirildi. Hiicre pelleti biiylime ortamu ile siispanse edilerek 25 cm?’lik flaska ekildi.

2.3.  WST-8 ile Canhilik Tayini YOontemi

Al farkli Ganoderma lucidum ekstraktinin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hatlarinda hiicre canliligi {iizerine etkileri WST-8 metodu kullanilarak

gerceklestirildi.
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2.3.1. Canhhlik Tayini Gerecleri

= Dimetil Stlfoksit (DMSO) (Sigma)
= WST-8 Reaktifi (Sigma)

2.3.2. Canlilik Tayininde Kullanilan Cihazlar
= Orbital Karistiric1 (STUART S1500)
= Spektrofotometre (Thermo Multiskan-ex)

2.3.3. Canhlik Tayini Protokolii

Hicreler % 80 yogunluga ulastiktan sonra toplandi, taze biiylime ortami
icerisinde siispanse edildi ve sayildi. Hiicre siispansiyonu konsantrasyonu 20 x 10°
hicre/ml olacak sekilde taze biiylime ortamu ile seyreltildi. 96 kuyucuklu plaklara her bir
kuyucuga 50 pl olacak sekilde (10* hiicre/kuyucuk) hiicre siispansiyonu dagitildi. 6 adet
kuyucuga kor olarak kullanilmasi ig¢in sadece 50 pl biylme ortami eklendi. 96
kuyucuklu plaklar hiicrelerin plak yiizeyine yapismasi ig¢in 1 glin inkube edildi. Bir gilin
sonra hiicrelerin sagligi mikroskop altinda kontrol edildi, hiicreler saglikli ise deneye

devam edildi.

Stok konsantrasyonlar1 1g/ml olan DMSO icerisinde ¢oziinmiis alti farklt
Ganoderma lucidum ekstraktinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda hiicre
canlilig1 tizerine olan etkileri arastirildi. Bunun ic¢in her bir ekstraktin stok c¢ozeltileri
biiylime ortamu ile seyreltilerek son konsantrasyonlar1 2-20-200 ng/ml, 2-20-200 pg/ml
olacak sekilde 6 farkli doz hazirlandi.

Tamoksifen DMSO igerisinde stok soliisyonu 2 mM olacak sekilde ¢ozdiiriildii.
Doksorubisin serumsuz RPMI igerisinde stok soliisyonu 2 mM olacak sekilde
¢cozduruldu. MCF-7 hiicre hattinda tamoksifen ve doksorubisin’in, MDA-MB-231 hiicre
hattinda ise sadece doksorubisin’in hiicre canlilig1 ilizerine olan etkileri incelendi.

Kemoterapdtiklerin  dozlart G. lucidum ekstraktlarinda oldugu gibi hazirland.
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Tamoksifen igin DMSO kontrol grubu kullanilirken doksorubisin RPMI igerisinde

¢oOziindiigl i¢in sadece genel kontrol grubu kullanild:.

Hazirlanan her bir dozdan kuyucuklara 50 pl eklendi. Boylelikle bir giin 6nce
kuyucuklara hucreler ile eklenen 50 pl  buylime ortami ile 1:1 oraninda seyrelen
dozlarin son konsantrasyonlart 1-10-100 ng/ml, 1-10-100 pg/ml olmus oldu. Her bir doz
alt1 tekrarli calisildi. Her bir doz konsantrasyonunun igerdigi DMSO miktar1 kadar
DMSO igeren dort tekrarli kontrol gruplari olusturuldu. Alt1 hiicre igeren kuyucuga
sadece 50pl Dbiiyiime ortami eklendi ve genel kontrol grubu (islem uygulanmamis
kontrol grubu) olarak kullanildi. Kor olarak kullanilan bir giin dnce sadece SOl
biiylime ortami eklenmis kuyucuklara 50 pl biiylime ortami eklenerek son hacim diger

kuyucuklarda oldugu gibi 100 pl *ye tamamlandi.

Her bir ekstrakt ve kemoterap6tik i¢in ti¢ farkli zaman noktasinda (24, 48 ve 72
sa.) Olciim yapabilmek icin 3 farkli plak hazirlandi. Inkiibasyon sonrasinda her bir
kuyucuga 10 pul WST-8 reaktifi eklendi. Plaklar orbital karistiricida 37 °C’de, 50 rpm’de
30 dakika inkiibe edildi. Kuyucuklarda meydana gelen turuncu renk degisimi
gozlendiginde, plaklar 560 nm eksitasyon /590 nm emisyon filtre seti kullanilarak
spektrofotometrik olarak okundu. 30 dakika inkiibasyon ardindan genel kontrol
grubunun absorbansi ortalama 0.6 degerine ulasmayan plaklar 5’er dakika araliklarla
inkiibe edilmeye devam edilerek bu araliklarda absorbans degerleri kontrol edildi.
Plaklardan elde edilen absorbans degerleri Microsoft Excel yaziliminda analiz edilerek

canlilik grafikleri olusturuldu.

2.4. Akis Sitometrik Yontemler

Hiicreler % 80 yogunluga eristikten sonra topland: ve sayildi. 25 cm? lik flasklara
20 x 10* hiicre 3 ml taze biiyiime ortami igerisinde ekildi. Bir giin hiicrelerin flask
yiizeyine yapigmasi i¢in beklendi. Ertesi giin mikroskop altinda hiicre canliliklar1 ve
yogunluklar1 kontrol edildi.  Saglikli olduklar1 gozlenen hiicreler akis sitometri

calismalarinda kullanildi.
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2.4.1. Akis Sitometri Yontemlerinde Kullanilan Gerecler

Apoptoz tayini

= Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD)
= PBS

Hiicre Yasam Dongiisiindeki Degisiklikler

= Cycletest Plus Kit (BD)

2.4.2. Akis Sitometri Yontemlerinde Kullanilan Cihazlar

» Facs ARIA II Akis Sitometre (BD)
» Inkiibatér (Thermo Forma Series II ve Thermo Steri-Cycle)
= Laminar Flow Kabin (Thermo/MSC.12 ve Thermo MSC.Advantage)

2.4.3. Akis Sitometri ile Apoptoz Tayini

Genel kontrol grubu, DMSO kontrol grubu ve Ganoderma lucidum ekstrakti ile
muamale edilmis 6rnek grubu olmak tizere 3 grup olusturuldu. Hiicreler apoptoz tayini
icin ekildikten bir gun sonra flasklardaki blyime ortamlari dokiilerek uzaklastirildi.
Genel kontrol grubuna sadece taze biiyiime ortami eklendi. Ornek grubuna Ganoderma
lucidum ekstraktinin IC(sg) dozu ile muamele edildi. DMSO kontrol grubuna 6rnek
grubunun igerdigi miktarda DMSO ile muamele edildi (Flasklar icerisindeki son volim
3 ml’dir). Flasklar 48 saat inkiibe edildikten sonra hiicreler toplandi. Elde edilen hiicre
pelleti PBS ile iki kez yikandi. Hiicre pelleti kit igerisindeki baglama tamponundan
(binding buffer 1x) 500 pl ile suspanse edildi. Stispansiyondan 100 pl alinarak iizerine
5 pl FITC ile isaretlenmis Annexin-V ve 5 pl propidyum iyodir ¢ozeltisi ilave edilerek
diisiik seviyede 5 saniye vortekslendi. Hiicrelerin boyanmast igin tiipler oda sicakliginda
15 dakika karanlikta bekletildi. Ardindan Ornekler tiizerine 400 pl  baglama
tamponundan eklenerek akis sitometride analiz gergeklestirildi. Her bir analiz i¢in 20000

hiicre kullanildi.
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2.4.4. Akis sitometri ile Hiicre Yasam Dongiisii Tayini Protokol(

Genel kontrol grubu, DMSO kontrol grubu ve Ganoderma lucidum ekstrakti ile
muamale edilmis 6rnek grubu olmak iizere 3 grup olusturuldu. Hiicreler hiicre yasam
dongusu tayini icin ekildikten bir gun sonra flasklardaki biyime ortamlar1 dokiilerek
uzaklagtirildi. Hiicrelerin yagam dongiilerinin senkronizasyonu icin flasklar igerisine
serumsuz RPMI eklenerek bir gin inklbe edildi. Ertesi giin serumsuz ortam dokilerek
uzaklastirildi. Genel kontrol grubuna sadece taze biiyiime ortami eklendi. Ornek grubuna
Ganoderma lucidum ekstraktinin ICsq) dozu ile muamele edildi. DMSO kontrol grubuna
ornek grubunun icerdigi miktarda DMSO ile muamele edildi (Flasklar igerisindeki son
voliim 3 ml’dir). Flasklar 48 saat inkiibe edildikten sonra hiicreler toplandi. Elde edilen
hiicre pelleti PBS ile iki kez yikandi. Hiicre pelletleri kitin icerigindeki A soliisyonundan
250 pl ile stispanse edildi. Siispansiyon 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Inkiibasyonun ardindan siispansiyona kit icerigindeki B soliisyonundan 200 pl eklendi
ve nazikce pipetlendi. 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Ardindan 200 pl kit
icerigindeki +4 °C’de saklanan solusyon C eklendi ve nazikce pipetlendi. Stspansiyon
karanlikta +4 °C’de 15 dakika bekletildi. Ardindan 6rnekler nazik¢e vortekslenerek akig

sitometride analiz edildi. Her bir analiz i¢in 20000 hiicre kullanilda.

2.5.  Migrasyon ve invazyon Analizi

Hiicreler % 80 yogunluga eristikten sonra topland: ve sayildi. 25 cm? lik flasklara
20 x 10* hiicre 3 ml taze biiyiime ortami icerisinde ekildi. Bir giin hiicrelerin flask
yiizeyine yapismasi i¢in beklendi. Ertesi giin mikroskop altinda hiicre canliliklar1 ve
yogunluklar1 kontrol edildi. Saglikli olduklar1 gézlenen hiicreler migrasyon ve invazyon

analizi caligmalarinda kullanildi.

2.5.1. Migrasyon ve Invazyon Analizinde Kullanilan Geregler

= 24-Well Cell Migration and Invasion Assay Combo Kit (CytoSelect)
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2.5.2. Migrasyon ve Invazyon Analizinde Kullanilan Cihazlar

= Spektrofotometre (Thermo Multiskan-ex)
= Orbital Karistirict (STUART S1500)

2.5.3. Migrasyon ve Invazyon Analizi Protokolii

Ganoderma lucidum ekstrakti IC(sp) dozu ve esit oranda DMSO ile muamele
edilecek 2 grup hiicre olusturuldu. Hiicreler migrasyon ve invazyon analizi i¢in
ekildikten bir giin sonra flasklardaki biiyiime ortami dokiilerek uzaklastirildi. Hiicreler
serumsuz RPMI igerisinde bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler
toplanarak serumsuz RPMI icerisinde 0.1 x 10° hiicre/ml konsantrasyonunda siispanse
edildi. Ganoderma lucidum ekstrakti ve DMSO direkt olarak hiicre siispansiyonuna
eklendi ve pipetlendi. Migrasyon ve invazyon analizi i¢in alt kism1 farkli membranlar ile
kapli i¢ kuyucuklar kullanildi. 24 kuyucuklu plakta kuyucuklara 500 pl serumlu
biiylime ortami eklendi. Hiicre siispansiyonlarindan 300 pl alinarak migrasyon ve
invazyon i¢ kuyucuklarina eklendi. Plaklar hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan plaklardaki i¢ kuyucuklar icerisindeki ortam pipet ile
cekilerek uzaklastirildi. I¢ kuyucuklar icerisindeki gé¢ etmeyen hiicreler ucu steril su ile
1slatilmig steril pamuklu gubuklar ile silinerek uzaklastirildi. I¢ kuyucuklar igerisinde
400 pl hicre boyama sollsyonu (cell stain solution) bulunan temiz kuyucuklara
aktarildi ve 10 dak. oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan boyanmis i¢
kuyucuklar su ile yikanarak fazla boya uzaklastirildi. I¢ kuyucuklar ardindan oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Her bir i¢ kuyucuk temiz bir kuyucuga aktarildi.
Kuyucuklara 200 pl ¢ikarma tamponu (extraction buffer) eklendi ve 10 dakika orbital
karistiricida oda sicakliginda 30 rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan her bir
kuyucuktan i¢ kuyucuklar uzaklastirildi. Kuyucuklar igerisindeki orneklerden 100 pl
alinarak 96 kuyucuklu plaklara aktarildi. Orneklerin absorbanst 560 nm’de
spektrofotometrik olarak Olgllerek kaydedildi. Her bir ornek 3 tekrarli galisildi.
Absorbans degerleri Microsoft Excel yazilimi ile degerlendirilerek grafikleri ¢izildi.
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2.6. Ilac Kombinasyon Analizleri

2.6.1. Ila¢ Kombinasyon Analizinde Kullanilan Gerecler

= Cell Counting Kit 8 (Sigma)
= Doksorubisin hidroklorid (Sigma)
= Tamoksifen sitrat (Sigma)

2.6.2. Ila¢ Kombinasyon Analizinde Kullanilan Cihazlar

= Orbital Karistiric1 (STUART S1500)
= Spektrofotometre (Thermo Multiskan-ex)

2.6.3. Ila¢ Kombinasyon Analizi Protokolii

Hiicreler toplanarak sayildi. Hiicre siispansiyonu konsantrasyonu 20 x 10*
hicre/ml olacak sekilde taze biiyiime ortami ile seyreltildi. Hazirlanan hiicre
siispansiyonu 96 kuyucuklu plaklara her bir kuyucuga 50 pl olacak sekilde dagitildi.
Plaklar hiicre kilttrt inkubatorinde 24 saat inkiibe edildi.

G. lucidum ekstraktinin iki farkli meme kanseri hiicre hattindaki IC sy dozunun 4
kat1 ayr1 ayr1 hazirlandi. Bu dozlardan biiylime ortami kullanilarak 1/2 oraninda ardigik
seyreltme ile 5’er doz hazirlandi. Benzer sekilde tamoksifen ve doksorubisin igin de

IC(s0) dozlarinin 4 katindan ardisik seyreltme ile 5’er doz hazirlandu.

96 kuyucuklu plaklara yatay ekzende sagdan sola dogru 6 siitun boyunca G.
lucidum ekstraktinin dozlar1 her bir kuyucuga 25 ul olacak sekilde dagitild. ilk siituna
25 pl biiyiime ortami eklendi (G.lucidum ekstrakti doz: 0 pg/ml).

96 kuyucuklu plaklara dikey eksende asagidan yukariya dogru 6 sira boyunca
kemoterapotik dozlari her bir kuyucuga 25 pl olacak sekilde dagitildi. En asagidaki ilk
siraya 25 pl buyime ortami eklendi (Kemoterapotik doz: 0 puM).

Her bir kombinasyon 5 tekrarli ¢alisildi (Her bir ila¢ kombinasyonu i¢in 5 farkli

plak hazirlandi). Boylelikle genel kontrol grubunun canlilig: iizerinde ilaglarin tekil ve
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25 farkli doz kombinasyonunun etkilerinin istatistiksel analizi igin gerekli

kombinasyonlar gergeklestirilmis oldu.

Plaklar hiicre kultiri inkubatoriinde 48 saat inkube edildikten sonra her bir
kuyucuga 10 ul WST-8 reaktifi eklenerek plaklar orbital karistiricidda 37 °C’de, 50
rpm’de 30 dakika inkiibe edildi. Kuyucuklarda meydana gelen turuncu renk degisimi
gozlendiginde, plaklar 560 nm eksitasyon /590 nm emisyon filtre seti kullanilarak
spektrofotometrik olarak okundu. 30 dakika inkiibasyon ardindan genel kontrol
grubunun absorbansi ortalama 0.6 degerine ulagsmayan plaklar 5’er dakika araliklarla
inkiibe edilmeye devam edilerek bu araliklarda absorbans degerleri kontrol edildi.
Plaklardan elde edilen absorbans degerlerinden Microsoft Excel yaziliminda yuzde
canlilik verileri hesaplandi. Bu veriler MacSynergy 1l ve CalcuSYN (Biosoft, Ferguson,
MO, USA) yazilimlar1 kullanilarak ila¢ kombinasyonlarinin sinerjstik etkilesimleri

belirlendi.

2.6.3.1.  CalcuSyn ile ilac Kombinasyon Analizi

MS Excel’de hesaplanan tekil ilaglarin ve kombinasyonlarin dozlar1 ve ylizde
canlilik {izerine etkileri CalcuSyn Programina girildi. Ilaglarin tekil doz yanit1 egrileri ve
kombinasyon ila¢g yanit1 egrileri Chou ve Talalay’in medyan etki prensibine gore
hazirlandi. Bu verilerden kombinasyon index- etkilenen fraksiyon (combination index-
fraction affected, Cl-Fa) grafikleri ¢izildi. Kombinasyon indeks (Cl) degerleri asagidaki

gibi yorumlandi:

= CI<0,9: Sinerjizm,
= 0,9 <Cl<1,1: Aditif Etki,
= CI>1,1: Antagonizm.

2.6.3.2.  MAcSynergy Il ile Ila¢ Kombinasyon Analizi

Dort plaktan elde edilen canlilik verileri Microsoft Excel’de degerlendirilerek

yiizde canlilik degerleri elde edildi. Plak diizeni ve her bir tekil ilag ve kombinasyon
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dozuna karsilik gelen etki programa tanitildi. Program ile ii¢ boyutlu doz cevap egrileri
cizildi. Tahmini aditif etkilesimler tekil ilaglarin doz cevap egrileri baz alinarak
olusturuldu. Hesaplanan aditif ylizey deneysel olarak elde edilen doz cevap yiizeyinden
¢ikarildi. Olusturulan {i¢ boyutlu grafikte tahmini aditif yilizey y diizleminde 0 degerini
ifade etmektedir. Bu yiizeyin lizerinde kalan piklerin karsilik geldigi dozlar sinerjistik,
alinda kalan piklere karsilik gelen doz kombinasyonlar1 antagonistik olarak
degerlendirildi. Doz-cevap verileri % 95 giiven araliginda degerlendirilerek ii¢ boyutlu

grafik cizilmistir.

2.5. istatistiksel Analiz

Tim istatistiksel analizler GraphPad Prism 5 yazilimi kullanilarak
gerceklestirildi. Canlilik tayininde her bir dozun DMSO uygulanmis kontroliine gore
yiizde canlilik inhibisyonu Microsoft Excel’de hesaplandi. Uygulama yapilmamis
hiicrelere gore ekstrakt uygulanmis hiicre gruplarindaki canlilik inhibisyonundaki
istatistiksel anlamlilik post test ile birlikte tek yonli ANOVA testi kullanilarak
degerlendirildi. Apoptoz, hiicre dongusi, migrasyon ve invazyon tayinlerinde
istatistiksel anlamlilik t testi ile belirlendi. Tim grafikler Microsoft Excel yazilimi ile
cizildi. Test sonuglart degerlendirilirken 0.05’in altindaki p degerleri anlamli kabul
edildi (p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (**%*)).
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3. BULGULAR

3.1. Canhlik Tayini Sonuc¢lari

Ganoderma lucidum makro-mantarindan elde edilen alti ekstraktin MCF7
Ostrojen reseptor pozitif meme kanseri hiicre hatt1 ile MDA-MB-231 c¢ll negatif meme
kanseri hicre hattinda canlilik inhibisyonu iizerine etkileri WST-8 [2-(2-metoksil-4-
nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum,monosodyum tuzu])
reaktifi kullanilarak degerlendirilmistir. Bunun icin Cell Counting Kit 8 (Sigma) ticari

kiti kullanilmastir.

3.1.1. Ganoderma lucidum Ekstratlarimin MCF-7 Hiicre Hattinda Hiicre
Canlihg1 Uzerine Etkileri

Ganoderma lucidum ekstratlarinin MCF-7 6strojen pozitif meme kanseri hiicre
hattinda hiicre canlilig1 iizerine etkilerinin degerlendirilmesi igin alt1 farkli G. lucidum
ekstraktinin her birinden ardisik seyreltme ile alt1 doz hazirlandi. Her bir dozun igerdigi
DMSO miktar1 kadar DMSO igeren alti kontrol dozu hazirlandi. DMSO kontrol
dozlarimin hiicre canlilig1 iizerine etkilerinin belirlenmesi i¢in uygulama yapilmamis
hicre grubu “non-treated” kullanildi. G. lucidum dozlar1 ve genel kontrol alt1 tekrarli,
DMSO kontrol dozlar1 dért tekrarli ¢alisildi. Igerisinde sadece biiyiime ortami bulunan
alt1 kuyucuk kor olarak kullanildi. Her bir ekstraktin ii¢ farkli zaman noktasinda (24, 48

ve 72 saat) hiicre canlilif1 iizerine etkileri belirlendi.

Tipik olarak G. lucidum ekstraktlar1 canlilik tizerine etkilerini 10-100 ug/ ml doz
araliginda gosterdi. MCF-7 hucreleri G. lucidum ekstraktlar1 ile 24 saat inkiibe
edildikten sonra 100 pg/ ml dozunda eter ekstraktinin hiicre canliligi {izerinde bir etkisi
g6zlenmezken (% 1.6 canlilik inhibisyonu), etil asetat, etanol ve etanol-su ekstraktlarinin
siras1 ile % 12, % 13 ve % 13 oraninda canlilik inhibisyonuna yol actig1 belirlendi.
Bunlara karsin, 24 saat inkiibasyonun ardindan en yiiksek dozda metanol ve su
ekstraktlarimin MCF-7 hiicre canliligini sirast ile % 7 ve % 49 oraninda artirdigi

belirlendi.
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MCF-7 hicrelerinin G. lucidum ekstraktlari ile 48 saat inkiibasyonunun ardindan
yapilan analizde en yiiksek dozda eter ekstrakti hiicre canliligin1 % 50 oraninda inhibe

ederken, metanol, etil asetat, etanol ve su ekstraktlari sirasi ile hiicre canliligimi % 45, %

32, % 26 ve % 35 oraninda inhibe etti.

72 saatin sonunda yapilan canlilik analizi sonucunda eter ekstrakti % 61, metanol
ekstrakt1 % 45, ctilasetat ekstrakt1 % 52, etanol ekstrakt1 % 14, su ekstrakt1 % 21 canlilik

inhibisyonuna sebep oldu.

Ganoderma lucidum eter ekstraktinin 48 ve 72. saatte sirast ile 100 pg/ml ve
12,82 pg/ml 1Cp) dozu ile diger ekstraktlara gore canlilik inhibisyonunda daha etkili
oldugu bulundu. MCF-7 hiicrelerinde gergeklestirilen diger deneylerde eter ekstraktinin
48. saatteki ICsp) dozu (100 pg/ml) kullanildi.

Ganoderma lucidum ekstraktlarnin MCF-7 hiicrelerinin canliligi {izerindeki

etkileri Grafik 1-6’da gosterilmistir.
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Grafik 1. Ganoderma lucidum eter ekstraktinin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
hiicre canlilig1 iizerine olan etkileri. * p <0.05, ** p <0.01.

Metanol Ekstrakti

140

120

100

80

60

MCF-7 Hiicre Canliig1 %

40

20 |

0.001 0.01 0.1 7 10 100
pg/ml

m24h m48h m72h

Grafik 2. Ganoderma lucidum metanol ekstraktinin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
hiicre canlilig1 iizerine olan etkileri. ** p <0.01.
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Grafik 3. Ganoderma lucidum etilasetat ekstraktinin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
hiicre canlilig1 iizerine olan etkileri. ** p <0.01.
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Grafik 4. Ganoderma lucidum etanol ekstraktinin MCF-7 meme kanseri hicrelerinde
hiicre canlilig1 lizerine olan etkileri. ** p <0.01.
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Grafik 5. Ganoderma lucidum su ekstraktinin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde hiicre
canlilig1 iizerine olan etkileri. ** p <0.01.
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Grafik 6. Ganoderma lucidum etanol-su ekstraktinin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
hiicre canlilig1 iizerine olan etkileri. ** p <0.01.
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3.1.2. Ganoderma lucidum Ekstratlarimin MDA-MB-231 Hiicre Hattinda
Hiicre Canhilig1 Uzerine Etkileri

Ganoderma lucidum ekstratlarinin MDA-MB-231 Ucli negatif meme kanseri
hiicre hattinda hiicre canlilig1 iizerine etkilerinin degerlendirilmesi i¢in alt1 farkli G.
lucidum ekstraktinin her birinden ardisik seyreltme ile altt doz hazirlandi. Her bir dozun
icerdigi DMSO miktar1 kadar DMSO igeren alt1 kontrol dozu hazirlandi. DMSO kontrol
dozlarmin hiicre canliligi iizerine etkilerinin belirlenmesi i¢in uygulama yapilmamis
hicre grubu (non-treated) kullanildi. G. lucidum dozlar1 ve genel kontrol alt1 tekrarl,
DMSO kontrol dozlar1 dort tekrarli ¢alisildi. Igerisinde sadece biiyiime ortami bulunan
alt1 kuyucuk kor olarak kullanildi. Her bir ekstraktin ti¢ farkli zaman noktasinda (24, 48
ve 72 sa.) hiicre canlihigi tizerine etkileri belirlendi. MDA-MB-231 hiicre hattinda
ekstraktlarin etkileri MCF-7 hiicrelerine gore diisiik oldugundan dolay1 en yiiksek doz
olarak 500 pg/ml olacak sekilde ek bir doz calisildi.

Etilasetat ve eter ekstraktlarinin diger ekstraktlara gore MDA-MB-231 hiicre
hattinda daha etkili oldugu goézlendi. Eter ekstraktinin 48. saatte IC (50 dozunun 250
pg/ml, 72. saatte ise 150 pg/ml oldugu tespit edilmistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda
Ganoderma lucidum ekstraktlarinin hiicre canliligi tizerine etkileri Grafik 7-12’de

gosterilmektedir.
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Grafik 7. Ganoderma lucidum eter ekstraktinin MDA-MB-231 meme Kanseri
hiicrelerinde hiicre canlilig1 tizerine olan etkileri. ** p <0.01.
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Grafik 8. Ganoderma lucidum metanol ekstraktinin MDA-MB-231 meme Kkanseri
hiicrelerinde hiicre canliligi lizerine olan etkileri. * p <0.05, ** p <0.01.
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Grafik 9. Ganoderma lucidum etilasetat ekstraktinin MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde hiicre canlilig1 {izerine olan etkileri. * p <0.05, ** p <0.01.
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Grafik 10. Ganoderma lucidum etanol ekstraktinin MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde hiicre canlilig1 {izerine olan etkileri. * p <0.05, ** p <0.01.
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Grafik 11. Ganoderma lucidum su ekstraktinin MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde hiicre canlilig1 {izerine olan etkileri. * p <0.05, ** p <0.01.
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Grafik 12. Ganoderma lucidum etanol-su ekstraktinin MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde hiicre canliligi lizerine olan etkileri. ** p <0.01.
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3.1.3. MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Doksorubisinin Hiicre
Canlih@ Uzerine Etkileri

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri "2 seyreltme ile hazirlanan doksorubisin
dozlar1 ile 48 saat inkiibe edildikten sonra canlilik grafigi Microsoft Excel’de
olusturuldu (Grafik 13). MCF-7 hucrelerinin 48 saat doksorubisin ile inkibasyonu
sonucunda yapilan incelemede doksorubisinin MCF-7 hiicre hattinda IC(s) dozunun

4uM oldugu, MDA-MB-231 hiicre hattinda ise 6 uM oldugu bulunmustur.
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Grafik 13. Doksorubisinin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda
48. saatte hucre canliligi iizerine olan etkileri. ** p <0.01.
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3.1.4. MCF-7 Hiicre Hattinda Tamoksifenin Hiicre Canhligi Uzerine Etkileri

MCEF-7 hiicreleri 2 seyreltme ile hazirlanan tamoksifen dozlari ile 48 saat inkiibe

edildikten sonra hiicre canlilik grafigi Microsoft Excel’de olusturuldu (Grafik 14).
Tamoksifenin MCF-7 hiicre hattinda 48. saatte 1Csq) dozunun 12.95 pM oldugu

belirlendi.
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Grafik 14. Tamoksifenin MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda 48. saatte hiicre canliligi

uzerine olan etkileri. ** p <0.01.
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3.2.  Akis Sitometri Analiz Sonuclari

3.2.1. MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hattinda Eter Ekstraktinin Apoptoz
Uzerine Etkileri

MCEF-7 hicrelerine 100 pg/ml Ganoderma lucidum eter ekstrakti uygulamasi 48.
saatte hiicrelerde % 45.4 oraninda apoptozu tetiklemistir. Eter ekstrakti apoptotik
hiicrelere karsilik gelecek sekilde (p<0.0001) DMSO kontrole gore saglikli hiicre
sayisinda % 48.5 oraninda bir diisiise sebep olmustur (p<0,0001). Eter ekstraktinin
nekrotik hiicre orani lizerine anlamli bir etkisi gozlenmemistir (%1.4’lik disis,

p=0.5661), (Sekil 4, Grafik 15).
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Sekil 4. MCF-7 hiicrelerine 100pug/ml Ganoderma lucidum eter ekstrakti uygulamasinin
48. saatte apoptoz uzerine etkileri. Kontrol uygulama yapilmamis hiicreleri, DMSO
kontrol ekstrakt verilen hiicrelere esit oranda DMSO uygulanan hiicreleri belirtmektedir.
X ekseni FITC, Y ekseni propidiyum iyodiir’e ait florasan sinyali gostermektedir. Sol alt
kisim (Q3) canli hiicreleri, sag alt ve iist kisim (Q2+Q4) apoptotik hiicreleri ve sol Ust

kisim (Q1) nekrotik ya da 610 hiicreleri ifade etmektedir.
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Grafik 15. MCF-7 hicrelerine 100 pg/ml Ganoderma lucidum eter ekstrakti
uygulamasinin 48. saatte apoptoz Uzerine etkileri grafiksel olarak ifade edilmektedir.

3.2.2. MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hattinda Eter Ekstraktinin Hiicre
Dongulisi Uzerine Etkileri

MCF-7 hicrelerinin eter ekstrakt: ile inkiibe edilmesi SubG1 ve G1 safhasinda
bulunan hiicre popiilasyonlarina ait hiicre sayisinda siras1 ile % 1.5 ve % 4.5 oraninda
artisa, S ve G2 fazindaki hiicre sayisinda ise sirasi ile % 5.9 ve % 1.9 oraninda azalmaya
sebep olmustur (SubG1: p= 0.0003, G1: p=0.04 S: p=0.0009, G2:p=0.3), (Sekil 5,
Grafik 16).
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Sekil 5. MCF-7 hiicrelerine 100 pg/ml Ganoderma lucidum eter ekstrakti uygulamasinin
48. saatte hiicre dongusu tzerine etkileri. Kontrol uygulama yapilmamis hiicreleri ifade
etmektedir. Grafiklerde pikler hiicre sayisini ifade etmektedir. X ekseni propidyum
iyodiire ait ve DNA miktarin1 gosteren florasan sinyali gdstermektedir. Y ekseni ise

hiicre sayisin1 belirtmektedir.
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Grafik 16. MCF-7 hicrelerine 100 pg/ml Ganoderma lucidum eter ekstrakti

uygulamasinin hiicre dongiisii tizerine etkileri grafiksel olarak ifade edilmektedir.
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3.2.3. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Eter Ekstraktinin Apoptoz Uzerine
Etkileri

MDA-MB-231 hicrelerine 250 pg/ml Ganoderma lucidum eter ekstrakti
uygulamasi 48. saatte hiicrelerde % 6.04 oraninda apoptozu tetiklemistir. Eter ekstrakti
apoptotik htcrelere (p=0.0007) karsilik gelecek sekilde DMSO kontrole goére saglikli
hiicre sayisinda % 6 oraninda bir diisiise sebep olmustur (p=0.0083). Nekrotik hicre
oraninda ise % 0.4’likk bir artis gozlenmis fakat istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p=0.4052), (Sekil 6, Grafik 17).
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Sekil 6. MDA-MB-231 hucrelerine 250 pg/ml Ganoderma lucidum eter ekstrakti
uygulamasinin 48. saatte apoptoz lizerine etkileri. Kontrol uygulama yapilmamis
hiicreleri, DMSO kontrol ekstrakt verilen hiicrelere esit oranda DMSO uygulanan
hiicreleri belirtmektedir. X ekseni FITC, Y ekseni propidiyum iyodiir’e ait florasan
sinyali gdstermektedir. Sol alt kisim (Q3) canli hiicreleri, sag alt ve iist kisim (Q2+Q4)

apoptotik hiicreleri ve sol iist kistm (Q1) nekrotik ya da 6lii hiicreleri ifade etmektedir.
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Grafik 17. MDA-MB-231 hucrelerine 250 pg/ml Ganoderma lucidum eter ekstrakti

uygulamasinin 48. saatte apoptoz iizerine etkileri grafiksel olarak ifade edilmektedir

** ) <0.01.

3.2.4. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Eter Ekstraktinin Hiicre Dongiisii

Uzerine Etkileri

MDA-MB-231 hiicrelerinin eter ekstrakti ile inkiibe edilmesi SubGl ve G2

sathasinda bulunan hiicre popiilasyonlarina ait hiicre sayisinda sirasi ile % 2.3 ve % 13.7

oraninda artisa, S ve G1 fazindaki hiicre sayisinda ise sirast ile % 1.8 ve % 14.9 oraninda

azalmaya sebep olmustur. S fazindaki diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmazken
(p=0.3634), SubG1 ve G2 fazindaki artis ile G1 fazindaki disiisiin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmiistiir (SubG1: p= 0.0064, G1: p<0.0001, G2:p=0.0021), (Sekil 7,
Grafik 18).
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Sekil 7. MDA-MB-231 hicrelerine 250 pg/ml Ganoderma lucidum eter ekstrakti
uygulamasinin 48. saatte hiicre dongiisii iizerine etkileri. Kontrol uygulama yapilmamis
hiicreleri ifade etmektedir. Grafiklerde pikler hiicre sayisini ifade etmektedir. X ekseni
propidyum iyodiire ait ve DNA miktarin1 gdsteren florasan sinyali gostermektedir. Y

ekseni ise hiicre sayisini belirtmektedir.
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Grafik 18. MDA-MB-231 hiicrelerine 250 pg/ml Ganoderma lucidum eter ekstrakti
uygulamasinin 48. saatte hiicre dongiisii iizerine etkileri grafiksel olarak ifade edilmistir.
*p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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3.3. Migrasyon ve Invazyon Analizi Sonuclar

3.3.1. MCF-7 Hiicre Hattinda Eter Ekstraktinin Migrasyon ve Invazyon
Uzerine Etkileri

Eter ekstraktinin MCF-7 hicre motilitesi Uzerine etkileri Boyden Chamber
kullanilarak belirlendi. Boyden Chamber sistemi kanser hiicrelerinin 24 saat icerisindeki
migrasyon oranini ve 48 saat i¢erisindeki invazyon oranini Olcebilecek bir yontemdir.
Ganoderma lucidum eter ekstraktt MCF-7 hiicrelerinin Boyden Chamber membranindan
invazyon ve migrasyon ile gecen hiicre sayisini sirast DMSO kontrole gore ile % 2.5 ve
% 8.2 oraninda azaltmistir. Fakat hiicre mobilitesindeki bu diisiis istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir (migrasyon: p=0.1065, invazyon: p=0.5244) (Grafik 19).
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Grafik 19. MCF-7 hicrelerine 100 pg/ml Ganoderma lucidum eter ekstrakti

uygulamasinin hiicrelerin migrasyonu ve invazyonu uzerine etkileri.
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3.3.2. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Eter Ekstraktinin Migrasyon ve
Invazyon Uzerine Etkileri

MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin 250 pg/ml eter ekstrakti ile
inkiibasyonu sonucunda eter ekstraktinin DMSO kontrole gore % 32.52 oraninda hiicre
migrasyonunu anlamli olarak inhibe ettigi (p=0.0001), fakat hucre invazyonu uzerinde
anlaml1 bir etkisinin olmadig1 (p=0.1320, % 2.49) bulunmustur (Grafik 20).
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Grafik 20. MDA-MB-231 hiicrelerine 250 pg/ml Ganoderma lucidum eter ekstrakti

uygulamasinin hiicrelerin migrasyonu ve invazyonu uzerine etkileri. *** p <0.001.
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3.4. llac Kombinasyon Analizlerinin Sonuglar

Ganoderma lucidum eter ekstrakti ile tamoksifen ve doksorubisin arasindaki
etkilesimler CalcuSyn ve MacSynergy Il yazilimlarina ait algoritmalar kullanilarak

degerlendirildi.

3.4.1. MCF-7 Hicre Hattinda Eter Ekstraktinon Tamoksifen ile
Kombinasyonu

Ganoderma lucidum eter ekstraktinin MCF-7 hiicre hattinda tamoksifen ve
doksorubisinin canlilik inhibisyonu iizerine etkilerini artirip artirmadigini belirlemek
amaciyla kemoterapotik-eter ekstraktt kombinasyonlarinin doz yanitlar1 kombinasyon
index analizi (combination index analysis) ve MacSynergy II ile degerlendirildi.
MacSynergy II kullamim klavuzuna goére % 95 giiven araliginda belirlenen sinerji
piklerinin sinerji degerleri 50 uM%% ve 100 uM?% (log degerleri >5 and < 9) ise 1limh
sinerjik etkiyi belirtmekte ve bu sinerjik etkinin in vivo ortamda da etkili olabilecegi
ongoriilmektedir. Sekil 5 A ve B’ de goriildiigii izere Ganoderma lucidum eter ekstrakti
ile tamoksifen kombinasyonuna ait % 95 gliven araligindaki sinerji pikleri ilimli sinerjik
etkilesim gostermektedir (sinerji degeri: 57.12 uM? %, log degeri: 5.18). Eter ekstrakti
ile tamoksifen kombinasyon dozlarinin higbirinde antagonistik etki gozlenmemistir

(antagonizm degeri: 0 uUM?%).
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Sekil 8. Ganoderma lucidum eter ekstrakti ve tamoksifen kombinasyonlarina ait % 95
giiven aralifinda ¢izilen sinerji pikleri (A) ve kontiir pikleri (B) sekilde gosterilmistir.
Teorik aditif yizey (% 0 beklenen inhibisyon) Bliss bagimsizlik matematik modeli’ne
dayanilarak MacSynergy II yazilimi ile hesaplanmistir. Pikler hesaplanan aditif yizeyin
(grafikte x ekseninde O degeri olarak gosterilmistir) tizerinde ise sinerjizm, altinda ise

antagonizmi ifade etmektedir.
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Grafik 21°de CalcuSyn yazilimi ile gerceklestirilen kombinasyon indeks
analizine ait kombinasyon indeks-etkilenen fraksiyon (ClI-Fa) grafigi gosterilmektedir.
Grafikte bir¢ok doz kombinasyonunun sinerjik etkiyi ifade eden CI degerinin ‘0.9
degerinden diisiikk’ oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte Cl degerleri incelendiginde
en diisiik ve bazi yiiksek tamoksifen konsantrasyonlari iceren kombinasyonlarda CI
degerinin genellikle antagonistik etkiyi ifade eden ‘1.1 degerinin iizerinde’ oldugu
belirlenmistir. Fakat bu antagonistik etkilesimler MacSynergy II yazilimina gore anlamli

olmayip aditif olarak degerlendirilmistir (Sekil 5).

)

[

iy
|
()
L]
. 8
L]
=)
a L
a o5 1

Fa

Grafik 21: Ganoderma lucidum eter ekstrakti ile tamoksifen kombinasyonlarina ait
kombinasyon indeks-etkilenen fraksiyon grafigi. Grafige ait degerler CalcuSyn yazilimi
kullanilarak hesaplanmigtir. Her bir nokta bir doz kombinasyonunu ifade etmektedir. CI
degerleri su sekilde degerlendirilir: Cl <0.9: Sinerjizm, 0.9 < Cl <1.1: Aditif Etki, CI

>1.1: Antagonizm.
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3.4.2. MCF-7 Hiicre Hattinda Eter Ekstraktinin Doksorubisin ile
Kombinasyonu

Tamoksifen-Ganoderma lucidum eter ekstraktt kombinasyon verilerinin aksine,
MacSynergy II yazilimi kullanilarak yapilan degerlendirme sonucunda eter ekstrakti-
doksorubisin kombinasyonlar1 yiiksek oranda antagonistik bulunmustur. Sekil 9A ve
B’de doksorubisin-eter ekstrakti kombinasyonlarmin % 95 giiven araliginda cizilen
sinerji pikleri kuvvetli antagonistik etkiyi gostermektedir (sinerji degeri: 0.7 uM?®%, log
degeri: 0.06; antagonizm degeri: -135.08 uM?%, log degeri: -12.24). MacSynergy I
kullanim kilavuzunda belirtildigi iizere antagonism degerinin -100 uM%%’ iin altinda
bulunmasi kuvvetli antagonistik etkiyi belirtmekte ve bu kombinasyonlarin in vivo

ortamda da benzer etki gosterebilecegi ongoriilmektedir.
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Sekil 9. Ganoderma lucidum eter ekstrakt1 ve doksorubisin kombinasyonlarina ait % 95
giiven araliginda ¢izilen sinerji pikleri (A) ve kontiir pikleri (B) sekilde gosterilmistir.
Teorik aditif yuzey (% 0 beklenen inhibisyon) Bliss bagimsizlik matematik modeli’ne
dayanilarak MacSynergy II yazilimi ile hesaplanmistir. Pikler hesaplanan aditif yizeyin
(grafikte x ekseninde 0 degeri olarak gosterilmistir) lizerinde ise sinerjizm, altinda ise

antagonizmi ifade etmektedir.
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Calcusyn yazilimi ile gergeklestirilen kombinasyon indeks analizi sonucunda elde edilen
veriler MacSynergy Il yazilim sonuglari ile uyumlu olarak eter ekstrakti ile doksorubisin
arasinda kuvvetli antagonistik etki varligin1 gostermektedir. Grafik 22’te goriilecegi
tizere eter ekstrakti-doksorubisin kombinasyon dozlarinin hepsinin antagonistik (Cl

>1.1: Antagonizm) etkilesim gostermektedir.
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Grafik 22: Ganoderma lucidum eter ekstrakti ile tamoksifen kombinasyonlarina ait
kombinasyon indeks-etkilenen fraksiyon grafigi. Grafige ait degerler CalcuSyn yazilimi
kullanilarak hesaplanmistir. Her bir nokta bir doz kombinasyonunu ifade etmektedir. ClI
degerleri su sekilde degerlendirilir: Cl <0.9: Sinerjizm, 0.9 < ClI <1,1: Aditif Etki, ClI

>1.1: Antagonizm.
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3.4.3. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Eter Ekstraktinin Doksorubisin ile
Kombinasyonu

MDA-MB-231 (¢l negatif meme kanseri hiicrelerinde doksorubisin ve eter
ekstrakti arasindaki sinerjistik etkilesim CalcuSyn ve MacSynergy II yazilimlar ile
degerlendirilmistir. Ilagc kombinasyonlarinda 6 uM doksorubisin en yilksek doz
konsantrasyonu olarak kullanilmistir. Bu dozun Y seri diliisyonlart ile elde edilen 6 seri
doz ile 250 pg/ml eter ekstraktindan benzer sekilde hazirlanan 6 doz kombine edilmistir.
Canlilik verileri MS Excel’de ylizde canlilik olarak hesaplandiktan sonra veriler

MacSynergy II yazilimina girilmistir.

Sekil 10A ve B’de doksorubisin-eter ekstrakti kombinasyonlarmin % 95 guven
araliginda ¢izilen sinerji pikleri goriilmektedir. Elde edilen veriler diisiik doksorubisin
dozlar1 iceren kombinasyonlarda yiiksek sinerjik etkiyi gosterirken, yiiksek doksorubisin
dozlar1 igeren kombinasyonlarda kismi antagonistik etki gostermektedir. Sonug olarak
MacSynergy II ile yapilan degerlendirme sonucunda MDA-MB-231 hiicre hattinda
doksorubisin ve eter ekstrakti kombinasyonuna ait sinerji degeri 438.55 uM?% (log
degeri: 39.74), antagonizm degeri ise -150 UM% (log degeri: -13.62) olarak
hesaplanmustir. Bu degerler hem sinerjik hem de antagonistik etkinin in vivo ortamda da

benzer sekilde goriilebilecegini belirten yliksek degerlerdir.
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Sekil 10. Ganoderma lucidum eter ekstrakti ve doksorubisin kombinasyonlarina ait %
95 giiven araliginda cizilen sinerji pikleri (A) ve kontiir pikleri (B) sekilde gosterilmistir.
Teorik aditif yuzey (% 0 beklenen inhibisyon) Bliss bagimsizlik matematik modeli’ne
dayanilarak MacSynergy II yazilimi ile hesaplanmistir. Pikler hesaplanan aditif ylzeyin
(grafikte x ekseninde O degeri olarak gosterilmistir) tizerinde ise sinerjizm, altinda ise

antagonizmi ifade etmektedir.
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CalcuSyn yazilimi ile gergeklestirilen degerlendirme sonucu MacSynergy 11
yazilim sonuglari ile uyumlu bulunmustur. Grafik 23’te etkilenen fraksiyona bagl olarak
degisen sinerjistik ve antagonistik etkiler goriilmektedir. Bu grafige gore canlilik
inhibisyonu Uzerinde diisiik etki gosteren kombinasyon dozlari sinerjik etkilesim
gosterirken (Cl <0.9: Sinerjizm) , inhibisyon arttikca Cl degeri yiiksekmekte ve
antagonistik etkilesim ortaya ¢ikmaktadir (Cl >1.1: Antagonizm).
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Grafik 23: Ganoderma lucidum eter ekstrakti ile doksorubisin kombinasyonlarina ait
kombinasyon indeks-etkilenen fraksiyon grafigi. Grafige ait degerler CalcuSyn yazilimi
kullanilarak hesaplanmistir. Her bir nokta bir doz kombinasyonunu ifade etmektedir. CI
degerleri su sekilde degerlendirilir: Cl <0.9: Sinerjizm, 0.9 < Cl <1.1: Aditif Etki, ClI

>1.1: Antagonizm.
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3.5.  Ganoderma lucidum Eter Ekstraktinin Preliminer Fitokimyasal
Tarama Sonuclari

Ganoderma lucidum eter ekstraktinin preliminer fitokimyasal tarama sonuglari bu
ekstratin triterpenoid, steroid ve alkaloid tlrevlerini igerdigini gostermistir. Ganoderma

lucidum eter ekstrakti tanen, flavanoid ve antrasin tlrevlerini igermemektedir.
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4. TARTISMA

Ganoderma lucidum uzun yillardir Kore, Japonya ve Cin’de c¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilan yenebilen bir tibbi mantar tiiridiir. Ganoderma lucidum
polisakkaritler, glikoproteinler, aminopolisakkaritler, proteoglikanlar ve triterpenler gibi
bircok biyolojik olarak aktif alt Unite icermektedir. G. lucidum mantarindan elde edilen

farmakolojik olarak en aktif bilesenler polisakkaritler ve triterpenlerdir.

G. lucidum’dan izole edilen polisakkaritlerin natural killer, T hicreleri, B hucreleri
ve makrofaj bagimli immiin sistem cevabi aktive ettigi ve bu yol ile indirekt olarak
onkogenez ve timor metastazini inhibe ettigi gosterilmistir (102). Ganoderma lucidum
ekstratlar1 ayrica ylzden fazla farmakolojik olarak aktif triterpen tirevi icermemektedir.
Triterpen tiirevlerinin polisakkaritlerden farkli olarak kanser hiicreleri {izerinde direk

sitotoksik etki gosterdigi yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir (103, 128-130).

Ganoderma lucidum’un metanol, etanol ve eter gibi organik solvent ekstraktlari
yiksek oranda triterpen turevi icermektedir. Organik solventler ile yapilan

ekstraksiyonlar triterpen izolasyonunda en ¢ok kullanilan yontemdir (131).

Bu c¢alismada oOncelikle G.lucidum makro-mantarindan etanol, metanol, eter,
etilasetat, etanol-su ve su solventleri kullanilarak hazirlanan alt1 farkli ekstraktin MCF-7
oOstrojen reseptori pozitif ve MDA-MB-231 (¢l negatif meme kanseri hiicre hatlarinda
canlilik inhibisyonu {izerine etkileri incelenmistir. Hiicreler ekstratlardan hazirlanan
dozlar ile 24, 48 ve 72 saat inkibe edildikten sonra WST-8 metodu kullanilarak hiicre
canlilif1 iizerine etkileri spektrofotometrik olarak incelenmistir. MCF-7 hiicre hattinda
ilk giin en ylksek dozda eter ekstrakti bir etki gostemezken, etil asetat, etanol ve etanol-
su ekstraktlariin sirasi ile % 12, % 13 ve % 13 oraninda canlilik inhibisyonuna yol
actig1 belirlenmistir. Buna karsin bir giin inkiibasyonun ardindan metanol ve su
ekstraktlarmin hiicre canliligini artirdigr gozlenmistir (sirasi ile % 7 ve % 49). Su
ekstraktinin hiicre canliligint % 49 oraninda artirmasinin nedeninin su ekstraktlarinin

yiksek oranda polisakkarit iceriginden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (132).
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Kanser hiicrelerinin normal viicut hiicrelerinden yiiksek miktarda glukoz tiikettigi
bilinmektedir (133). Su ekstrakti igerisinde bulunan glukoz tiirevi polisakkaritlerin
kanser hiicre canliligini arttirmasi bu nedenle kag¢inilmazdir. Farmakolojik olarak aktif
G. lucidum polisakkaritlerinin in vivo ortamda gosterdigi immin cevap artisina bagh
anti-kanser etki, hiicre kiiltiirii ortaminda immiin sistem hiuicreleri bulunmamasi nedeni
ile goriilememektedir. Metanol ekstraktinda ise ilk giin hiicre canliligini artirmasinin
ardindan ikinci giin ayn1 dozda hiicrelerde % 45 canlilik inhibisyonuna sebep olmasi ilk
giin ekstrakttaki hiicreleri besleyen/canlilig1 tetikleyen igerigin tiiketilmesinden sonra
ekstraktin asil etkisini gosterdigi seklinde yorumlanabilir. Benzer sekilde eter
ekstraktinin da ilk giin icerisinde hiicre canlilig1 iizerinde etki gdstermemesinin kaynagi
da bu olabilir. Bu durumda eter ekstraktinin igerdigi kanser hiicrelerinde canlilig1

tetikleyen icerigin metanol ekstraktina gore daha az oldugu sonucuna varilabilir.

Bunlarla birlikte ekstraklarin igerdigi yiizlerce farkli farmakolojik olarak aktif
bilesen nedeni ile bir ekstraktin etki mekanizmasini agiklamak oldukea giictiir. Ornegin,
caligmamizda kanser-hicrelerinde direkt sitotoksik etki gosterdigi belirtilen triterpen
izolasyonunda kullanilan bir solvent olan etanol ile ekstrakte edilmis Ganoderma
lucidum ekstrakti  MCF-7 hcrelerinde diger organik solvent ekstraktlari ile
karsilastirildiginda diisiik canlilik inhibisyonuna sebep olmustur. Yapilan bir arastirma
bu duruma agiklik getirebilecek sekilde, Ganoderma lucidum’un etanol ekstraktinin
Ostrojen-benzeri etki gosterdigi sonucuna varmistir (134). Bilindigi tizere MCF-7 meme
kanseri hucreleri 0Ostrojen reseptor pozitif hicreler olup, bu reseptorlere 0Ostrojen
baglanmasi durumunda proliferasyonlarini artirmaktadirlar (135). Ganoderma lucidum
etanol ekstrakt1 ile yapilmig bir diger ¢aligma ise bu ekstraktin MCF-7 hcrelerinde
apoptozu tetikledigi ve hiicre dongiisiinde G1 fazinda tutuluma sebep oldugunu
belirtmektedir (136). Fakat bu c¢alismada bahsedilen canlilik inhibisyonu (% 70) 500
pg/ml etanol ekstrakti ile 48 saat inkiibasyon siresinin sonucunda elde edilmis olup, 100
pg/ml etanol ekstraktinin hiicreler iizerindeki etkisi % 20 oranindaki canlilik
inhibisyonudur. Bu sekilde karsilastirildiginda bizim ¢alismamizda, 100 ug/ml etanol

ekstrakti ile 48 saat inkiibasyon sonucunda elde edilen canlilik inhibisyonu % 26 olup,
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onceki c¢alisma sonuglartyla olduk¢a benzerdir. Calismamizda 72. saatte etanol
ekstraktinin canlilik inhibisyonu etkisinin % 14 seviyesine diismesi 0stojen-benzeri etki
gosteren bilesikler igcermesi nedeni ile hicrelerde proliferasyonu tetikleyen gen
ekspresyon  diizeyindeki  degisimlerin  hiicre  fenotipine  yansimasi  olarak
degerlendirilebilir. Bu sonuglar bir ekstrakt icerisinde hiicre canliligini tetikleyen ve
inhibe eden ajanlarin bir arada bulunabilecegini ve bu ajanlarin etki mekanizmalarinin

oldukga farkl1 yolaklar lizerinden isleyebilecegini gosterir niteliktedir.

Calismamizda 100 pg/ml etilasetat ekstrakti ile MCF-7 hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonucunda sirasi ile % 12, % 42 ve % 52 oraninda canlilik inhibisyonuna
neden olmustur. Dolayisi ile G. lucidum etil asetat ekstraktinin MCF-7 hcrelerinde
IC0) dozunun 72. saatte yaklasik olarak 100 pg/ml oldugu goriilmektedir. Daha 6nce
etil asetat ekstraktinin meme kanseri hiicreleri ilizerine etkisini arastiran bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Calismamizda Ganoderma lucidum eter ekstraktinin 48 ve 72. saatte sirasi ile
100 pg/ml ve 12.82 pg/ml IC(sg) dozu ile diger ekstraktlara gore canlilik inhibisyonunda
daha etkili oldugu bulunmustur. Daha Once yaptigimiz bir ¢alismada Ganoderma
lucidum eter ekstraktinin ICsg) dozunun 72. saatte 100 pg/ml oldugunu saptadik (137).
Bu farkliligin Ganoderma lucidum makro-mantarina ait ekstraktlarin ekstraksiyonu ve
¢ozinddrilmesi  esnasindaki degisikliklerden kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.
Yaptigimiz literatiir taramalar1 sonucunda Ganoderma lucidum mantari eter ekstraktinin
kanser hiicreleri iizerindeki etkisini belirleyen baska bir arastirmanin heniiz
bulunmadigini saptadik. Bununla birlikte, diger calismalardaki farkli solventler (etanol,
su vb.) kullanilarak ekstrakte edilen Ganoderma lucidum ekstraktlarinin kanser
hucrelerindeki 1C oy dozlart ile (117, 138, 139) karsilastirildiginda bizim galigmamizda
eter ekstraktinin oldukca diisiik dozlarda etkili oldugu goriilmektedir. Bu agidan
bakildiginda ¢alismamizin bir diger ¢ikarimi da eter solventinin Ganoderma lucidum
mantarindan elde edilen anti-kanser Ozellikteki bilesikleri daha etkili ¢6zebildigi
yoniindedir. Eter solventinin triterpenoid izolasyonunda kullanilan etkin bir madde

oldugu disiiniildiigiinde aslinda bu durum sasirtici degildir. Ganoderma lucidum’dan
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elde edilen triterpenoidlerin anti-anjiogenik (140), pro-apoptotik (117, 141), hiicre
dongusunde tutuluma sebebiyet veren (117, 142) ve hicre motilitesini engelleyici (143)
ozellikleri oldugu gosterilmistir. Calismamizda gerceklestirilen preliminer fitokimyasal

tarama sonuglar1 da bu ekstratin triterpenoid barindirdigini gostermistir.

Calismamizda Ganoderma lucidum eter ekstraktt MDA-MB-231 ¢l negatif
meme kanseri hiicre hattinda da diger ekstraktlara gore canlilik inhibisyonunda daha
etkili bulunmustur. Eter ekstraktinin 48. saatte 1Csg) dozunun 250 pg/ml, 72. saatte ise
150 pg/ml oldugu tespit edilmistir. Ganoderma lucidum metanol, etanol, etanol-su ve su
ekstraktlarinin bu hiicre hattinda hiicre canlilif1 iizerinde anlamli bir etkisi olmadigi
gosterilmistir. Etilasetat ve eter ekstralar1t MCF-7 hiicrelerindeki canlilik tayini deney
sonuclarina benzer sekilde MDA-MB-231 hiicre hattinda da en etkili ekstraktlar olarak
belirlenmistir. Calismamizda diger tiim deneyler her iki hiicre hattinda da canlilik
Uzerine etkisi diger ekstraktlara gore yiiksek bulunan eter ekstrakti ile

gerceklestirilmistir.

Ganoderma lucidum eter ekstraktinin kanser hiicrelerinde apoptoz tizerindeki
etkilerini arastirmak amaci ile bu ¢alismada MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicreleri eter ekstraktinin bu hiicrelerdeki ICs0) dozlar ile 48 saat inkiibe edildikten
sonra akig sitometri yontemi ile hiicrelerde kontrole gore apoptotik hiicre oram
belirlenmistir. Akis sitometri sonuglart eter ekstraktinin MCF-7 hcrelerine 100 pg/ml
Ganoderma lucidum eter ekstrakti uygulanmasinin 48. saatte hiicrelerde % 45.4
oraninda apoptozu tetikledigini gostermektedir. Bu oran ayni doz ve zaman siiresinde
MCF-7 hicrelerinde % 50 oraninda goriilen hiicre canlilik inhibisyonunu
karsilamaktadir. Bu durumda eter ekstraktinin MCF-7 hucreleri Gizerinde pro-apoptotik
etki gosterdigi sdylenebilir. Eter ekstrakti nekrotik hiicre oraninda herhangi bir degisime

sebep olmamigstir. Bu da bir dnceki veriyi destekler niteliktedir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda eter ekstraktinin apoptoz iizerindeki etkisi canlilik
inhibisyonunu karsilayamayacak kadar diisiiktiir (% 6.04). Bu veri eter ekstraktinin bu
hiicrelerde canlilik inhibisyonunu apoptotik yolaklar {izerinden gerc¢eklestirmedigini

gostermektedir. Eter ekstraktinin nekrotik hiicre oraninda sebep oldugu % 0.4’liik artis
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ise anlamli degildir. Eter ekstrakti ile kanser hiicrelerinde gerceklestirilen bir ¢alisma
heniiz bulunmadigindan bu verileri karsilastirmak olanaksizdir. Fakat yapilan bir
arastirma Ganoderma lucidum’un MDA-MB-231 hiicrelerinde gosterdigi canlilik
inhibisyonunun Akt/NF-kappaB sinyal yolaginin “down-regulasyonunu” saglayarak
gosterdigini  belirtmektedir (144). Bu c¢alismaya gore Ganoderma lucidum Akt
proteininin fosforillenmesini baskilayarak Akt ekspresyonunu baskilamakta ve bu
sayede NF-kappaB aktivitesini inhibe etmektedir. Benzer sekilde MDA-MB-231
hiicreleri ile yapilan bir diger arastirma sonuglar1 da Ganoderma lucidum’un etki
mekanizmasinin - NF-kappaB yolagmin “down-regulasyonu” fizerinden caligtigini
gostermektedir (145).

Yiiksek invazivlik gdsteren kanser hiicrelerinde siirekli aktifligini koruyan NF-
kappaB transkripsiyon faktorlerinin hiicre mobilitesi iizerine direk etkisi bulunmaktadir
(146). Bircok kanser tiiriinde gosterildigi iizere, G. lucidum ekstraktlar1 anti-invaziv ve
anti-metastatik 6zelliklerini NF-kappaB ve aktivator protein-1 (AP-1)’in aktivitelerini
ERK1/2, PI3K/AKT/mTOR ve MAPK yolaklar1 araciligi ile inhibe etmeleri sonucunda
migrasyon ve invazyonda direk rol oynayan trokinaz plazminojen aktivatorii (UPA) ve
UPA reseptérinun “down-regulasyonunu” saglayarak gerceklestirdikleri gosterilmistir
(116,121,122,147). Bizim ¢alismamizda da eter ekstraktinin MDA-MB-231 hiicrelerinin
eter ekstrakti ile inkiibasyonu sonucunda % 32.52 oraninda hiicre migrasyonunda
inhibisyon gozlenmesi eter ekstraktinin benzer bir etki mekanizmasi iizerinden
calisabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte kanser hicrelerinin migrasyon ve
invazyon yolaklari kapsamli oldugundan (148) tam olarak etki mekanizmasinin ortaya

c¢ikarilmasi i¢in ileri arastirmalara gereksinim duyulmaktadir.

Calismamizda MCF-7 hiicre hattinda ise eter ekstrakti migrasyon ve invazyonu
sirast ile % 8.2 ve % 2.5 oraninda azaltmistir. Bu oranin MDA-MB-231 huicrelerine gore
daha diisiik olmasinin en biiyiik sebebinin MCF-7 hiicrelerinin diisiik migrasyon ve
invazyon yapabilme Ozelliklerinden (149) kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Bu

noktada iki hiicre hattinda da eter ekstraktinin migrasyonu invazyona gore daha yiiksek
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oranda etkilemesi dikkat cekici olup ilerdeki arastirmalara zemin olusturabilecek bir

veridir.

Calismamizda bir diger basamak olan eter ekstraktinin hiicre dongiisii lizerine
etkilerinin arastirilmasi icin akis sitometri yontemi kullanilmistir. Eter ekstraktt MCF-7
hiicrelerinde SubG1 ve Gl safhasinda bulunan hiicre popiilasyonlarina ait hiicre
sayisinda sirasi ile % 1.5 ve % 4.5 oraninda artisa, S ve G2 fazindaki hiicre sayisinda ise
sirast ile % 5.9 ve % 1.9 oraninda azalmaya sebep olmustur. MDA-MB-231 hiicre
hattinda ise hiicrelerinin eter ekstrakti ile inkiibe edilmesi SubGl ve G2 sathasinda
bulunan hiicre popiilasyonlarina ait hiicre sayisinda siras1 ile % 2.3 ve % 13.7 oraninda
artisa, S ve G1 fazindaki hiicre sayisinda ise siras1 ile % 1.8 ve % 14.9 oraninda
azalmaya sebep olmustur. Her ne kadar MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 arasinda
hiicre yogunluklarinin anlamli olarak arttig1 ve azaldigir dongii fazlar1 bulunsa da her iki
hiicre hattinda da tam olarak bir hiicre dongiisii tutulumundan sdzetmek miimkiin
degildir. Bu durumda eter ekstraktinin bu arastirmada calisilan hiicre hatlarinda hiicre
dongiisii lizerinde bir etkisinin olmadigi sonucuna varilabilir. Bununla birlikte, yapilan
birgok arastirma Ganoderma lucidum’un kanser hicrelerinde GO/G1 hicre dongisu
tutulumuna sebep oldugunu belirtmektedir (117, 150, 151). Sonuglar arasindaki bu
farklillk Ganoderma lucidum mantarindan elde edilen ve hiicre dénglsu Uzerine etki

eden molekiillerin eter ekstraktinda bulunmayabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizin bir sonraki adiminda anti-kanser 6zellikleri aragtirilan Ganoderma
lucidum eter ekstraktinin klinikte rutin olarak meme kanseri tedavisinde kullanilan
terapotikler olan tamoksifen ve doksorubisin ile etkilesimi kombinasyon indeks analizi
(combination index analysis) ve MacSynergy Il yazilimlar ile incelenmistir. Su anki
bilgimize gore daha O6nce meme kanseri hiicre hatlarinda Ganoderma lucidum ile
tamoksifen ve doksorubisinin sinerjik etkilesim mekanizmalar1 arastirilmamistir.
Calismamizda MCF-7 hiicrelerinde eter ekstraktinin tamoksifen ile yiiksek oranda
sinerjik etki gosterdigi bulunmustur. Bu sinerjik etkilesim diizeyi MacSynergy 11
yazilimi ile ‘in vivo ortamda etkili olabilecek diizeyde’ olarak tanimlanmis (Sinerji

degeri: %57.12 uM? log degeri: 5.18) ve bu yazilm ile yapilan degerlendirme
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sonucunda hicbir tamoksifen-eter ekstrakti kombinasyonu antagonistik etkilesim
icerisinde bulunmamistir (antagonizm degeri: 0 uM? %). CalcuSyn ile gerceklestirilen
degerlendirme sonucunda ise bir¢ok doz kombinasyonunun sinerjik etkiyi ifade eden ClI
degerinin 0.9 degerinden diisiik oldugu gorilmektedir. Bununla birlikte Cl degerleri
degerlendirildiginde en diisilk ve bazi yiikksek tamoksifen konsantrasyonlari iceren
kombinasyonlarda Cl degerinin genellikle antagonistik etkiyi ifade eden ‘1.1 degerinin
tizerinde’ oldugu belirlenmistir. Fakat bu antagonistik etkilesimler MacSynergy II
yazilimina gére anlamli bulunmamis ve aditif olarak degerlendirilmistir. Bu sonuglar
eter ekstraktinin tamoksifenin anti-proliferatif etkilerini artirabilecek biyoaktif ajanlar

icerebilecegini diislindiirmektedir.

Tamoksifen 6strojen reseptor pozitif meme kanseri tedavisinde yaygin olarak
kullanilan bir terap6tiktir. Tamoksifen meme kanseri hiicrelerinde dstrojen reseptort alfa
(ER-alpha)’ya kismi agonist/antgonist fonksiyon gosterirken, dstrojen reseptor beta’ya
kars1 saf antagonistik etki gostererek dstrojen biiylime yolagini dolayisi ile kanser hiicre
proliferasyonunu baskilamaktadir (152). Yapilan arastirmalar G. lucidum’un Gstrojen
reseptor aktivitesini ve NF-kappaB sinyal yolagini kontrol ederek meme kanseri
hicrelerinde anti-proliferatif etki gosterdigini belirtmektedir (153). Bununla birlikte ayni
calisgmada G. lucidum’un MCF-7 hicrelerinde 6strojen reseptor alfa ekspresyonunu
down-regule ettigi fakat Ostrojen reseptorii beta iizerinde bir etkisi olmadigi
belirtilmektedir. Bu veriler Ganoderma lucidum mantarinin Gstrojen reseptorii
inhibisyonunda rol oynayarak tamoksifenin anti-proliferatif etkisine katkida
bulunabilecegini gostermekte, aynt zamanda ¢alismamiz sonucunda ortaya c¢ikarilan
tamoksifen-eter ekstraki arasindaki sinerjik etkilesimin ardinda yatan mekanizmaya

molekiiler bir temel olusturmaktadir.

Calismamizda ayrica MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde eter ekstrakti ile
doksorubisin arasindaki etkilesim degerlendirilmistir. Doksorubisin kanser tedavisinde
kullanilan bir antrasiklin anti-timaor antibiyotiktir. Doksorubisin DNA’ya interkalasyon
yaparak makromolekiiler sentezi inhibe ederek ¢alismaktadir (154). Sentez inhibisyonu

doksorubisinin transkripsiyon esnasinda DNA siipersarmallarinin agilmasinda gorev alan
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topoizomeraz Il enzimini inhibe etme ve DNA hasarina sebep olmasina dayanir (155).
Ayrica serbest radikal iiretimini artirmasi doksorubisinin sitotoksik etkisine katkida
bulunmaktadir (156). Doksorubisin, tedavi stresince kimulatif olarak yan etkileri artan
bir kemoterapétik olup, kardiyomiyopati, kalp yetmezligi ve kalp krizine sebep
olabilmektedir (157). Bu nedenle doksorubisinin anti-proliferatif etkisini artirabilecek ve

kullanim diizeyini diisiirebilecek etkili ajanlara gereksinim duyulmaktadir.

Calismamizda MCF-7 hicrelerinde tamoksifen-Ganoderma lucidum eter
ekstrakti kombinasyon verilerinin aksine, MacSynergy Il yazilimi kullanilarak yapilan
degerlendirme sonucunda eter ekstrakti-doksorubisin kombinasyonlar1 yiiksek oranda
antagonistik bulunmustur (sinerji degeri: 0,7 uM?%, log degeri: 0.06; antagonizm degeri:
-135.08 uM?%, log degeri: -12.24). MacSynergy II kullanim kilavuzunda belirtildigi
lizere antagonism degerinin -100 UM%’ {in altinda bulunmasi kuvvetli antagonistik
etkiyi belirtmekte ve bu kombinasyonlarin in vivo ortamda benzer etki gosterebilecegi
ongorilmektedir. CalcuSyn yazilimi ile gergeklestirilen kombinasyon indeks analizi
sonucunda elde edilen veriler MacSynergy Il yazilim sonuglari ile uyumlu olarak eter

ekstrakti ile doksorubisin arasinda kuvvetli antagonistik etki varligini gdstermektedir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda ise eter ekstrakti —doksorubisin kombinasyonunun
etkilesim degerleri net bir sonug ¢ikarmamiza olanak saglamamaktadir. Elde edilen
veriler diisiik doksorubisin dozlari igeren kombinasyonlarda yiiksek sinerjik etkiyi
gosterirken, yiiksek doksorubisin dozlar1 iceren kombinasyonlarda kismi antagonistik
etki gostermektedir. Sonug olarak MacSynergy II ile yapilan degerlendirme sonucunda
MDA-MB-231 hiicre hattinda doksorubisin ve eter ekstrakti kombinasyonuna ait sinerji
degeri 438.55 uM?% (log degeri: 39.74), antagonizm degeri ise -150 uM?% (log degeri:
-13.62) olarak hesaplanmistir. Bu degerler, her iki etkinin de in vivo ortamda benzer
sekilde goriilebilecegini ifade eden yiiksek degerlerdir. CalcuSyn yazilimi ile
gerceklestirilen degerlendirmenin sonuglart MacSynergy II yazilim sonuglart ile uyumlu
bulunmus, canlilik inhibisyonu iizerinde diisiik etki gosteren kombinasyon dozlari
sinerjik etkilesim gosterirken (Cl <0.9: Sinerjizm) , canlilik inhibisyonu arttik¢a Cl
degeri yiikselmekte ve antagonistik etkilesim ortaya ¢ikmaktadir (Cl >1.1: Antagonizm).
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Sonug olarak eter ekstraktinin her iki hiicre hattinda da doksorubisinin anti-proliferatif
etkisini azaltabilecek ajanlar icerdigi ¢ikariminda bulunulabilir. Doksorubisinin kanser
hiicreleri iizerindeki etki mekanizmalarindan birisinin oksidatif stres artisina bagh
apoptoz indiiksiyonu oldugu diistiniildiigiinde, yiiksek anti-oksidan biyomolekdller
icerdigi Onceki c¢alismalar ile gosterilen Ganoderma lucidum mantarinin (158, 159)
doksorubisin kaynakli oksidatif stresi azaltarak ilacin aktivitesinde diislise yol
acabilecegi varsayiminda bulunulabilir. Bu varsayimin dogrulanmasi igin ileri

arastirmalara ihtiya¢ vardir.

Ganoderma lucidum’un kanser terapdotikleri ile etkilesimini inceleyen ¢aligmalar
oldukga kisithidir. Yapilan bir arastirmada G. lucidum’dan elde edilen polisakkaritlerin
HelLa hiicrelerinde doksorubisin ile sinerjik etkilesim gosterdigi belirtilmektedir (160).
Fakat hem ekstraktin igerigi hem de kullanilan hiicre hatti acisindan karsilastirma
yapabilmek miimkiin degildir. Bizim ¢alismamizda da MDA-MB-231 hiicre hattinda
yuksek oranda sinerji gosteren doz kombinasyonlari bulunsa da benzer sekilde
antagonistik etki gosteren doz kombinasyonlarinin da bulunmasi nedeniyle bu ekstraktin
doksorubisin  tedavisi esnasinda kullaniminin  Onerilmesinin  sakincali olacagi

diistiniilmektedir.

G. lucidum ekstraktlarinin tamamlayici tedavi olarak kanser terapisinde
kullanimini arastiran  klinik denemelerde G. lucidum mantarindan izole edilen
polisakkaritler kullanilmis olup c¢ogunlukla hastalardaki immiin yanit {izerine
odaklanilmustir (125, 161, 162). G. lucidum’dan izole edilen triterpen tirevlerinin in vivo
ortamdaki etkileri ilizerine yapilan bir klinik aragtirma heniiz bulunmamaktadir. Bu
calismadan elde ettigimiz veriler triterpen tiirevleri igeren eter ekstraktinin tamoksifen
ile sinerjik etkilesim gosterebilecegini fakat doksorubisin tedavisi esnasinda

kullaniminin ilag etkisini azaltabilecegini desteklemektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada Ganderma lucidum mantarindan elde edilen alt1 farkli ekstrakttan
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre canliligi iizerinde en etkili olan
ekstraktin eter ekstrakti oldugu bulunmustur. Calismamiz G. lucidum eter ekstraktinin

kanser hiicreleri tzerindeki etkisini inceleyen ilk ¢alismadir.

Eter ekstraktinin MCF-7 hiicre hattinda canlilik inhibisyonu iizerine olan etkisi
ekstrakt ile inkiibasyonun ardindan apoptoza giren hiicre yiizdesi ile ortiismektedir. Eter
ekstraktinin MCF-7 hicrelerinde pro-apoptotik etki gosteren biyoaktif molekiller
icerebilecegi Ongorulmektedir. 1leriki arastirmalarda eter ekstraktinda bulunan
farmakolojik olarak aktif molekillerin incelenmesi 6strojen pozitif meme kanseri
tedavisinde yeni ve etkili ajanlarin kesfine olanak saglayabilir. Calismamizda eter
ekstraktinin Gstrojen pozitif meme kanseri tedavisinde kullanlan bir terapétik olan

tamoksifen ile sinerjik etki gostermesi de bu varsayimi giiglendirmektedir.

Calismamizda MDA-MB-231 hiicre hattinda eter ekstraktt anlamli olarak
apoptozu indlklese de, apoptotik hiicre orani canlilik inhibisyonunu karsilayacak
diizeyde degildir. Eter ekstraktinin iki hiicre hattinda da hiicre dongiisli iizerinde
istatistiksel olarak anlamli bulunan degisimlere sebep oldugu goriilse de, hiicrelerde tam
bir hiicre dongiisii tutulumuna sebep oldugu gozlenmemistir. Ekstrakt ile inkiibasyon
yiiksek oranda invaziv olan MDA-MDA-231 hiicre hattinda migrasyonu anlamli sekilde
inhibe ederken, invaziv olmayan MCF-7 hiicre hattinda ayni etki hiicre karakteristigi
nedeni ile gozlenmemistir. Bu sonu¢ eter ekstraktinin MDA-MB-231 hcrelerinde
canlilik inhibisyonu mekanizmasinin hiicre mobilitesini diizenleyen mekanizmalar ile

iligkili olabilecegini diislindiirmektedir.

Eter ekstraktinin calisilan hiicrelerde doksorubisin ile kombinasyonu sonucunda
MCEF-7 hiicre hattinda doksorubisin ile kuvvetli antagonistik etki gosterdigi, MDA-MB-
231 hcrelerinde ise kuvvetli sinerjik ve antagonistik etkiler iceren karmasik bir yanita
sebep oldugu bulunmustur. Eter ekstraktinin doksorubisin ile sinerjik ve antagonistik

etkilesim gosterebilecek biyoaktif molekiiller icerebilecegi diistiniilmektedir.

71



6. KAYNAKLAR

1. Popovic V, Zivkovic J, Davidovic S, Stevanovic M, Stojkovic D. Mycotherapy
of cancer: an update on cytotoxic and antitumor activities of mushrooms, bioactive
principles and molecular mechanisms of their action. Current Topics in Medicinal
Chemistry. 2013;13(21):2791-80.

2. Patel S, Goyal A. Recent developments in mushrooms as anti-cancer
therapeutics: a review. 3 Biotech. 2012;2(1):1-15.

3. Smith JE, Rowan NJ, Sullivan R. Medicinal mushrooms: a rapidly developing
area of biotechnology for cancer therapy and other bioactivities. Biotechnology Letters.
2002;24(22):1839-45.

4. Ahn WS, Kim DJ, Chae GT, Lee JM, Bae SM, Sin JI, et al. 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. 2004;14(4):589-94.

5. Sullivan R, Smith JE, Rowan NJ. Medicinal mushrooms and cancer therapy:
translating a traditional practice into Western medicine. Perspectives In Biology and
Medicine. 2006;49(2):159-70.

6. Wenner CA, Martzen MR, Lu H, Verneris MR, Wang H, Slaton JW.
Polysaccharide-K augments docetaxel-induced tumor suppression and antitumor
immune response in an immunocompetent murine model of human prostate cancer.
International Journal of Oncology. 2012;40(4):905-13.

7. Hetland G, Johnson E, Lyberg T, Bernardshaw S, Tryggestad A, Grinde B.
Effects of the medicinal mushroom Agaricus blazei Murill on immunity, infection and
cancer. Scandinavian Journal Of Immunology. 2008;68(4):363-70.

8. Wan JM, Sit WH, Louie JC. Polysaccharopeptide enhances the anticancer
activity of doxorubicin and etoposide on human breast cancer cells ZR-75-30.
International Journal Of Oncology. 2008;32(3):689-99.

72



9. Ito G, Tanaka H, Ohira M, Yoshii M, Muguruma K, Kubo N, et al. Correlation
between efficacy of PSK postoperative adjuvant immunochemotherapy for gastric
cancer and expression of MHC class I. Experimental And Therapeutic Medicine.
2012;3(6):925-30.

10. Lu H, Yang Y, Gad E, Inatsuka C, Wenner CA, Disis ML, et al. TLR2 agonist
PSK activates human NK cells and enhances the antitumor effect of HER2-targeted
monoclonal antibody therapy. Clinical Cancer Research. 2011;17(21):6742-53.

11.  Zaidman B-Z, Yassin M, Mahajna J, Wasser SP. Medicinal mushroom
modulators of molecular targets as cancer therapeutics. Applied Microbiology And
Biotechnology. 2005;67(4):453-68.

12, Wasser S. Medicinal mushrooms as a source of antitumor and
immunomodulating polysaccharides. Applied Microbiology And Biotechnology.
2002;60(3):258-74.

13. Mahajna J, Dotan N, Zaidman B-Z, Petrova RD, Wasser SP. Pharmacological
values of medicinal mushrooms for prostate cancer therapy: the case of Ganoderma
lucidum. Nutrition and Cancer. 2008;61(1):16-26.

14.  Wang JL, Bi Z, Zou JW, Gu XM. Combination therapy with lentinan improves
outcomes in patients with esophageal carcinoma. Molecular Medicine Reports.
2012;5(3):745-8.

15. McCormack E, Skavland J, Mujic M, Bruserud O, Gjertsen BT. Lentinan:
hematopoietic, immunological, and efficacy studies in a syngeneic model of acute
myeloid leukemia. Nutrition and Cancer. 2010;62(5):574-83.

16.  Shimizu K, Watanabe S, Watanabe S, Matsuda K, Suga T, Nakazawa S, et al.
Efficacy of oral administered superfine dispersed lentinan for advanced pancreatic
cancer. Hepato-gastroenterology. 2009;56(89):240-4.

17. Chen JT, Hasumi K, Masubuchi K. Interferon-alpha, interferon-gamma and
sizofiran in the adjuvant therapy in ovarian cancer--a preliminary trial. Biotherapy.
1992:5(4):275-80.

73



18. Mizuno T, Wang G, Zhang J, Kawagishi H, Nishitoba T, Li J. Reishi,
Ganoderma lucidum and Ganoderma tsugae: bioactive substances and medicinal effects.
Food Reviews International. 1995;11(1):151-66.

19. Rose DP, Boyar AP, Wynder EL. International comparisons of mortality rates
for cancer of the breast, ovary, prostate, and colon, and per capita food consumption.
Cancer. 1986;58(11):2363-71.

20. Rouzier R, Perou CM, Symmans WF, Ibrahim N, Cristofanilli M, Anderson K, et
al. Breast cancer molecular subtypes respond differently to preoperative chemotherapy.
Clinical Cancer Research. 2005;11(16):5678-85.

21. Dent R, Trudeau M, Pritchard KI, Hanna WM, Kahn HK, Sawka CA, et al.
Triple-negative breast cancer: clinical features and patterns of recurrence. Clinical
Cancer Research. 2007;13(15):4429-34.

22. Bauer KR, Brown M, Cress RD, Parise CA, Caggiano V. Descriptive analysis of
estrogen receptor (ER)-negative, progesterone receptor (PR)-negative, and
HER2-negative invasive breast cancer, the so-called triple-negative phenotype. Cancer.
2007;109(9):1721-8.

23. Tuttle TM, Habermann EB, Grund EH, Morris TJ, Virnig BA. Increasing use of
contralateral prophylactic mastectomy for breast cancer patients: a trend toward more
aggressive surgical treatment. Journal Of Clinical Oncology. 2007;25(33):5203-9.

24. Fisher B, Redmond C, Poisson R, Margolese R, Wolmark N, Wickerham L, et al.
Eight-year results of a randomized clinical trial comparing total mastectomy and
lumpectomy with or without irradiation in the treatment of breast cancer. New England
Journal Of Medicine. 1989;320(13):822-8.

25.  Gonzalez-Angulo AM, Morales-Vasquez F, Hortobagyi GN. Overview of
resistance to systemic therapy in patients with breast cancer. Advances In
Experimental Medicine And Biology. 2007;608:1-22.

26. Giordano SH, Hortobagyi GN. Inflammatory breast cancer: clinical progress and
the main problems that must be addressed. Breast Cancer Research. 2003;5(6):284-8.

74



27.  Pegram MD, Pauletti G, Slamon DJ. HER-2/neu as a predictive marker of
response to breast cancer therapy. Breast Cancer Research and Treatment. 1998;52(1-
3):65-77.

28. Blows FM, Driver KE, Schmidt MK, Broeks A, van Leeuwen FE, Wesseling J,
et al. Subtyping of breast cancer by immunohistochemistry to investigate a relationship
between subtype and short and long term survival: a collaborative analysis of data for
10,159 cases from 12 studies. PLoS Med. 2010;7(5):1000279.

29. Kerr JF, Winterford CM, Harmon BV. Apoptosis. Its significance in cancer and
cancer therapy. Cancer. 1994;73(8):2013-26.

30. Boulikas T, Vougiouka M. Recent clinical trials using cisplatin, carboplatin and
their combination chemotherapy drugs (review). Oncology Reports. 2004;11(3):559-95.
31. Higgins MJ, Baselga J. Targeted therapies for breast cancer. The Journal of
Clinical Investigation. 2011;121(10):3797.

32. Baselga J, Gelmon KA, Verma S, Wardley A, Conte P, Miles D, et al. Phase 11
trial of pertuzumab and trastuzumab in patients with human epidermal growth factor
receptor 2-positive metastatic breast cancer that progressed during prior trastuzumab
therapy. Journal of Clinical Oncology : Official Journal of The American Society of
Clinical Oncology. 2010;28(7):1138-44.

33. Mouridsen H, Palshof T, Patterson J, Battersby L. Tamoxifen in advanced breast
cancer. Cancer Treatment Reviews. 1978;5(3):131-41.

34. Li ClI, Daling JR, Malone KE. Incidence of invasive breast cancer by hormone
receptor status from 1992 to 1998. Journal of Clinical Oncology : Official Journal of
The American Society of Clinical Oncology. 2003;21(1):28-34.

35.  Anderson WF, Katki HA, Rosenberg PS. Incidence of breast cancer in the United
States: current and future trends. Journal of the National Cancer Institute.
2011;103(18):1397-402.

36.  Schiff R, Massarweh S, Shou J, Osborne CK. Breast Cancer Endocrine
Resistance: How Growth Factor Signaling and Estrogen Receptor Coregulators
Modulate Response. Clinical Cancer Research. 2003;9(1):447s-54s.

75



37. Massarweh S, Osborne CK, Creighton CJ, Qin L, Tsimelzon A, Huang S, et al.
Tamoxifen resistance in breast tumors is driven by growth factor receptor signaling with
repression of classic estrogen receptor genomic function. Cancer Research.
2008;68(3):826-33.

38. Frasor J, Chang EC, Komm B, Lin CY, Vega VB, Liu ET, et al. Gene expression
preferentially regulated by tamoxifen in breast cancer cells and correlations with clinical
outcome. Cancer Research. 2006;66(14):7334-40.

39.  Systemic treatment of early breast cancer by hormonal, cytotoxic, or immune
therapy. 133 randomised trials involving 31,000 recurrences and 24,000 deaths among
75,000 women. Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group. Lancet.
1992;339(8785):71-85.

40. Hall JM, Couse JF, Korach KS. The multifaceted mechanisms of estradiol and
estrogen receptor signaling. Journal of Biological Chemistry. 2001;276(40):36869-72.
41. Fisher B, Costantino JP, Wickerham DL, Redmond CK, Kavanah M, Cronin
WM, et al. Tamoxifen for prevention of breast cancer: report of the National Surgical
Adjuvant Breast and Bowel Project P-1 Study. Journal of the National Cancer Institute.
1998;90(18):1371-88.

42.  Menard S, Pupa SM, Campiglio M, Tagliabue E. Biologic and therapeutic role of
HER?2 in cancer. Oncogene. 2003;22(42):6570-8.

43. Piccart-Gebhart MJ, Procter M, Leyland-Jones B, Goldhirsch A, Untch M, Smith
I, et al. Trastuzumab after adjuvant chemotherapy in HER2-positive breast cancer. New
England Journal of Medicine. 2005;353(16):1659-72.

44,  Carlsson J, Nordgren H, Sjostrom J, Wester K, Villman K, Bengtsson NO, et al.
HER2 expression in breast cancer primary tumours and corresponding metastases.
Original data and literature review. British Journal of Cancer. 2004;90(12):2344-8.

45.  Vu T, Claret FX. Trastuzumab: Updated Mechanisms of Action and Resistance
in Breast Cancer. Frontiers in Oncology. 2012;2:62.

46. Kute T, Lack CM, Willingham M, Bishwokama B, Williams H, Barrett K, et al.
Development of Herceptin resistance in breast cancer cells. Cytometry A.
2004;57(2):86-93.

76



47.  Albanell J, Codony J, Rovira A, Mellado B, Gascon P. Mechanism of action of
anti-HER2 monoclonal antibodies: scientific update on trastuzumab and 2C4. Advances
in Experimental Medicine and Biology. 2003;532:253-68.

48.  Tacar O, Sriamornsak P, Dass CR. Doxorubicin: an update on anticancer
molecular action, toxicity and novel drug delivery systems. Journal of Pharmacy and
Pharmacology. 2013;65(2):157-70.

49. Lomovskaya N, Otten SL, Doi-Katayama Y, Fonstein L, Liu X-C, Takatsu T, et
al. Doxorubicin  Overproduction in Streptomyces peucetius: Cloning and
Characterization of the dnrU Ketoreductase and dnrV Genes and the doxA Cytochrome
P-450 Hydroxylase Gene. Journal of Bacteriology. 1999;181(1):305-18.

50.  Chlebowski RT. Adriamycin (Doxorubicin) Cardiotoxicity: A Review. Western
Journal of Medicine. 1979;131(5):364-8.

51.  Thorn CF, Oshiro C, Marsh S, Hernandez-Boussard T, McLeod H, Klein TE, et
al. Doxorubicin pathways: pharmacodynamics and adverse effects. Pharmacogenetics
and Genomics. 2011;21(7):440-6.

52. Doroshow JH. Role of hydrogen peroxide and hydroxyl radical formation in the
killing of Ehrlich tumor cells by anticancer quinones. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America. 1986;83(12):4514-8.

53. Pawlowska J, Tarasiuk J, Wolf CR, Paine MJ, Borowski E. Differential ability of
cytostatics from anthraquinone group to generate free radicals in three enzymatic
systems: NADH dehydrogenase, NADPH cytochrome P450 reductase, and xanthine
oxidase. Oncology Research. 2003;13(5):245-52.

54. Fogli S, Nieri P, Breschi MC. The role of nitric oxide in anthracycline toxicity
and prospects for pharmacologic prevention of cardiac damage. FASEB Journal :
Official Publication of the Federation of American Societies for Experimental Biology.
2004;18(6):664-75.

55.  Tewey KM, Rowe TC, Yang L, Halligan BD, Liu LF. Adriamycin-induced DNA
damage mediated by mammalian DNA topoisomerase Il. Science. 1984;226(4673):466-
8.

77



56.  Neef C, de Voogd-van der Straaten I. An interaction between cytostatic and
anticonvulsant drugs. Clinical Pharmacology and Therapeutics . 1988;43(4):372-5.

57.  Cusack BJ, Tesnohlidek DA, Loseke VL, Vestal RE, Brenner DE, Olson RD.
Effect of phenytoin on the pharmacokinetics of doxorubicin and doxorubicinol in the
rabbit. Cancer Chemotherapy and Pharmacology. 1988;22(4):294-8.

58. Gianni L, Salvatorelli E, Minotti G. Anthracycline cardiotoxicity in breast cancer
patients: synergism with trastuzumab and taxanes. Cardiovascular Toxicology.
2007;7(2):67-71.

59. Konno S, Tortorelis DG, Fullerton SA, Samadi AA, Hettiarachchi J, Tazaki H. A
possible hypoglycaemic effect of maitake mushroom on Type 2 diabetic patients.
Diabetic Medicine. 2001;18(12):1010.

60. Masuda Y, Inoue H, Ohta H, Miyake A, Konishi M, Nanba H. Oral
administration of soluble beta-glucans extracted from Grifola frondosa induces systemic
antitumor immune response and decreases immunosuppression in tumor-bearing mice.
International Journal of Cancer Journal international Du Cancer. 2012.

61. Fang J, Wang Y, Lv X, Shen X, Ni X, Ding K. Structure of a beta-glucan from
Grifola frondosa and its antitumor effect by activating Dectin-1/Syk/NF-kappaB
signaling. Glycoconjugate Journal. 2012;29(5-6):365-77.

62. Masuda Y, Inoue M, Miyata A, Mizuno S, Nanba H. Maitake beta-glucan
enhances therapeutic effect and reduces myelosupression and nephrotoxicity of cisplatin
in mice. International Immunopharmacology. 2009;9(5):620-6.

63. Masuda Y, Ito K, Konishi M, Nanba H. 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 :
Cll. 2010;59(10):1531-41.

64.  Kodama N, Mizuno S, Nanba H, Saito N. Potential antitumor activity of a low-
molecular-weight protein fraction from Grifola frondosa through enhancement of
cytokine production. Journal of Medicinal Food. 2010;13(1):20-30.

78



65.  Soares R, Meireles M, Rocha A, Pirraco A, Obiol D, Alonso E, et al. Maitake (D
fraction) mushroom extract induces apoptosis in breast cancer cells by BAK-1 gene
activation. Journal of Medicinal Food. 2011;14(6):563-72.

66.  Shomori K, Yamamoto M, Arifuku I, Teramachi K, Ito H. Antitumor effects of a
water-soluble extract from Maitake (Grifola frondosa) on human gastric cancer cell
lines. Oncology Reports. 2009;22(3):615-20.

67. Deng G, Lin H, Seidman A, Fornier M, D'Andrea G, Wesa K, et al. A phase /11
trial of a polysaccharide extract from Grifola frondosa (Maitake mushroom) in breast
cancer patients: immunological effects. Journal of Cancer Research and Clinical
Oncology. 2009;135(9):1215-21.

68. Song KS, Li G, Kim JS, Jing K, Kim TD, Kim JP, et al. Protein-bound
polysaccharide from Phellinus linteus inhibits tumor growth, invasion, and angiogenesis
and alters Wnt/beta-catenin in SW480 human colon cancer cells. BMC Cancer.
2011;11:307.

69.  Tsuji T, Du W, Nishioka T, Chen L, Yamamoto D, Chen CY. Phellinus linteus
extract sensitizes advanced prostate cancer cells to apoptosis in athymic nude mice. PloS
One. 2010;5(3):9885.

70.  Meera CR, Janardhanan KK. Antitumor activity of a polysaccharide-protein
complex isolated from a wood-rotting polypore macro fungus Phellinus rimosus (Berk)
Pilat. Journal Of Environmental Pathology, Toxicology and Oncology : Official Organ
of the International Society for Environmental Toxicology and Cancer. 2012;31(3):223-
32.

71.  Kojima H, Tanigawa N, Kariya S, Komemushi A, Shomura Y, Sawada S, et al.
A case of spontaneous regression of hepatocellular carcinoma with multiple lung
metastases. Radiation Medicine. 2006;24(2):139-42.

72. Nam SW, Han JY, Kim JI, Park SH, Cho SH, Han NI, et al. Spontaneous
regression of a large hepatocellular carcinoma with skull metastasis. Journal of
Gastroenterology and Hepatology. 2005;20(3):488-92.

79



73.  Shibata Y, Kurita S, Okugi H, Yamanaka H. Dramatic remission of hormone
refractory prostate cancer achieved with extract of the mushroom, Phellinus linteus.
Urologia Internationalis. 2004;73(2):188-90.

74. Harhaji L, Mijatovic S, Maksimovic-lvanic D, Stojanovic I, Momcilovic M,
Maksimovic V, et al. Anti-tumor effect of Coriolus versicolor methanol extract against
mouse B16 melanoma cells: in vitro and in vivo study. Food and Chemical Toxicology.
2008 May;46(5):1825-33.

75.  O'Brien CA, Kreso A, Jamieson CH. Cancer stem cells and self-renewal. Clinical
cancer research. 2010;16(12):3113-20.

76.  Scopelliti A, Cammareri P, Catalano V, Saladino V, Todaro M, Stassi G.
Therapeutic implications of Cancer Initiating Cells. Expert Opinion on Biological
Therapy. 2009;9(8):1005-16.

77. Luk SU, Lee TK, Liu J, Lee DT, Chiu YT, Ma S, et al. Chemopreventive effect
of PSP through targeting of prostate cancer stem cell-like population. PloS One.
2011;6(5):e19804.

78. Brown DC, Reetz J. Single agent polysaccharopeptide delays metastases and
improves survival in naturally occurring hemangiosarcoma. Evidence-based c-
Complementary and Alternative Medicine : eCAM. 2012;2012:384301.

79. Torkelson CJ, Sweet E, Martzen MR, Sasagawa M, Wenner CA, Gay J, et al.
Phase 1 Clinical Trial of Trametes versicolor in Women with Breast Cancer. ISRN
Oncology. 2012;2012:251632.

80. Lu H, Yang Y, Gad E, Wenner CA, Chang A, Larson ER, et al. Polysaccharide
krestin is a novel TLR2 agonist that mediates inhibition of tumor growth via stimulation
of CD8 T cells and NK cells. Clinical Cancer Research. 2011;17(1):67-76.

81. Rosendahl AH, Sun C, Wu D, Andersson R. Polysaccharide-K (PSK) increases
p21(WAF/Cipl) and promotes apoptosis in pancreatic cancer cells. Pancreatology.
2012;12(6):467-74.

82. Eliza WL, Fai CK, Chung LP. Efficacy of Yun Zhi (Coriolus versicolor) on
survival in cancer patients: systematic review and meta-analysis. Recent Patents on
Inflammation & Allergy Drug Discovery. 2012;6(1):78-87.

80



83.  Tanaka K, Ishikawa S, Matsui Y, Kawanishi T, Tamesada M, Harashima N, et
al. Combining a peptide vaccine with oral ingestion of Lentinula edodes mycelia extract
enhances anti-tumor activity in B16 melanoma-bearing mice. Cancer Immunology,
Immunotherapy : Cll. 2012;61(11):2143-52.

84.  Tanigawa K, Ito Y, Sakai M, Kobayashi Y. Evaluation of quality of life and
immune function in cancer patients receiving combined immunotherapy and oral
administration of lentinula edodes mycelia extract. Cancer & Chemotherapy.
2012;39(12):1779-81.

85.  Okuno K, Uno K. Efficacy of orally administered Lentinula edodes mycelia
extract for advanced gastrointestinal cancer patients undergoing cancer chemotherapy: a
pilot study. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention : APJCP. 2011;12(7):1671-4.

86.  Tanaka K, Ishikawa S, Matsui Y, Tamesada M, Harashima N, Harada M. Oral
ingestion of Lentinula edodes mycelia extract inhibits B16 melanoma growth via
mitigation of regulatory T cell-mediated immunosuppression. Cancer Science.
2011;102(3):516-21.

87.  Yamaguchi Y, Miyahara E, Hihara J. Efficacy and safety of orally administered
Lentinula edodes mycelia extract for patients undergoing cancer chemotherapy: a pilot
study. The American Journal of Chinese Medicine. 2011;39(3):451-9.

88. Harada K, Itashiki Y, Takenawa T, Ueyama Y. Effects of lentinan alone and in
combination with fluoropyrimidine anticancer agent on growth of human oral squamous
cell carcinoma in vitro and in vivo. International Journal of Oncology. 2010;37(3):623-
31.

89. Kataoka H, Shimura T, Mizoshita T, Kubota E, Mori Y, Mizushima T, et al.
Lentinan with S-1 and paclitaxel for gastric cancer chemotherapy improve patient
quality of life. Hepato-gastroenterology. 2009;56(90):547-50.

90. Isoda N, Eguchi Y, Nukaya H, Hosho K, Suga Y, Suga T, et al. Clinical efficacy
of superfine dispersed lentinan (beta-1,3-glucan) in patients with hepatocellular

carcinoma. Hepato-gastroenterology. 2009;56(90):437-41.

81



91. Hazama S, Watanabe S, Ohashi M, Yagi M, Suzuki M, Matsuda K, et al.
Efficacy of orally administered superfine dispersed lentinan (beta-1,3-glucan) for the
treatment of advanced colorectal cancer. Anticancer Research. 2009;29(7):2611-7.

92.  Akanbi MH, Post E, van Putten SM, de Vries L, Smisterova J, Meter-Arkema
AH, et al. The antitumor activity of hydrophobin SC3, a fungal protein. Applied
Microbiology and Biotechnology. 2012.

93. Mansour A, Daba A, Baddour N, El-Saadani M, Aleem E. Schizophyllan inhibits
the development of mammary and hepatic carcinomas induced by 7,12
dimethylbenz(alpha)anthracene and decreases cell proliferation: comparison with
tamoxifen. Journal of Cancer Research and Clinical Oncology. 2012;138(9):1579-96.

94. Kano Y, Kakuta H, Hashimoto J. Effect of sizofiran on regional lymph nodes in
patients with head and neck cancer. Biotherapy. 1996;9(4):257-62.

95.  Okamura K, Hamazaki Y, Yajima A, Noda K. Adjuvant immunotherapy: two
randomized controlled studies of patients with cervical cancer. Biomedicine &
Pharmacotherapy = Biomedecine & Pharmacotherapie. 1989;43(3):177-81.

96. Fujimoto S, Furue H, Kimura T, Kondo T, Orita K, Taguchi T, et al. Clinical
outcome of postoperative adjuvant immunochemotherapy with sizofiran for patients
with resectable gastric cancer: a randomised controlled study. European Journal of
Cancer. 1991;27(9):1114-8.

97.  An M, Wijesinghe D, Andreev OA, Reshetnyak YK, Engelman DM. pH-(low)-
insertion-peptide (pHLIP) translocation of membrane impermeable phalloidin toxin
inhibits cancer cell proliferation. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America. 2010;107(47):20246-50.

98.  Wieland T. Modification of actins by phallotoxins. Die Naturwissenschaften.
1977;64(6):303-9.

99.  Faulstich H, Schafer AJ, Weckauf M. The dissociation of the phalloidin-actin
complex. Hoppe-Seyler's Zeitschrift fur physiologische Chemie. 1977;358(2):181-4.
100. De La Cruz EM, Pollard TD. Transient kinetic analysis of rhodamine phalloidin
binding to actin filaments. Biochemistry. 1994;33(48):14387-92.

82



101. Riede I. Tumor therapy with Amanita phalloides (death cap): stabilization of B-
cell chronic lymphatic leukemia. Journal of Alternative and Complementary Medicine.
2010;16(10):1129-32.

102. Wasser SP. Medicinal mushrooms as a source of antitumor and
immunomodulating polysaccharides. Applied Microbiology and Biotechnology.
2002;60(3):258-74.

103. Shiao M-S, Lee Kuan R, Lin L-J, Wang C-T. Natural Products and Biological
Activities of the Chinese Medicinal Fungus Ganoderma lucidum. Food Phytochemicals
for Cancer Prevention I1: American Chemical Society; 1994. p. 342-354.

104. Wu GS, Lu JJ, Guo JJ, Li YB, Tan W, Dang YY, et al. Ganoderic acid DM, a
natural triterpenoid, induces DNA damage, G1 cell cycle arrest and apoptosis in human
breast cancer cells. Fitoterapia. 2012;83(2):408-14.

105. Jedinak A, Thyagarajan-Sahu A, Jiang J, Sliva D. Ganodermanontriol, a
lanostanoid triterpene from Ganoderma lucidum, suppresses growth of colon cancer
cells through ss-catenin signaling. International journal of oncology. 2011;38(3):761-7.
106. Lee S, Park S, Oh JW, Yang C. Natural inhibitors for protein prenyltransferase.
Planta Medica. 1998;64(4):303-8.

107. Kennedy EM, P'Pool SJ, Jiang J, Sliva D, Minto RE. Semisynthesis and
biological evaluation of ganodermanontriol and its stereoisomeric triols. Journal of
Natural Products. 2011;74(11):2332-7.

108. Jiang J, Jedinak A, Sliva D. Ganodermanontriol (GDNT) exerts its effect on
growth and invasiveness of breast cancer cells through the down-regulation of CDC20
and uPA. Biochemical and biophysical research communications. 2011; 18;415(2):325-
9.

109. Sliva D, Loganathan J, Jiang J, Jedinak A, Lamb JG, Terry C, et al. Mushroom
Ganoderma lucidum prevents colitis-associated carcinogenesis in mice. PloS One.
2012;7(10):e47873.

110. Smina TP, Mathew J, Janardhanan KK, Devasagayam TP. Antioxidant activity

and toxicity profile of total triterpenes isolated from Ganoderma lucidum (Fr.) P. Karst

83



occurring in South India. Environmental toxicology and pharmacology. 2011;32(3):438-
46.

111. Hsieh TC, Wu JM. Suppression of proliferation and oxidative stress by extracts
of Ganoderma lucidum in the ovarian cancer cell line OVCAR-3. International Journal
of Molecular Medicine. 2011;28(6):1065-9.

112. Zhao S, Ye G, Fu G, Cheng JX, Yang BB, Peng C. Ganoderma lucidum exerts
anti-tumor effects on ovarian cancer cells and enhances their sensitivity to cisplatin.
International Journal of Oncology. 2011;38(5):1319-27.

113. Lee MK, Hung TM, Cuong TD, Na M, Kim JC, Kim EJ, et al. Ergosta-7,22-
diene-2beta,3alpha,9alpha-triol from the fruit bodies of Ganoderma lucidum induces
apoptosis in  human myelocytic HL-60 cells. Phytotherapy Research : PTR.
2011;25(11):1579-85.

114. Sliva D, English D, Lyons D, Lloyd FP, Jr. Protein kinase C induces motility of
breast cancers by upregulating secretion of urokinase-type plasminogen activator
through activation of AP-1 and NF-kappaB. Biochemical and Biophysical Research
Communications. 2002;290(1):552-7.

115. Sliva D, Rizzo MT, English D. Phosphatidylinositol 3-kinase and NF-xB
regulate motility of invasive MDA-MB-231 human breast cancer cells by the secretion
of urokinase-type plasminogen activator. Journal of Biological Chemistry.
2002;277(5):3150-7.

116. Sliva D, Labarrere C, Slivova V, Sedlak M, Lloyd FP, Ho NW. Ganoderma
lucidum suppresses motility of highly invasive breast and prostate cancer cells.
Biochemical and Biophysical Research Communications. 2002;298(4):603-12.

117. Hu H, Ahn NS, Yang X, Lee YS, Kang KS. Ganoderma lucidum extract induces
cell cycle arrest and apoptosis in MCF-7 human breast cancer cell. International Journal
of Cancer. 2002;102(3):250-3.

118. Lin S-B, Li C-H, Lee S-S, Kan L-S. Triterpene-enriched 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. 2003;72(21):2381-90.

84



119. Wu CT, Lin TY, Hsu HY, Sheu F, Ho CM, Chen EI. Ling Zhi-8 mediates p53-
dependent growth arrest of lung cancer cells proliferation via the ribosomal protein S7-
MDM2-p53 pathway. Carcinogenesis. 2011;32(12):1890-6.

120. Liang C, Li H, Zhou H, Zhang S, Liu Z, Zhou Q, et al. Recombinant Lz-8 from
Ganoderma lucidum induces endoplasmic reticulum stress-mediated autophagic cell
death in SGC-7901 human gastric cancer cells. Oncology Reports. 2012;27(4):1079-89.
121. Suarez-Arroyo 1J, Rosario-Acevedo R, Aguilar-Perez A, Clemente PL, Cubano
LA, Serrano J, et al. Anti-tumor effects of Ganoderma lucidum (reishi) in inflammatory
breast cancer in in vivo and in vitro models. PloS One. 2013;8(2):e57431.

122. Jang KJ, Han MH, Lee BH, Kim BW, Kim CH, Yoon HM, et al. Induction of
apoptosis by ethanol extracts of Ganoderma lucidum in human gastric carcinoma cells.
Journal of Acupuncture and Meridian Studies. 2010;3(1):24-31.

123. Thyagarajan A, Jedinak A, Nguyen H, Terry C, Baldridge LA, Jiang J, et al.
Triterpenes from Ganoderma Lucidum induce autophagy in colon cancer through the
inhibition of p38 mitogen-activated kinase (p38 MAPK). Nutrition and Cancer.
2010;62(5):630-40.

124. Chen NH, Liu JW, Zhong JJ. Ganoderic acid T inhibits tumor invasion in vitro
and in vivo through inhibition of MMP expression. Pharmacological Reports : PR.
2010;62(1):150-63.

125. Gao Y, Zhou S, Jiang W, Huang M, Dai X. Effects of ganopoly (a Ganoderma
lucidum polysaccharide extract) on the immune functions in advanced-stage cancer
patients. Immunological Investigations. 2003;32(3):201-15.

126. Evans WC. Trease and Evans' pharmacognosy: Elsevier Health Sciences; 2009.
127. Harborne JB. Phytochemical methods a guide to modern techniques of plant
analysis: Springer Science & Business Media; 1998.

128. Wu TS, Shi LS, Kuo SC. Cytotoxicity of Ganoderma lucidum triterpenes.
Journal of Natural Products. 2001;64(8):1121-2.

129. Guan SH, Xia JM, Yang M, Wang XM, Liu X, Guo DA. Cytotoxic lanostanoid
triterpenes from Ganoderma lucidum. Journal of Asian Natural Products Research.
2008;10(7-8):705-10.

85



130. Boh B, Berovic M, Zhang J, Zhi-Bin L. Ganoderma lucidum and its
pharmaceutically active compounds. Biotechnology Annual Review. 2007;13:265-301.
131. Su CH, Yang YZ, Ho HO, Hu CH, Sheu MT. High-performance liquid
chromatographic analysis for the characterization of triterpenoids from Ganoderma.
Journal of Chromatographic Science. 2001;39(3):93-100.

132.  Huang SQ, Ning ZX. Extraction of polysaccharide from Ganoderma lucidum and
its immune enhancement activity. International Journal of Biological Macromolecules.
2010;47(3):336-41.

133. Vander Heiden MG, Cantley LC, Thompson CB. Understanding the Warburg
effect: the metabolic requirements of cell proliferation. Science. 2009;324(5930):1029-
33.

134.  Shimizu K, Miyamoto I, Liu J, Konishi F, Kumamoto S, Kondo R. Estrogen-like
activity of ethanol extract of Ganoderma lucidum. Journal of Wood Science. 2009
2009/02/01;55(1):53-9.

135. Saceda M, Lippman ME, Chambon P, Lindsey RL, Ponglikitmongkol M, Puente
M, et al. Regulation of the estrogen receptor in MCF-7 cells by estradiol. Molecular
Endocrinology. 1988;2(12):1157-62.

136. Hu H, Ahn N-S, Yang X, Lee Y-S, Kang K-S. Ganoderma lucidum extract
induces cell cycle arrest and apoptosis in MCF-7 human breast cancer cell. International
Journal of Cancer. 2002;102(3):250-3.

137. Gonul O, Aydin HH, Kalmis E, Kayalar H, Ozkaya AB, Atay S, et al. Effects of
Ganoderma lucidum (Higher Basidiomycetes) Extracts on the miRNA Profile and
Telomerase Activity of the MCF-7 Breast Cancer Cell Line. International Journal of
Medicinal Mushrooms. 2015;17(3):231-9.

138. Liu Y-W, Gao J-L, Guan J, Qian Z-M, Feng K, Li S-P. Evaluation of
antiproliferative activities and action mechanisms of extracts from two species of
Ganoderma on tumor cell lines. Journal of Agricultural and Food Chemistry.
2009;57(8):3087-93.

86



139. Gao Y, Tang W, Dai X, Gao H, Chen G, Ye J, et al. Effects of water-soluble
Ganoderma lucidum polysaccharides on the immune functions of patients with advanced
lung cancer. Journal of Medicinal Food. 2005;8(2):159-68.

140. Lu Q-Y, Sartippour MR, Brooks MN, Zhang Q, Hardy M, Go VL, et al.
Ganoderma lucidum spore extract inhibits endothelial and breast cancer cells in vitro.
Oncology Reports. 2004;12(3):659.

141. Miiller CI, Kumagai T, O’Kelly J, Seeram NP, Heber D, Koeffler HP.
Ganoderma lucidum causes apoptosis in leukemia, lymphoma and multiple myeloma
cells. Leukemia Research. 2006;30(7):841-8.

142.  Lu Q-Y, Jin Y-S, Zhang Q, Zhang Z, Heber D, Go VLW, et al. Ganoderma
lucidum extracts inhibit growth and induce actin polymerization in bladder cancer cells
in vitro. Cancer Letters. 2004;216(1):9-20.

143. Chen N-H, Liu J-W, Zhong J-J. Ganoderic acid Me inhibits tumor invasion
through down-regulating matrix metalloproteinases 2/9 gene expression. Journal of
Pharmacological Sciences. 2008;108(2):212-6.

144. Jiang J, Slivova V, Harvey K, Valachovicova T, Sliva D. Ganoderma lucidum
suppresses growth of breast cancer cells through the inhibition of Akt/NF-kappaB
signaling. Nutrition and Cancer. 2004;49(2):209-16.

145. Sliva D, Labarrere C, Slivova V, Sedlak M, Lloyd FP, Ho NW. Ganoderma
lucidum suppresses motility of highly invasive breast and prostate cancer cells.
Biochemical and Biophysical Research Communications. 2002;298(4):603-12.

146. Helbig G, Christopherson KW, 2nd, Bhat-Nakshatri P, Kumar S, Kishimoto H,
Miller KD, et al. NF-kappaB promotes breast cancer cell migration and metastasis by
inducing the expression of the chemokine receptor CXCR4. The Journal of Biological
Chemistry. 2003;278(24):21631-8.

147. Suarez-Arroyo IJ, Rosario-Acevedo R, Aguilar-Perez A, Clemente PL, Cubano
LA, Serrano J, et al. Anti-Tumor Effects of Ganoderma lucidum (Reishi) in
Inflammatory Breast Cancer in In Vivo and In Vitro Models. PLoS One.
2013;8(2):e57431.

87



148.  Friedl P, Wolf K. Tumour-cell invasion and migration: diversity and escape
mechanisms. Nature Reviews Cancer. 2003;3(5):362-74.

149. Nagaraja GM, Othman M, Fox BP, Alsaber R, Pellegrino CM, Zeng Y, et al.
Gene expression signatures and biomarkers of noninvasive and invasive breast cancer
cells: comprehensive profiles by representational difference analysis, microarrays and
proteomics. Oncogene. 2006;25(16):2328-38.

150. Wu G, Qian Z, Guo J, Hu D, Bao J, Xie J, et al. Ganoderma lucidum extract
induces G1 cell cycle arrest, and apoptosis in human breast cancer cells. The American
Journal of Chinese Medicine. 2012;40(3):631-42.

151. Jiang J, Slivova V, Valachovicova T, Harvey K, Sliva D. Ganoderma lucidum
inhibits proliferation and induces apoptosis in human prostate cancer cells PC-3.
International Journal of Oncology. 2004;24(5):1093-9.

152. Barkhem T, Carlsson B, Nilsson Y, Enmark E, Gustafsson J, Nilsson S.
Differential response of estrogen receptor alpha and estrogen receptor beta to partial
estrogen agonists/antagonists. Molecular Pharmacology. 1998;54(1):105-12.

153. Jiang J, Slivova V, Sliva D. Ganoderma lucidum inhibits proliferation of human
breast cancer cells by down-regulation of estrogen receptor and NF-kappaB signaling.
International Journal of Oncology. 2006;29(3):695-703.

154. Momparler RL, Karon M, Siegel SE, Avila F. Effect of adriamycin on DNA,
RNA, and protein synthesis in cell-free systems and intact cells. Cancer Research.
1976;36(8):2891-5.

155. Tacar O, Sriamornsak P, Dass CR. Doxorubicin: an update on anticancer
molecular action, toxicity and novel drug delivery systems. Journal of Pharmacy
and Pharmacology. 2013;65(2):157-70.

156. Keizer HG, Pinedo HM, Schuurhuis GJ, Joenje H. Doxorubicin (adriamycin): A
critical review of free radical-dependent mechanisms of cytotoxicity. Pharmacology &
Therapeutics. 1990;47(2):219-31.

157. Chatterjee K, Zhang J, Honbo N, Karliner JS. Doxorubicin cardiomyopathy.
Cardiology. 2010;115(2):155-62.

88



158. Cherian E, Sudheesh NP, Janardhanan KK, Patani G. Free-radical scavenging
and mitochondrial antioxidant activities of Reishi-Ganoderma lucidum (Curt: Fr) P.
Karst and Arogyapacha-Trichopus zeylanicus Gaertn extracts. Journal of
Basic and Clinical Physiology and Pharmacology. 2009;20(4):289-307.

159. Sun J, He H, Xie BJ. Novel antioxidant peptides from fermented mushroom
Ganoderma lucidum. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2004;52(21):6646-52.
160. Yue Q-X, Xie F-B, Guan S-H, Ma C, Yang M, Jiang B-H, et al. Interaction of
Ganoderma triterpenes with doxorubicin and proteomic characterization of the possible
molecular targets of Ganoderma triterpenes. Cancer Science. 2008;99(7):1461-70.

161. Chen X, Hu ZP, Yang XX, Huang M, Gao Y, Tang W, et al. Monitoring of
immune responses to a herbal immuno-modulator in patients with advanced colorectal
cancer. International Immunopharmacology. 2006;6(3):499-508.

162. Oka S, Tanaka S, Yoshida S, Hiyama T, Ueno Y, Ito M, et al. A water-soluble
extract from culture medium of Ganoderma lucidum mycelia suppresses the
development of colorectal adenomas. Hiroshima Journal of Medical Sciences.
2010;59(1):1-6.

89



