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ABSTRACT

EXTRACTION AND PURIFICATION OF THE POTENTIAL ALLERGEN
PROTEINS FROM BOTRYOTINIA FUCKELIANA

KOROGLU, Mustafa
M.Sc. in Biology
Supervisor: Prof. Dr. ibrahim Halil KILIC

January 2022
45 pages

Allergy is a disease in which the immune system produces an inflammatory response
to a harmless antigen. Any antigen that causes an allergy is called an allergen.
Allergens can be inhaled or swallowed or come into contact with the skin. According
to the data of the World Allergy Organization (WAO), the prevalence of allergies
varies between 10-40% in different countries. Pollen, mold, animal hair, dust mite,
drugs and foods are the most common allergens. Common fungi in nature have the
potential to produce allergenic proteins. B. fuckeliana Persian. It is a cosmopolitan
necrotrophic pathogen that infects more than 200 plant species in temperate and
subtropical climates, some of which are of high economic importance (eg grapes,
strawberries, solanaceous vegetables). Since the prevalence of B. fuckeliana spores
and skin test reactivity are important, further characterization of these allergens
should be explored. B. fuckeliana was used in our study. Botryotinia fuckeliana
produced in our laboratory was collected and allergen fungal protein was extracted
with 2 different extraction methods. Protein samples were prepared from the
prepared mushroom extracts and the total concentration of potential allergen proteins
was determined by BCA method. According to the data obtained, it was determined
that the protein concentration of the mushroom extracts formed with chloroform-

methanol was higher than that formed with ethanol.

Key Words: Botryotinia fuckeliana, Alerji, Alerjen Protein, BCA



OZET

BOTRYOTINIiA FUCKELIANA’NIN POTANSIYEL ALERJEN
PROTEINLERININ EKSTRAKSIYONU VE SAFLASTIRILMASI

KOROGLU, Mustafa
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji

Damisman: Prof. Dr. ibrahim Halil KILIC
Ocak 2022
45 sayfa

Alerji, bagisiklik sisteminin zararsiz bir antijene iltihapli bir yanit verdigi bir
hastaliktir. Alerjiye neden olan herhangi bir antijene, alerjen denir. Alerjenler
solunabilir veya yutulabilir veya ciltle temas edebilir. Diinya Alerji Orgiitii'niin
(WAO) verilerine gore farkl: iilkelerde alerji prevalanst % 10-40 arasinda degisiyor.
Polen, kiif, hayvan kili, ev tozu akari, ilaglar ve besinler en yaygin alerjen
maddelerdir. Dogadaki yaygin mantarlar, alerjenik proteinler iliretme potansiyeline
sahiptir. B. fuckeliana Pers. Iliman ve subtropikal iklimlerde 200'den fazla bitki
tiiriinii enfekte eden kozmopolit bir nekrotrofik patojendir, bazilar1 yiiksek ekonomik
Ooneme sahiptir (Or. liziim, ¢ilek, solanli sebze). B. fuckeliana sporlarinin yayginligi
ve deri testi reaktivitesi Onemli oldugundan, bu alerjenlerin daha fazla
karakterizasyonu incelenmelidir. Calismamizda B. fuckeliana kullanilmistir.
Laboratuvarimizda tiretilen Botryotinia fuckeliana toplanmig ve alerjen mantar
proteini 2 farkli ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilmistir. Hazirlanan mantar
0zlerinden protein Ornekleri hazirlanarak, potansiyel alerjen proteinlerinin toplam
konsantrasyonu BCA yontemi ile belirlendi. Elde edilen verilere gore kloroform-
metanol ile olusturulan mantar ekstrelerinin protein konsantrasyonunun etanol ile

olusturulandan daha yiiksek oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Botryotinia fuckeliana, Alerji, Alerjen Protein, BCA
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BOLUM I
GIRIS

Alerjiler, bir kisinin bagisiklik sistemi genellikle zararsiz olan maddelere asir1 tepki
verdiginde gelisir. Bir kisi bir alerjene ilk kez maruz kaldiginda, genellikle bir
reaksiyon yasamazlar. Bagisiklik sisteminin maddeye kars1 bir duyarlilik olusturmasi
genellikle zaman alir. Zamanla, bagisiklik sistemi alerjeni tanimayr ve hatirlamay1
Ogrenir. Bunu yaparken, maruziyet meydana geldiginde ona saldirmak i¢in antikorlar
tiretmeye baglar. Bu birikime duyarlilik denir. Alerjik hastaliklar genellikle deriyi ve

siniisler, akcigerler ve bagirsaklar gibi mukozal dokulari etkiler [1].

Diinya Alerji Orgiitii verilerine gore farkli iilkelerde alerji prevalansi %10-40
arasinda degigsmektedir. Alerjik hastaliklara mevsimsel veya yil boyunca rastlamak
miimkiindiir. Mevsimsel alerjik reaksiyonlara mantar sporlari, polenler, bdcek
oldiriciiler, ev i¢i ve dist kiif mantarlari, ev tozu ve yil boyunca devam eden hayvan

tityleri neden olur [2].

Son yillarda diinyada oldukg¢a popiiler olan aeromikoloji alaninda birgok arastirma
yapilmakta, lilkemizde ve yurtdisinda bir¢ok sehrin spor takvimleri yayimlanmakta,
atmosferik spor konsantrasyonlar1 ¢esitli kanallar araciligiyla kamuoyuna

duyurulmaktadir [3].

Mantarlarla insanlarin etkilesimi ¢ok eski yillara dayanmakla birlikte mikroskopun
icad1 ile bilim insanlar1 mantarlar morfolojik yapilar1 ve gelisimleri konusunda daha
cok bilgi edinmislerdir. ik mantar siiflandirilmasi Gaspard Bauhin tarafindan 1560-
1624 yillar arasinda yapilmigtir. Daha sonraki yillarda Joseph Pitton de Tournefort
mantar cinslerini tanimlamig ve Pier Antonio Micheli mantarlart mikroskop ile
incelemis ve elde ettigi sonuglar1 “Nova Plantarum Genera” adli yapitinda vermistir
[4]. Diinyada ¢ok genis alana yayilan mantarlarla alakali en &nemli problem
mantarlarin adlandirilmasi  olmustur. Havada tasimnan mantar sporlari, polen
tanelerinden ¢ok daha biiylik konsantrasyonlarda ve yaygin olarak meydana gelir.
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Havadaki mantar sporlar1 iizerindeki immiinoglobulin E'ye 0zgii antijenler
(alerjenler), duyarlilastirilmis atopik deneklerde tip | hipersensitivite (alerjik)
solunum reaksiyonlarina neden olarak rinit ve/veya astima neden olur. Mantarlara
kars1 solunum yolu alerjisinin prevalansi kesin olarak bilinmemekle birlikte, atopik
(alerjiye yatkin) bireylerin %20 ila %30'u veya genel popiilasyonun %6'sina kadar
oldugu tahmin edilmektedir [4].

Mantarlar ekosistemde saprofit olarak goérev aldiklar1 gibi bazi canlilar iizerinde
parazit olarakta yasamlarini siirdiirebilmektedir. Atmosferde ¢ok sayida mantarlarin
iireme yapilar1 olan spor bulunmaktadir. Mantarlar nemli ortamlar1 severler ve
yagmur yagdigi zamanlarda atmosferdeki spor sayisi artig gostermektedir. Bu mantar

sporlar1 insanlarda ve hayvanlarda alerjik reaksiyonlara sebep olmaktadir [3-4]

Mantar alerjisinin teshisi ve immiinoterapisi, uygun mantarin ilgili alerjen(ler)ini
iceren 1iyi karakterize edilmis veya standartlastirilmis ekstreler gerektirir. Mantar
ekstraktlar1 karmasik karigimlar oldugundan ve ¢esitli mantarlar alerjenik

oldugundan standart ekstraktlarin {iretimi zordur [5].

Alerjisi olan kisilerin viicudu yabanci antijenlerle karsilagsmasi ile genellikle
IgE(Immunoglobulin E) ve mast hiicrelerinin etkisi ile damarlarda ve diiz kaslarda

tepki olusturmaktadir. Bu tepkileri olusturan kisilere atopik adi verilmektedir [5].

IgE(Immunoglobulin E) olusumuna neden olan maddelere alerjen madde ad1 verilir.
Alerjenler major alerjen (¢ok sayida hastada duyarliliga sebep olan) ve minor alerjen
(az sayida hastada duyarliliga sebep olan) olarak etki ettigi hasta sayisina gore
simiflandirilabilir. Major alerjenlere mantarlar, polenler, ev tozu akarlari, hayvan

tiiyleri, gidalar, bocekler ve ilaglar 6rnek verilebilir [5].

Bu giine kadar tanimlanan alerjen sayist 20.000 civarinda olup atopik bireylerin
viicutlar1 alerjen maddeleri tehlike olarak tanimlayip asir1 tepki olusturmaktadir. Bu
tepkiler deride kizariklik, hapsirma yada Oksiiriik gibi hayati tehlikesi olmayan
tepkiler olabildigi gibi bazen de oSldiiriicii olabilmektedir [5].

200'den fazla bitki tilirline saldiran hava kaynakli nekrotrofik bir mantar olan
Botryotinia fuckeliana, sebzeler, siis bitkileri, soganlar ve meyveler dahil olmak
tizere ekonomik ac¢idan 6nemli birgok mahsulde gri kiif hastaligina neden olur [7].
Alerjik mantarlar olan Penicillium, Aspergillus, Rhizopus ve Mucor tiirleri dogada
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yaygin olarak bulunmaktadir. Ulkemizde solunum yolu alerjisi olan 614 hastada
Aspergillus  fumigatus, Trichophyton rubrum, Mucor, Penicillium notatum,

Aspergillus niger ve Alternaria tenius'a karsi alerjik reaksiyon gelistigi bildirilmistir

[5].

Alerji ve astimla baglantili olarak, arastirilan tipik mantar tiirleri Cladosporium,
Alternaria, Aspergillus ve Penicillium'dur, ¢ilinkii muhtemelen bunlar ortam
havasinda c¢ok siklikla en yaygin tiirlerdir. Bununla birlikte, tiir ¢esitliligi, hem en
yaygin 2-4 cins i¢inde hem de daha az yaygin olan cinslerde oldukga yiiksek olabilir.
I¢ mekanlarda mantar bilesimi arastirilirken 359 tiir igeren 100 cins gdzlemlenmistir
[6]. Ayrica, en az 80 cins mantar tiiriiniin alerjenik potansiyele sahip oldugu
gosterilmigtir.  Ortam havasinda bulunan bu mantarlardan biri  Botryotinia

fuckeliana'dir.

Ulkemizde alerjik hastaliklarin tanmimlanmasinda kullanilan mevcut testlerin tamami
yurt dist menseli olup ithal edilmektedir. Biz ¢alismamizda Botryotinia fuckeliana
alerjen proteinlerini saflastirip alerji tam1 yontemlerinde kullanilabilecek alerjenler
tiretmeyi hedefledik. Bu amagla laboratuvarda SDA (Sabouraud Dekstroz Agar)
ortaminda kiiltiire edilerek ¢ogaltilan Botryotinia fuckeliana’nin protein miktart BCA

(Bikinkoninik Asit) yontemi ile belirlenmistir.



BOLUM 11
GENEL BiLGILER

2.1. Alerji

Alerji, viicudunuz i¢in tipik olarak zararli olmayan yabanci bir maddeye karsi bir
bagisiklik sisteminin olusturdugu tepkiye verilen addir. Bu yabanci maddelere
alerjen denir. Belirli besin kaynaklarini, ¢igeklerden salinan polenleri veya evde

beslenen hayvanlarin tiiylerini igerebilirler [8].

Bagisiklik sisteminiz, bize zarar verebilecek patojenlere karsi savasarak bizi saglikli
tutmakla gorevlidir. Bu gorevi, viicudunuz icin tehlike arzedebilecek her seye karsi
saldir1 gerceklestirerek yapar. Alerjene bagl olarak, bu yanit iltihaplanma, hapsirma

veya bir dizi baska semptom igerebilir [8].

Bagisiklik sistemi normalde ortama uyum saglar. Ornegin, viicut herhangi bir evcil
hayvan kepegi ile karsilastiginda, bunun zararsiz oldugunu anlamalidir. Tehlikeli
alerjisi olan insanlarda, bagisiklik sistemi onu viicuda kars1 tehdit niteligi tagiyan bir

dis istilaci olarak algilar ve ona saldirir [8].

2.2. Alerjinin Semptomlari

Ilgili maddeye bagl olarak alerji semptomlart solunum yollarmi, siniisleri ve burun
pasajlarini, deriniyi ve sindirim sistemini etkileyebilir. Alerjik reaksiyonlar hafif ila
siddetli arasinda degisebilir. Baz1 ciddi vakalarda alerjiler, anafilaksi olarak bilinen

hayati tehdit eden bir reaksiyonu tetikleyebilir [9].

e Alerjik rinit olarak da adlandirilan saman nezlesi sunlara neden olabilir:
e Hapsirma

e Burunda, gozlerde veya agzin ¢atisinda kaginma

e Burun akintisi, tikali burun

e Sulu, kirmiz1 veya sigmis gozler (konjonktivit)



Bir gida alerjisi sunlara neden olabilir:

e Agizda karincalanma
e Dudaklarin, dilin, yiizlin veya bogazin sigsmesi
e Kurdesen

e Anafilaksi
Bocek sokmasi alerjisi sunlara neden olabilir:

e Sokma yerinde genis bir sislik (6dem) alant
e Viicudun her yerinde kasinti veya kurdesen
o  Oksiiriik, gdgiiste sikisma, hirilt1 veya nefes darlig

e Anafilaksi
Bir ilag alerjisi sunlara neden olabilir:

e Kurdesen

e Kasginan cilt

e Dokiintii

e Yiiziin sismesi
e Hirlt1

o Anafilaksi

Egzama olarak da adlandirilan alerjik bir cilt durumu olan atopik dermatit,

asagidakilere neden olabilir:

e Kasmti

e Kizarmak

2.3. Besin Alerjisi

Besin alerjisi, belirli bir giday1 tiikettikten hemen sonra olusabilen bir bagisiklik
sistemi reaksiyonudur. Alerjiye sebep olan gidalarin ufak bir miktart bile sindirim
sorunlarina, kurdesene veya sismis hava yollar1 gibi belirti ve semptomlar1 ortaya
cikarabilir. Baz1 insanlarda, bir gida alerjisi ciddi semptomlara ve hatta anafilaksi
olarak bilinen hayati tehdit eden bir reaksiyona neden olabilir [8-9] Gida alerjisi, 3

yasin altindaki ¢ocuklarin tahmini ylizde 6 ila 8'ini ve yetiskinlerin yilizde 3'line
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kadarin etkiler. Tedavisi olmasa da, bazi ¢cocuklar yaslandik¢a gida alerjilerini asar

[9-10]

Bir besin alerjisini, besin intoleransi olarak ve toplumda ¢ok daha yaygin olarak
goriilen bir reaksiyonla karigtirmak kolaydir. Gilinliik hayati etkilese bile, gida

intoleransi, bagisiklik sistemini igermeyen daha az ciddi bir durumdur [9-10]

2.4. Mevsimsel Alerjiler

Belirli bir mevsimde ortaya ¢ikan bir alerji (alerjik rinit) daha yaygin olarak saman
nezlesi olarak bilinir. Amerikan Alerji, Astim ve Immiinoloji Akademisi'ne gére,

Amerikalilarin yaklasik yiizde 8'i bunu yastyor [10].

Saman nezlesi, bagisiklik sisteminiz polen gibi bir a¢ik hava alerjenine asir1 tepki
verdiginde ortaya cikar. Alerjen, alerjik yaniti tetikleyen bir seydir. En yaygin
alerjenler agaclar, otlar ve yabani otlar gibi riizgarla polenlenen bitkilerden gelen
polenlerdir. Boceklerle tozlanan bitkilerden gelen polenler havada uzun siire
kalamayacak kadar agirdir ve alerjik reaksiyonu tetikleme olasiliklar1 daha diisiiktiir
[8-10].

Saman nezlesi, adin1 saman kesme mevsiminden alir. Tarihsel olarak, bu aktivite yaz
aylarinda meydana geldi, ayn1 zamanda bir¢ok insan semptomlar yasadi. Mevsimsel
alerjiler kis aylarinda daha az goriiliir, ancak yil boyunca alerjik rinit yasamak
miimkiindiir. Farkli bitkiler, kendi polenlerini yilin farkli zamanlarinda yayarlar.
Alerji tetikleyicilerinize ve yasadigimiz yere bagl olarak, birden fazla mevsimde
saman nezlesi yasayabilirsiniz. Kiif veya evcil hayvan kepegi gibi i¢ mekan

alerjenlerine de tepki verebilirsiniz [8-9-10].

2.5. Derideki Alerjiler

Deri alerjileri, bir alerjinin belirtisi veya belirtisi olabilir. Ayrica bir alerjene maruz

kalmanin dogrudan sonucu olabilirler.

Ornegin, alerjiniz olan bir yemegi yemek birkag belirtiye neden olabilir. Agzimzda
ve bogazinizda karincalanma hissedebilirsiniz. Ayrica kizariklik gelisebilir [10].
Ancak kontakt dermatit, cildinizin bir alerjenle dogrudan temas etmesinin sonucudur.
Bu, temizlik iirlinii veya bitki gibi alerjiniz olan bir seye dokunursaniz olabilir. Cilt

alerjisi tiirleri sunlari igerir:



e Dokiintiiler; Cilt bolgeleri tahris olur, kizarir veya siser ve agrili veya kasintili

olabilir.
e Egzama; Cilt lekeleri iltihaplanir ve kaginabilir ve kanayabilir.

e Kontakt dermatit; Bir alerjenle temastan hemen sonra kirmizi, kasintili cilt

lekeleri olusur.
e Bogaz agrisi; Farenks veya bogaz tahris olmus veya iltihaplanmustir.

e Kurdese; Derinin ylizeyinde c¢esitli boyut ve sekillerde kirmizi, kagintili ve

kabarik kenarlar olusur.
e Sismis gozler; Gozler sulu veya kasintili olabilir ve “kabarik” goriinebilir.
e Kasinti; Deride tahris veya iltihaplanma var.

e Yanma; Cilt iltihabr ciltte rahatsizliga ve batma hissine yol acar.

2.6. Alerji Nedenleri

Arastirmacilar, normalde zararsiz bir yabanct madde viicuda girdiginde bagisiklik
sisteminin neden alerjik reaksiyona neden oldugundan tam olarak emin degiller.
Alerjilerin genetik bir bileseni vardir. Bu, ebeveynlerin onlar1 cocuklarina
aktarabilecegi anlamina gelir. Bununla birlikte, yalnizca alerjik reaksiyona genel bir
yatkinlik genetiktir. Spesifik alerjiler aktarilmaz. Ornegin, annenizin kabuklu deniz

tirlinlerine alerjisi varsa, sizin de dyle olacaginiz anlamina gelmez [11].
Yaygin Alerjen Tipleri:

e Hayvansal Uriinler: Bunlara evcil hayvan kepegi, toz akari atiklari ve
hamambdcegi dahildir.

e llaglar: Penisilin ve siilfa ilaglar1 yaygin tetikleyicilerdir.

e Besinler: Bugday, findik, siit, kabuklu deniz iiriinleri ve yumurta alerjileri
yaygindir.

e Bocek Sokmalari: Bunlara arilar, esekarisi ve sivrisinekler dahildir.

e Kiifler: Kiiften havadaki sporlar bir reaksiyonu tetikleyebilir.



e Bitkiler: Otlardan, yabani otlardan ve agaglardan gelen polenler ile zehirli
sarmagik ve zehirli mese gibi bitkilerden gelen regineler ¢ok yaygin bitki
alerjenleridir.

e Diger Alerjenler: Lateks eldivenlerde ve prezervatiflerde siklikla bulunan
lateks ve nikel gibi metaller de yaygin alerjenlerdir.

Saman nezlesi olarak da bilinen mevsimsel alerjiler, en yaygin alerjilerden

bazilaridir. Bunlara bitkiler tarafindan salinan polenler neden olur [11].

2.6.1. Alerji Mekanizmalar:

Alerjik hastaliklar yol acan alerjen maddeler hasta bireylerin viicudunda IgE
tiretilmesi sonucunda inflomasyona neden olurlar. Farkli alerjik hastaliklarda benzer
inflomasyonlar goriilebilir [12]. Atopik bireylerde meydana gelen inflomasyonlar
lenfositler, mast hiicreleri, bazofiller, eozinofiller ve nétrofillertarafindan tretilen
sitokinler, kemokinler , reaktif oksijen {riinlerinin ve lipit mediatorlerinin
saligilanmasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Mast hiicrelerinin hareketliligi, bazofil,
eozinofil ve noétrofillerin bolgeye hareket etmeleri ve IgE’ ye bagli olarak alerjik

inflomasyonlar, spesifik olarak iiretilen T lenfositleri tarafindan kontrol edilir [13].

2.7. Alerji Tam Yontemleri
2.7.1. Deri Prick Testi

Deri prick testi, bircok yaygin alerji tiiriinii dogrulayabilir. Bazi durumlarda cilt
testleri, alerjenleri dogrulamanin en dogru ve en ucuz yolu olabilir. Delinme/kazima
testi i¢in, doktor veya hemsire olasi alerjenden kiiclik bir damlay:1 deriye birakir.
Daha sonra damlanin i¢inden bir igne ile cildinizi hafifce delerler veya cizerler.
Maddeye duyarliysaniz, test bolgesinde 15 dakika i¢inde kizariklik, sisme ve kasinti
meydana gelir. Ayrica kovana benzeyen bir "kabarcik" veya yiikseltilmis, yuvarlak
bir alan da gorebilirsiniz. Genellikle, kabariklik ne kadar biiylikse, alerjene karsi

alerjiniz o kadar yiiksek olur [14-15].
Bilinmesi Gerekenler:
e Pozitif bir cilt testi sonucu tek bagina bir alerjiyi teshis etmez.

e Pozitif bir cilt testi, alerjik reaksiyonun siddetini 6ngérmez.



e Negatif bir cilt testi genellikle alerjiniz olmadigi anlamina gelir.

Sekil 2.1 Deri prick testi 6rnegi [14].

2.7.2. intradermal Test

Intradermal (deri alt1) testte, doktor veya hemsire cildin dis tabakasina az miktarda
alerjen enjekte eder. Doktor, deri prik testi gibi sonuglar i¢in belirli bir siire sonra
cildinizi kontrol eder. Doktorlar, cilt prick testi sonuglar1 negatifse ancak yine de
alerjiniz oldugundan siipheleniyorlarsa bu testi kullanabilirler. Bir doktor bu testi ilag
veya zehir alerjisini teshis etmek i¢in kullanabilir. Su anda, gida alerjisi igin

intradermal deri testi i¢in ¢ok az endikasyon vardir [16].

Sekil 2.2 Intradermal test rnegi [14].

9



2.7.3. Kan Testleri (Spesifik IgE)

Bir cilt rahatsizliginiz varsa veya cilt testini engelleyen ila¢ kullaniyorsaniz, alerjen
kan testleri kullanilabilir. Deri testini tolere edemeyen c¢ocuklar igin de

kullanilabilirler.

Doktorunuz bir kan 6rnegi alacak ve bir laboratuvara gonderecektir. Laboratuvar
alerjeni kan 6rneginize ekler ve ardindan kaninizin alerjenlere saldirmak icin tlirettigi
antikor miktarii 6lger. Bu test, Spesifik IgE (sIgE) Kan Testi olarak adlandirilir
(6nceden ve yaygin olarak RAST veya ImmunoCAP testi olarak anilirdi). Bu test,

yanlig pozitif sonu¢ oranlarin yiiksek olmasi nedeniyle iyi bir tarama testi degildir.

18].

2.7.4. Total IgE Testleri

IgE yiiksekliginin alerjik hastaliklar disinda bir¢ok klinik tabloda da goriilmesi,
semptomlardan sorumlu alerjenin belirlenmesinde diger alerji testleri ile birlikte

degerlendirilmesini gerektirmektedir [18].

2.7.4. Provakasyon Testleri

Nazal provokasyon testi, konjuktiva provokasyon testi, oral provokasyon testi ve

bronsial provokasyon testi olmak tizere dorde ayrilir [18].

2.7.4.1. Nazal Provakasyon Testleri
Alerjenler ayr1 ayr1 ve tek tek belirli araliklarla spey yada enjektdr yardimiyla nazal
mukozaya aktarilir. Duyarli olunan alerjenlerde alerjik reaksiyonlar (aksirma, burun

akintisi, oksiiriik vb.) gozlem yoluyla tespit edilir [18].

2.7.4.2. Konjuktiva Provakasyon Testi
Kuru veya sivi haldeki alerjenler ayr1 ayr ve tek tek belirli araliklarla gdzde, skleray:
kaplayan ince seffaf yapidaki konjuktiva ad1 verilen zara uygulanir. Duyarli olunan

alerjenlerdeki bulgular (kasinti, gdzyasi, kizariklik) gézlenir [18].

2.7.4.3. Oral Provakasyon Testi
Oral provokasyon testi, besin yiikleme testi olarakta adlandirilir. Besin ve ilag

alerjilerinin tespit edilmesinde altin standart kabul edilir. Teste baglanmadan 6nce
stipheli besinlerin veya ilaglarin belirli bir siire tiketilmemesi gerekir.
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Provokasyonyapilacak siipheli besin veya ilaglar en diisiikk dozdan baglanarak tek tek
artan miktarda oral yolla verilerek bulgular (bas agrisi, mide bulantis1) gozlenir [17-
18].

2.7.4.4. Bronsial Provakasyon Testi
Bronsial provokasyon testi, inhalan alerjenlere karsi duyarliligi tespit etmede

kullanilir. Provokasyon yapilacak madde gaz formunda diisiik dozdan baglanarak tek
tek artan miktarda hastaya solunum yoluyla verilir. Bronglarin daralmasi sonucunda

oksiirtik, nefes darlig1 gibi bulgular gozlenerek degerlendirma yapilir. [17-18].

2.8. Mantarlar Alemi

Mantarlar bilim adamlar1 tarafinda uzun bir siire bitkiler aleminde mycota
boliimiinde siniflandirmis daha sonra ise protista aleminde siiflandirmislardir.
Ancak beslenme tipleri, sindirim sekilleri, hiicre yapilar, iire ve biiyiime
sekillerindeki farkliliklardan dolay1 1969 yilinda Robert Whittaker tarafindan ayr1 bir
alem olarak kabul edilmislerdir [15].

Mantarlar dkaryotik hiicre yapisina sahip olmalari nedeniyle bakterilerde, heterotrof
beslenmeleri, kloroplast bulundurmamalari, hiicre duvarlarinin kitin yapida olmasi ve
depo polisakkarit olarak glikojen tasimalari nedeniyle bitkilerden, hiicre duvari
bulundurmalari, saprofit beslenen tiirlerinin olamasi ve besinlerini absorbsiyonla

almalar1 nedeniylede hayvanlardan farkli bir alemde yer almiglardir [15].

Mantarlar dogada ¢ok sayida bulunur ve oldukc¢a genis alanlara yayilmislardir.
Ekmek, portakal, domates, salca, peynir gibi besinlerin agikta birakildiginda lizerinde
gelisen kiif mantarlar1 bize mantar sporlarinin atmosferde ne kadar genis alana

yayildigini ispatlamaktadir [15].

Mantarlar heterotrof canlilardir. Ayristirict veya parazit olarak beslenirler. Ayristirict
mantarlar hiicre igerisinde trettikleri sindirim enzimlerini hiicre digina salgilayarak
tizerinde yasadiklar1 6lmiis bitki ve hayvanlarin iizerinde veya bunlarin atiklari olan
polimer maddeleri monomerlerine kadar parcalar bu sayede organik maddeleri

inorganik maddelere dontistiirerek madde dongiisiine katkida bulunur [19]

Ayristirict mantarlar ekosistemin denge kalmasinda gorev alan 6nemli canlilardir.
Parazit mantarlar ise simbiyotik birliktelik kurduklari, izerinde yasadiklar1 bitki veya
hayvanlardan saglarlar. Bu simbiyotik birliktelikte mantarlar parazit canli olarak
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adlandirilir, tizerinde yasadigi canliya ise konak adi verilir. Mantar besin ihtiyacim
konak canlidan saglar, kendisi bu birliktelikten fayda goriirken konak canli bu
birliktelikten zarar goriir [19-20]. Mantarlarin simbiyotik birlikteligine bir diger
ornekde mutualist yasam verilebilir. Mutualizmde farkli tiirdeki organizmalar
birbirlerine fayda saglayarak birlikte yasarlar. Mutualist mantarlara liken ve mikoriza
birliktelikleri 6rnek verilebilir. Mikoriza mantarlar bitki koklerinde yasarlar ve bitki
koklerinin bir uzantisi gibi bitkiye su ve mineral saglayarak bitkiye fayda saglarlar.
Bu birliktelikten bitki de mantara fotosentez sonucu lrettigi organik besinlerden
verererek mantara katki saglar. Liken birlikteligi ise mantarlar ve algler arasinda
gerceklesen simbiyotik birlikteliktir. Bu birliktelikte mantar fotosentez i¢in gerekli
olan su ve diger inorganik besinlerin topraktan alinmasini saglarken alg fotosentez
sonucu tiirettigi organik besinlerden verererek mantara katki saglar [19-20].

Bir hiicreli mantarlar olan mayalar hari¢ mantarlarda hif ad1 verilen hiicre duvariyla
sartlmis uzun ipliksi bir yapt bulunur. Hiflerin bodlmeli olan kisimlarina
septum(septa) ad1 verilir. Mantar hifleri septali yada septasiz olabilir. Bolmeli hiflere

septumlu hif, bélmesiz hiflere senositik hif ad1 verilir [21].

Hiflerden eme¢ adi verilen uzantilar olusur bu uzantilarla mantar konak canliya

tutunur ve besin ihtiyacini emegleri sayesinde konak canlidan karsilamis olur [21].

Huicre ceper

Nukleus Heicre ceperi

Septumlu hif Senositik hif

;‘éé‘?

Mantar lifi

Bitki hicresi

Bitki plazma
membran

Sekil 2.3 Mantarlarda hif yapisi ve emegler [15].
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Mantarlarin yapis1 asagidaki noktalarda aciklanabilir:

e Maya hiicreleri hari¢c hemen hemen tiim mantarlar filamentli bir yapiya

sahiptir.
e Tek hiicreli veya ¢ok hiicreli organizma olabilirler.

e Mantarlar, hif olarak bilinen uzun ipliksi yapilardan olusur. Bu hifler birlikte

miselyum ad1 verilen ag benzeri bir yap1 olusturur.
e Mantarlar, kitin ve polisakkaritlerden olusan bir hiicre duvarina sahiptir.

e Hiicre duvari, hiicre zari, sitoplazma, hiicre organelleri ve cekirdekler gibi

diger hiicre pargalarina farklilagan protoplast igerir.

e (Cekirdek, kromatin ipliklerle yogun, berraktir. Cekirdek bir niikleer zar ile

cevrilidir.
Mantarlarin Ozellikleri:
e Mantarlar 6karyotik, damarsiz, hareketsiz ve heterotrofik organizmalardir.
e Tek hiicreli veya filamentli olabilirler.
e Sporlar yoluyla ¢ogalirlar.
e Mantarlar, neslin degismesi olgusunu sergiler.
e Mantarlarda klorofil yoktur ve bu nedenle fotosentez yapamazlar.
e Mantarlar besinlerini nisasta seklinde depolar.
e Kitinin biyosentezi mantarlarda meydana gelir.
e Mantarlarin ¢ekirdekleri ¢ok kiigtiktiir.
e Mantarlarin embriyonik asamasi yoktur. Sporlardan gelisirler.
e Ureme sekli eseyli veya eseysizdir.

e Bazi mantarlar parazitiktir ve konak¢iy1 enfekte edebilir.
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e Mantarlar, mantarlarda cinsel liremeye yol acan feromon adi verilen bir

kimyasal {iretir.
o  Ornekler arasinda mantarlar, kiifler, maya sayilabilir [19-20-21].

2.8.1. Mantarlarin Siniflandirilmasi

Mantarlar alemi farkli modlara gore siiflandirilir. Mantarlarin farkli siniflandirmasi

asagidaki gibidir:

1. Beslenme sekline gore: Beslenme temelinde, mantarlar alemi 3 gruba

ayrilabilir.

e Saprofitik - Mantarlar besinlerini 6lii organik maddelerle beslenerek

elde ederler. Ornekler: Rhizopus, Penicillium ve Aspergillus.

e Parazitik — Mantarlar beslenmelerini diger canli organizmalar (bitkiler
veya hayvanlar) iizerinde yasayarak elde ederler ve konakgilarindan

besinleri emerler. Ornekler: Taphrina ve Puccinia.

e Simbiyotik - Bu mantarlar, her ikisinin de karsilikli olarak
yararlandig1 diger tiirlerle birbirine bagh bir iliski iliskisi kurarak
yasar. Ornekler: Likenler ve mikoriza. Likenler, algler ve mantarlar
arasindaki simbiyotik birlikteliktir. Burada hem alglerden hem de
mantarlardan karsilikli olarak yararlanilir, ¢linkii mantarlar algler i¢in
barmak saglar ve ters alg sentezinde mantarlar i¢in karbonhidratlar

saglar.

2. Spor Olusumuna Gore: Mantarlar alemi, sporlarin olusumuna gore asagidaki

sekilde siiflandirilir:

e Zigomycetes - Bunlar iki farkli hiicrenin birlesmesi ile olusur. Cinsel
sporlar ~ zigosporlar  olarak  bilinirken,  aseksiiel  sporlar

sporangiosporlar olarak bilinir. Hifler septa igermez.

e Ascomycetes - Ayrica kese mantarlar1 olarak da adlandirilirlar.
Koprofil, ayristirici, parazit veya saprofit olabilirler. Cinsel sporlara
askospor denir. Eseysiz iireme, konidiosporlar tarafindan gerceklesir.

Ornek — Saccharomyces
14



e Basidiomycetes — Mantarlar en yaygin bulunan basidiomycetes'tir ve
cogunlukla parazit olarak yasarlar. Eseyli iireme, basidiosporlar
tarafindan gerceklesir. Eseysiz lireme, konidia, tomurcuklanma veya

parcalanma ile gerceklesir. Ornek — Agaricus

e Deuteromycetes — Diger mantarlar gibi diizenli lireme dongiisiinii
takip etmedikleri i¢in kusurlu mantarlar olarak adlandirilirlar. Cinsel
olarak iiremezler. Eseysiz iireme konidia ile gergeklesir. Ornek —

Trikoderma [19-20-21].

2.8.2. Mantarlarda Ureme

Mantarlar eseyli ve/veya eseysiz olarak ¢ogalirlar. Bazi mantarlar hem eseyli hem de
eseysiz olarak lirerken, baz1 mantarlar ise sadece eseysiz (mitoz yoluyla) cogalir.

Hem eseyli hem de eseysiz iiremede mantarlar, ana organizmadan ya riizgarla
stiziilerek ya da bir hayvan vasistasi ile dagilan sporlar iiretir. Mantar sporlart bitki
tohumlarindan daha kiigiik ve hafiftir. Dev kabarik mantarlar patlayarak acilir ve
trilyonlarca sporu serbest birakir. Serbest birakilan cok sayida spor, biiyiimeyi
destekleyecek bir ortama ulagsma firsat1 yakalar [22-23].

Sekil 2.4 Spordan, jerm tiipii olusumu.

2.8.2.1. Aseksiiel Sporlar
Mantarlar parcalanarak, tomurcuklanarak veya spor iireterek eseysiz olarak

cogalirlar. Hif parcalari yeni koloniler tiretebilir. Misel parcalanmasi, bir mantar
miselyumunun parcalara ayrildigi ve her bir bilesenin ayr:t bir miselyuma
dontistiigiinde meydana gelir. Mayada bulunan somatik hiicreler tomurcuklar
olusturur. Tomurcuklanma sirasinda (bir tiir sitokinez), hiicrenin yaninda bir siskinlik
olusur, ¢ekirdek mitotik olarak boliiniir ve tomurcuk sonunda kendini ana hiicreden
ayirir. Eseysiz liremenin en yaygin sekli, yalnizca bir disi mantarla tarafindan (mitoz
yoluyla) tiretilen ve genetik olarak o mantarla ayni olan aseksiiel sporlarin olusumu

yoluyla gerceklesir. Sporlar, mantarlarin dagilimlarin1 genisletmesine ve yeni
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ortamlar1 kolonize etmesine izin verir. Ana tallustan, sporangium adi verilen 6zel bir

tireme kesesinin diginda veya i¢inde salinabilirler [22-23].

Birgok aseksiiel spor tiirii vardir. Konidiosporlar, dogrudan hifin ucundan veya
yanindan salinan tek hiicreli veya ¢ok hiicreli sporlardir. Diger asekstiel sporlar, spor
olarak salinan hiicreleri olusturmak i¢in bir hifin parcalanmasindan kaynaklanir;
bunlardan bazilari pargay1 ¢evreleyen kalin bir duvara sahiptir. Digerleri vejetatif ana

hiicreden tomurcuklanir. Sporangiosporlar bir sporangiumda tiretilir [22-23].

Sekil 2.5 Bir sporangiumdan sporlarin salinmasi [15].

1. Arthrosporlar:  Artrosporlar, mantar misellerinin pargalanmast  veya
dezartikiilasyonu ile olusan c¢ok ilkel bir spor tiirtidiir. Geotricum ve
Trichosporon cinsleri gibi bir¢ok maya benzeri mantar artrosporlar olusturur.
Bu organizmalar, kesin tanimlama i¢in bir dizi biyokimyasal test gerektirir.
Birgok mikrofungus (6rnegin dermatofitler), morfolojik olarak farkli
sporlarin yani sira artrosporlar da dahil olmak {izere birden fazla spor tiirii
olusturur. Diger mikrofunguslar yalnizca artrosporlar olustururlar, ancak
benzersiz olan mekanizmalara veya diger yapisal morfolojilere sahiptirler.
Basidiomycetlerin (mantarlarin) cogu, misel fazlarinin bir parcasit olarak
artrosporlar olusturur; bu artrosporlar ayirt edici degildir ve g¢ogunlukla
tanimlamada yardimci degildir. Hava miselleri ve birgok artrospor ile izole
edilen koloniler, biiylik olasilikla mantarlardan filizlenen basidiosporlarin

sonucudur[22-23].
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Sekil 2.6 Arthrospor olusumu [22].

2. Blastosporlar: Ipliksi Ascomycetes mantarlarinda, mayalarda ve maya
benzeri koloni olusturan mantarlar, minik tomurcuklar ile farkli yerlerde hif
olustururlar . Genellikle birden fazla kiiciik tomurcuklar (blastosporlar) gelisir
ve biiyiir. Daha sonar bagimsiz hale gelir ve olgunlasirlar [22-24].

3. Klamidiosporlar: Hiflerdeki bazi hiicreler biiyiir, gelisir, kenar (hiicre duvari)
kalinlasir ve protoplazma, klamidosporlar1 olusturmak iizere konsantre hale
gelir. Kalin hiicre duvan ile cevrili sporlar g¢evreye karsi dayaniklidir
(mekanik, fiziksel ve kimyasal faktorler). Hiflerin ortasinda, klamidosporlar
olusabilir [22-24].

4. Konidiosporlar: ipliksi Ascomycetes ve birka¢ Deuteromycetes (Fungi
imperfecti) mantarlarda goriiliirler. Sporlar (conidia), 6zel lireme organlarinin
yaninda ve sonunda ortaya c¢ikar. Bu hifler, hava hiflerinin degistirilmesi ve
farklilagmasiyla olusur. Bazi sporlar dogrudan verimli hiflerde olusur. Kisa
bir sterigmata (Sporotrichum) iizerinde bagka sporlar da olusabilir.
Dermatofitlerde (Microsporum, Trichopyton ) ayni hif iizerinde 2 farkh
conidium bulunur. Tek hiicre tipleri hiflerin farkli yerlerinde lokalize olup
kiiciik, oval, kiiresel sekilli olabilir (mikrokonidyum). Cok hiicreli hiicre
tipleri ayn1 zamanda limon veya puro seklinde olan biiyiik sporlardir
(makrokonidium) ve bu sporlar birden fazla hiicreye ayrilir. Conidiumlar
kiiresel, yuvarlak, mekik veya sise gibi sekilli, biiyiik veya kii¢lik boyutludur.
Boyut, sekil, dizilis ve diger morfolojik 6zellikler Konidiosporlarin 6zellikleri
mantar tlirlerini ayirt etmek i¢in kullanilir (Aspergillus, Penicillium ve
Hormodendrum ) [22-24].
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Sekil 2.7 Konidiosporlar [15].

Sekil 2.8 A) Mikrokonidum, B) Makroconidium [22].

Sekil 2.9 Cesitli asekstiel sporlar. A) KonidiosporB) Blastospor C)
Klamidiospor [22].
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5. Sporangiosporlar: Phycomycetes mantarlarinda gozlenir. Bu  sporlar
(sporangiospore) biiyiik ve kiiresel sekilli 6zel hiflerin sonunda yerlesmistir.
Sporlar genellikle dehidre sekilde ve kenarlar1 kalindir. Kolumella
desteklemek i¢in sporangiumlarin dibinde bulunur. Bu sporangiumlar
patladiginda sporlar ortaya ¢ikar. En uygun ¢evresel kosullar kendi mantar

tiirlerini olusturmak igin bu sporlarin ¢gimlenmesine yol acar [22-24].
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Sekil 2.10 Rhizopus nigricans ‘da sporangiofor ve sporangiumlar [22].

2.8.2.2. Seksiiel Sporlar

Eseyli tireme, bir mantar popiilasyonuna genetik cesitlilik getirir. Mantarlarda, cinsel
tireme genellikle olumsuz cevresel kosullara tepki olarak meydana gelir. iki ¢iftlesme
tipi Uretilir. Ayn1 miselyumda her iki ciftlesme tiirii de bulundugunda, buna
homotalik denir. Heterotalik misel, cinsel olarak tiremek igin iki farkli, ancak uyumlu

misel gerektirir [22-23].

Mantarlar cinsel iiremesinde birgok varyasyon olmasina ragmen, hepsi agagidaki i
samay1 igerir. Ilk olarak, plazmogami sirasinda (sitoplazmanin birlesmesi), iki
haploid hiicre birlesir ve iki haploid ¢ekirdegin tek bir hiicrede bir arada bulundugu
dikaryotik bir asamaya yol agar. Karyogami (niikleer birlesme) sirasinda, haploid
cekirdekler diploid bir zigot c¢ekirdegi olusturmak igin birlesir. Son olarak, mayoz
boliinme, icinde farkl ¢iftlesme tiirlerinde gametlerin iretildigi gametangia (tekil,

gametangium) organlarinda gergeklesir. Bu asamada sporlar ¢evreye yayilir [22-23].
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Sekil 2.12 Askospor formasyon agamalari [22].

Basidiosporlar : Basidiumun her hiicresinde sterigma {izerinde basidiosporlar olusur.
Sporlar, olgunlukta sterigmadan birka¢ santimetre uzakta aktif olarak bosaltilir
Basidiosporlar kiiciik, 7,6 x 6 um (D. L. Uzun, kisisel iletisim), hiyalin ve oval
sekillidir. Teliospor nemlendikten sonra 20-25 dakika i¢inde gelisebilir ve salinirlar
[123]. Ancak bazi canli teliosporlar 3-6 giin veya daha uzun siire ¢imlenmeyebilir
[1232]. Alternatif 1slatma ve kurutma, dondurma ve ¢ézme teliospor ¢imlenmesini
indiiklemeye yardime1 olabilir. Basidiosporlar, alternatif konakg¢iya, duyarli Berberis
ve Mahonia tiirlerine riizgarla tasinir, ancak nadiren kaynaktan 180 ila 270 m'den
daha fazla uzakta enfeksiyona neden olur. Basidiosporlar kisa omiirliidiir, ideal
kosullar altinda sadece birkag saat hayatta kalirlar. Bu nedenle, basidiosporlar, bir
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enfeksiyonun gelistigi ve dogrudan epidermal hiicre duvarina niifuz ettigi bir
terminal apressorium'lu bir germ tiipii treterek hizla filizlenir. Meyvelerde,
govdelerde ve diger bitki ylizeylerinde enfeksiyonlar meydana gelmesine ragmen,
enfeksiyonlarin ¢ogu iist yaprak ylizeyinde meydana gelir. Duyarli c¢esitlerin
yapraklari, yaprak tomurcugu acildiktan yaklasik 2!, hafta sonra penetrasyona
direngli hale gelir [22-23].

Sekil 2.13 Basidiospor formasyon agamalari [38].

Phycomcetes mantarlarinda basidiospor tarafindan etkilenmesinden yaklasik 5 giin
sonra, piknia gelisiminin ilk belirtileri gorliniir hale gelir (Cotter,1932).
ETkilenmeden 7-1 4 giin sonra, kiigiik, 1,6 x 3,6 ut (D. L. Long, kisisel iletisim),
haploid, tek hiicreli pikniyosporlar piknial aciklikta viskoz bir sivi olusur.
Pikniyospor gamet olarak islev goriir ve diger gamet olarak islev gdren alici hifa ile
birlesir. Dollenmeyi gergeklestirmek i¢in pikniyosporlar farkl bir ¢iftlesme tipindeki
bir piknianin alici hifasina aktarilmalidir. Pikniyosporlarin bu transferi, muhtemelen
sporlarin  siispansiyon halinde oldugu siviya c¢ekilen bdcekler tarafindan

gergeklestirilir [22-23].
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Sekil 2.14 Saprolagnia mantarlarinda oogonium ve oospor olusumu [22].

Saprolegnia mantarlarinda, ayn1 mantar lzerindeki gametlerden erkek gamet
flament6z yapidadir ve baska bir hifadan merkez alir. Oval bigimdeki oogoniuma
uzanir ve fertilizasyon tlipi yardimiyla birlesme gerceklesir ve boylece oosporlar
olusur. Saprolegnia mantar tiirlerinde gametler ayn1 mantar {lizerindeki hifalardan
kaynaklanmasina (homotallik) karsin, bazi mantarlarda, gametler farkli mantarlara
ait hifalar tizerinde bulunurlar (heterotallik) [22-23].

2.8.3. Alerjik Hastahklarda Mantarlarin Rolleri

Biyoaerosoliin biiylik kismi1 mantarlardir, 6zellikle yaygin aeroalerjenlere ait olan
filamentli mantarlardir. Dis ortamda alerjenik mantarlar Cladosporium, Alternaria,
Botrytis, Epicoccum, Fusarium, Aspergillus ve Penicillium cinslerini igerir. Toprak,
en yogun mantarlarin bitki ve hayvan kalintilarim1 kullandigi yerdir. Birgok tiir,
gesitli tiirlerin 6zel patojenleridir. Ekinler, siis bitkileri, meyve ve sebzeler. Bazi
ekonomik ac¢idan Onemli bitkilerin hastaliklarina neden olurlar. En iyi 6-35°C

sicaklikta gelisirler ve yiiksek neme ihtiyag duyarlar (%70'in tizerinde) [26].

Ic mekanlarin hava boslugunda yil boyunca mantarlarinn alerjenleri bulunur.
Bazilarinda havadaki sporlarin sayis1 metrekiip basmma 2500001 gegebilir.
Gelisimeleri, 1518a, riizgar gegirmezlige, zayif smirli havalandirma kosullarina ve
yiiksek neme gore artabilir Insanlar havuzlarda ve saunalarda da alerjenlere maruz
kalmaktadir. Kiif olusumu genellikle 1slak odalarda bulunur. Duvar kagidi veya
fayanslar arasindaki haglarda bulunabilirler. Karakteristik mantarlarin ugucu
metabolitlerinin neden oldugu kiif kokusu havaya salinmasi, énemli bir istilanin
kanitidir [26]. Potansiyel i¢ mekan kirliligi kaynaklar1 arasinda yemek pisirme, sigara
icme, vakumlama veya siipiirme gibi ev isleri de yer alir. Alternaria, Aspergillus,
Botrytis, Cladosporium, Scopulariopsis ve Penicillium cinslerinin mantar sporlari
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biyoaerosoliin bir kismi bakkaliye, ¢igek, toz, hali, ahsap malzeme ve mobilyalardan
salinabilir [22].

Evde bitkilerin bulunmasi, Ornegin  Aspergillus gibi havadaki mantar
konsantrasyonunu da artirabilir. Sporlar genellikle saksi bitkilerinin topraginda
bulunur. Kiiflere sadece konutlarda rastlanmaz. Bazi meslekler yiiksek diizeyde kiif
sporlarina maruz kalir. Gida endiistrisi ¢alisanlar1 (6rnegin firincilar, degirmenciler,
gida endiistrisindeki isciler) kiiflii ortamda calisbaya maruz kalabilen insanlar
arasinda yer alir. Kiiflerle temasa maruz kalan profesyonel gruplar sunlari igerir:

ciftgiler, bahgivanlar, atik isleyen isgiler ve kereste fabrikasi isgileri [22-27].

Gelismis {ilkelerde genel popiilasyonun yaklagik %2-6'sinin mantarlara alerjisi
oldugu tahmin edilmektedir. En ¢ok Alternaria, Cladosporium, Aspergillus,
Penicillium ve Fusarium cinslerine duyarlilik saptanir. Alerjik mantarlara genellikle
tip | asir1 duyarlilik olarak goriiniir. Atopik duyarlilik durumunda, astim, rinit veya
konjonktivit olarak kendini gosterir. Bazen Candida ve Aspergillustan tip II asiri
duyarlilik reaksiyonuna sebep olabilir. hiicre duvarinin mannan-polisakkaritine yanit
Candida ve Aspergillustan. Tip III asir1 duyarliligin 6rnegi ise, alerjik alveolit ve
bronkopulmoner aspergillozdir [22-27].

2.8.4. Solunum Sistemine Etkileri

Mantar iiriinlerine maruz kalma 6nemli olgiide agik havada gergeklessede, belirli
kosullar altinda i¢ mekanlarda da ortaya c¢ikabilir. Genellikle rutubetli evlerde mantar
metabolitleri, ozellikle proteazlar ve ugucu organik bilesenler araciligiyla alerjik
reaksiyonlara benzer dogal bir doku tepkisi olusabilir. Bu aero-irritan etkilerin
spesifik IgE duyarlilagsmas1 veya diger nedenlerin sebep olup olmadigi net degildir

[28].

Parcalanmamis polen taneleri burun mukozasinda kalma egilimindeyken mantar
sporlar1 alt solunum yollarina ulaGarak kronik pulmoner inflamasyon ve astimi

tetiklemesi olasidir [29].
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Sekil 2.15 Polen ve spor biiyiikliigiine bagli olarak gelisen rahatsizliklar.
[30].

2.8.5. Mantar Maruziyetine Duyarhilik Reaksiyonlari

Mantarlar insanlarda bir¢cok farkli alerjik hastaliklara neden olabilir (Tablo2.1).
Duyarli kisilerde mantar sporlari, vejetatif hiicreleri ve metabolitleri agir1 duyarlilik

reaksiyonlarina yol agmabilmektedir [29].
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Tablo 2.1 Siklikla karsilagilan alerjenik mantarlarin, yayginliklari ve habitatlar

Asir1 Duyarlilik Hastaligi

Mantarlar (Cins ve/veya Tiirleri)

Agaricus, Alternaria, Aspergillus, Aureobasidium,
Bipolaris, Botrytis, Chaetomium, Cladosporium,

Alerjik Rinit Curvularia, Drechslera, Epicoccum, Fusarium,
ve Astim Ganoderma, Mucor, Penicillium, Phoma,
Stemphylium,
Trichophyton
Alerjik Aspergillus fumigatus, Bipolaris, Candida
albicans,
Bror'&(;)ifouzllr;]roner Curvularia, Geotrichum

Alerjik Mantar
Sintiziti

Alternaria, Aspergillus, Bipolaris, Curvularia,
Cladosporium, Drechslera, Fusarium,
Penicillium

Atopik Dermatit

Candida albicans, Cryptococcus diffluens,
Cryptococcus
liquefaciens, Malassezia (Pityrosporum)

Asirt Duyarlilik
Pnémoniti
(Ekstrinsik Alerjik
Alveolit)

Alternaria, Aspergillus, Aureobasidium pullulans,
Botrytis
cinerea, Cryptostroma corticale, Mucor stolonifer,
Penicillium, Rhodotorula, Trichosporon, various
basidiomycetes (Lentinula edodes, Pleurotus
pulmonarius)

Dermatofitoz

Trichophyton, Epidermophyton floccosum,
Microsporum canis

2.9. B. fuckeliana Hakkinda Genel Bilgiler

Botrytis cinsi  mantarlar,
Sclerotiniaceae familyasina aittir [31]. B. fuckeliana Pers.: Fr. [anamorph: Botrytis
cinerea (de Bary) Whetz.] parazitik ve saprofitik olarak, farkli toprak ve iklim
kosullarina dayanikli, konuk¢u dizisi genis 6nemli bir mantardir [32]. B. fuckeliana
konidileri, sera igerisinde olusan anlik sicaklik yiikselisleri sonucu artan nem ile
birlikte ortama hizla yayilabilmektedir. Duyarli gesitlerde konidiler, ortalama 15-
25°C sicaklik ve %90-95 nemde birkag saat icinde hiflerini olusturarak, gri-
kahverengi konidiofor ve konidileri bulunduran, genis ve diizensiz sinirlar1 olan

lezyonlara sebep olmaktadir [33]. Botrytis cinsi funguslar diisiik sicaklikta saklanan

Ascomycota subesine bagli Helotiales takima,
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meyve ve sebzelerde de enfekte olabilmektedir. B. fuckeliana infekte ettigi bitkiye
gore genellikle gigek yanikligi, meyve ciirikligi, govde ve dal ¢iiriikliigii, yaprak
lekeleri, kok ¢liriikliigii ve yumusak ¢tirtikliik gibi olusumlar sergilemektedir [34].

B. fuckeliana toprakta bitki kalintilarinda sklerot formunda kis mevsimini
gecirmektedir. B. fuckeliana’nin olusturdugu sklerotlar toprakta 7-8 yil canhi
kalabilmekte, apotheciumdan askospor veya miselyumdan konidiospor iireterek

primer infeksiyonu gergeklestirmektedir [35].
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Sekil 2.16 Havadaki tiim mantarlarin (siyah ¢ubuklar) yiizdesinde dis mekan
Botryotina'nin yayginligi [36].

2.9.1. B. fuckeliana Alerji iliskisi

Mantarlarin neden oldugu alerji ve astim uzun yillardir bilinmektedir. Alerji ve
astimla baglantili olarak, arastirilan tipik mantar tiirleri Cladosporium, Alter-naria,
Aspergillus ve Penicillium'dur, ¢iinkii muhtemelen bunlar ortam havasinda ¢ok
siklikla en yaygin tiirlerdir. Bununla birlikte, tiir ¢esitliligi, hem en yaygin 2-4 cins
icinde hem de daha az yaygin olan cinslerde oldukga yiiksek olabilir. Lugauskas ve
ark. , 6rnegin, i¢ mekanlarda mantar bilesimini arastirirken 359 tiir igeren 100 cins
buldu. Ayrica, birgok ¢alisma gostermektedir ki en az 80 cins mantar tiirii alerjenik
potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. Ortam havasinda bulunan bu mantarlardan

biri de B. fuckeliana'dir [37].
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BOLUM 111
MATERYAL METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Materyaller

e Etanol (%96 Merck, Almanya)

e Fenol (Sigma, ABD)

e Fosfat Tamponlu Salin (Oxoid, Ingiltere)
e Kloroform (Merck, Almanya)

e Metanol (Sigma, ABD)

e Aseton (Merck, Almanya)

e Trikloroasetik Asit (ISO LAB, Almanya)
e (- mercaptoetanol (Merck, Almanya)

e Polivinilpolipirolidon (Sigma, ABD)

e SDS (Merck, Almanya)

3.1.2. Calismada Kullanilan Cihazlar

e Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD)

e Vorteks (Velp Scientifica, Italya)

e Buzdolab1 (Vestel, Tiirkiye)

e Hassas Terazi (Denver Instrument, Precissa, Isvicre)
e Otoklav (HMC Hiroyama, Japonya)

e Etiiv (Selekta, Ispanya)

e Saf Su Cihazi (Merck, Almanya)

e Pasteur Pipet Tabancasi (Capp Aid, Danimarka)

e Otomatik Pipet (Eppendorf, Research Plus, Almanya)
e Liyofilizator (Labconco, ABD)
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e Nikon TS100 mikroskop (Nikon Japonya)

3.1.3. Calismada Kullanilan Soliisyonlar

e Bikinkoninik Asit (BCA, Serva, Almanya)
e Bovine Serum Albumin (BSA, Serva, Almanya)

e Fosfat Tamponlu Salin (Oxoid Ingiltere)

3.1.4. Kullanmilan Besiyerleri

3.1.4.1. Potato Dextrose Agar (PDA)
B. fuckeliana kiiltiirlerini olusturmak ve sonraki calismalar i¢in stok hazirlamak

amaciyla kullanilmistir.

Ticari olarak elde edilen PDA 15 g tartilarak 0.5 L distile su igerisinde ¢oziilerek
121°C“de 15 dk otoklavda steril edilmistir.

3.1.4.2. Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
PDA besiyerine ek olarak SDA besiyerinde de kiiltlirii olusturularak farkli

besiyerlerinde B. fuckeliana kiiltiirleri incelenmis ve en verimlileri kullanilmustir.

3.1.4.3. Kanh Agar
Hazirlanan mantar ekstrelerinin sterilite kontrolleri kanli agar iizerine yapilan

ekimler ile belirlenmistir.

3.2. Metod
3.2.1. Botryotinia Fuckeliana Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan mantar Ornekleri ticari olarak satin alinmis ve
laboratuvarimizda ¢ogaltilmistir. PDA besiyerinde yetistirilen B. fuckeliana
+25°C'de 7-14 giin inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 B. fuckeliana’nin PDA besiyerindeki hif yapisi

3.2.2. B. fuckeliana Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Miseller doner bir calkalayicida 24 saat %70°lik etanol i¢inde c¢alkalanmasinin
ardindan kurutma kagidi tlizerine alinarak 24 saat boyunca iyice kurutulmustur.
Kurutulmus mantar miselleri sivi azot igerisinde havaneli yardimi ile toz haline
getirilmistir. Toz haline getirilen mantar ornekleri kullanilincaya kadar +4°C* de

saklanmistir.

3.2.3. B. fuckeliana Etanol Ekstresi

Miseller doner bir calkalayicida 24 saat etanol icinde calkalanmasinin ardindan

kurutma kagidi tizerine alinarak 24 saat boyunca kurutmaya birakilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Kurutmaya birakilan miseller.

Kurutulmus mantar miselleri sivi azot igerisinde havaneli yardimi ile toz haline
getirilmistir. Tozlar koruyucu olarak %0,4 (a/h) fenol kristalleri iceren 1:50 (a/h)
fosfat tamponlu salin (PBS) pH:8 igerisinde +4 °C‘de 72 saat ¢alkalanmistir. 15.000
rpm‘de 30 dk satrifiijleme isleminin ardindan siipernatant +4°C*de % 25 PBS‘e kars1
6 saat boyunca diyaliz edilmistir. Bir 6rnek diyalize tabi tutulmadan liyofilize
edilmistir ve diger 6rnek gece boyunca ¢ift damitilmis suya karsi tekrar diyalize tabi

tutulan ekstreler liyofilize edilmistir (Sekil 3.3).

3.2.4. B. fuckeliana Kloroform-Metanol Ekstresi

Miseller doner bir calkalayicida 24 saat kloroform ve metanol (2:1) (h/h) iginde
calkalanmasinin ardindan kurutma kagidi lizerine alinarak 24 saat boyunca iyice
kurutulmustur. Kurutulmus mantar miselleri siv1 azot igerisinde havaneli yardimi ile
toz haline getirilmistir. Tozlar koruyucu olarak %0,4 (a/h) fenol kristalleri iceren
1:50 (a/h) fosfat tamponlu salin (PBS) pH:8 icerisinde +4°C‘de 72 saat
calkalanmigtir. 15.000 rpm‘de 30 dk satrifiijleme isleminin ardindan silipernatant
+4°C‘de % 25 PBS‘e kars1 6 saat boyunca diyaliz edilmistir. Gece boyunca gift

damitilmis suya karsi tekrar diyalize tabi tutulan ekstreler liyofilize edilmistir.
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Sekil 3.3 B. fuckeliana ekstrelerinin liyofilizasyonu

3.2.5. B. fuckeliana Etken Maddelerinin Ekstre Edilmesi

Diyalizin ardindan liyofilize edilen numunelerin etken maddelerinin ekstre
edilmesinde Ziwei Li ve arkadaglarinin (2018) tarif ettigi ekstraksiyon yontemi
kullanilmistir [38].

* %100°liik aseton

* %10‘luk TCA

* %2°lik B mercaptoetanol

* %1°lik PVPP

icerisinde 30 dakika oda 1sisinda muamele edilen miseller -20°C‘de 1 gece
bekletilmistir. 13000 rpm‘de +4°C‘de 20 dakika santrifiijiin ardindan siipernatant
atilmistir. Pelet tizerine %80°lik aseton eklenerek her defasinda aseton yenilenerek
+4°C*de 13000 rpm‘de 20 dakika 7 kez santrifiij edilmistir. Siipernatant atilarak
kalan asetonun kurumasi beklenmistir. Elde edilen ekstreler 1:1 oraninda PBS ve %5

SDS igerisinde 6ziimlenerek protein konsantrasyonlari belirlenmistir.
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Sekil 3.4 Diyaliz Asamasi

3.2.6. Toplam Protein Konsantrasyonun Belirlenmesi

Mantar ekstraktlariin toplam protein konsantrasyonu, bisinkonik asit (BCA)
yontemi kullanilarak yapilmistir. Protein konsantrasyonunu belirlemek igin ticari
olarak satin aliman BCA Macro Assay Kit (Serva Electrophoresis GmbH)
kullanilmistir. Uretici tarafindan 6nerilen protokol izlenerek BCA analizi yapildi

[40].

3.2.6.1. BCA Yontemi
Mantar ekstrelerinin total protein konsantrasyonlarinin belirlenmesinde  BCA

yontemi kullanilmistir. Total protein konsantrasyonu BCA Macro Assay Kit (Serva
Electrophoresis GmbH) kullanilarak tiretici firmanin 6nerdigi protokole uygun olarak

calisilmigtir.
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BOLUM IV
BULGULAR

4.1 Bulgular

Sekil 4.1 Domates iizerinde gelisen B. fuckeliana.
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b. 2
Sekil 4.2 B. fuckeliana’nin mikroskop altindaki goriintiileri. a) Direkt olarak
toplanmis b) Serum fizyolojik ile seyreltilmis.

4.2 Protein Konsantrasyonlari

Uc farkli ekstraksiyon ydntemi ile hazirlanan mantar ekstrelerinin protein
konsantrasyonlarint belirlenmesinde BCA protein yontemi kullanilmigtir. BCA kiti

protokoliine gore ¢alisilan B. Fucekeliana 6rneklerine ait protein miktarlar1 asagida
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gosterilmistir (Tablo 3.1). Elde edilen daha 6nce yapilan c¢alismalarda belirtilen
protein miktar referans alinarak degerlendirilmistir [40].

Miktar1 bilinmeyen numunenin toplam protein miktart BCA Protein Macro Assay
Kit (Serva Electrophoresis GmbH) ile yapilmistir. Standart sigir albiiminin 0, 25,
125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 pg/mL derisimlerinde standart grafik
olusturulmustur. Derisimi bilinmeyen 6rnegin absorbansi, elde edilen lineer grafik ve
dogru denklemi kullanilarak protein miktar1 belirlenmistir. Calismamizda elde edilen

protein konsantrasyonu 0.660 mg/mL oldugu belirlenmistir.

1,4 ~

1,2 -

y =0,0006x + 0,0197

0,2

0 500 1000 1500 2000 2500
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.3 Protein standart grafigi. Sigir Serum Albumin (—Bovine SerumAlbumin,
BSA) kullamilarak olusturulmustur (R* = 0,9959).

Calisgmamizda alerjenik mantarlardan B. fuckeliana'nin proteinleri 3 farkli
ekstraksiyon protokolii ile ekstrakte edilmistir. Ekstrakte edilen protein miktar1 BCA
yontemi ile dl¢lilmiistiir. Calismada etanol kullanilarak hazirlanan mantar ekstraktlari
ilk olarak diyalize tabi tutularak ekstrakte edilen mantar Orneklerinin protein
konsantrasyonu 447,6 upg/mL olarak belirlenmistir. Diyalize tabi tutulmadan
ekstrakte edilen mantar drneklerinin protein konsantrasyonu ise 359,3 pug/mL olarak
belirlenmistir. Kloroform-metanol kullanilan protokolde protein miktar1 0.660 pg/mL
olarak belirlenmistir. Kloroform-metanol ekstraksiyonunda onceki ¢alismalarda

belirtilen protein miktari ile benzer sonuglar elde edilmistir [40].
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Tablo 4.1 BCA testi ile Olgiilen B. fuckeliana oziitlerinin ve referans alinan
calismanin toplam protein konsantrasyonu degerleri.
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Sekil 4.4 B. fuckeliana ekstraktlarinin BCA testi ile dl¢iilen toplam protein
konsantrasyon grafigi.
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BOLUM V
TARTISMA VE SONUCLAR

Mantarlar alemi, canlilar arasinda yaklasik yiiz binden fazla tiir ¢esitliligi ile 6nemli
bir yer kaplamaktadir. Habitatlar1 olduk¢a genis olup toprak, su, hava, canlilarin
lizerinde yasayabilen bir canli grubudur. Cogu ekosistemde, oOzellikle madde
dongiisiinde 6nemli role sahip iken bir kismi bitki, hayvan ve insanlarda patojen
Ozellige sahiptirler. Bununla beraber sporla c¢ogalmalari ve bunlarin atmosfere
karisabilme 6zelligi ile alerjen potansiyelleri yiiksek canli gruplaridir. Bu nedenle

alerjen etkenler arasinda olup olmadig testlerle saptanmasi 6nem tasimaktadir.

Alerjik hastaliklarin giin gectikce artmasi bolgesel beslenme farkliligina gore
degisebilmektedir. Beslenmedeki degisimler oOzellikle fast food gibi veya gida
koruyucu igeren besinlerin tiiketilmesiyle olmaktadir. Bunun yam sira teknolojinin
gelismesi ile de atmosfer kompozisyonun degisimi ve dolayisiyla insanlarin daha

alerjen biinyeye sahip olmalarina sebep olmaktadir.

Alerjen yapidaki maddelerin viicuda girisleri farkl: yollar ile olmaktadir. Dogrudan
viicut yiizeyine temas ederek deri yolu ile olabilecegi gibi solunan hava ile solunum
sistemi lizerinde de etkili olabilmektedirler. Ayrica gidalarin tiikketilmesi ile sindirim
kanali ile de alerjenlerin viicuda girisleri miimkiindiir [42].

Kiif mantarlar1 sporlarinin genis yayilim alanina sahip olmasi sebebiyle ev i¢i ve agik
alanlarda siklikla rastlanilmaktadir. Kiif mantar1 sporlar1 alerjik rinit ve astim
semptomlarinin gelismesinde onemli rollere sahiplerdir. Bu sebeple dis ortamda
bulunan aeroallerjenlerin daha sik vakit gecirilen bina iclerine taginmasi ve bu
alanlarda kiif kolonizasyonlarint 6nlemek, saglikli yagam alanlart olusturulmast igin

son derece dnemlidir [41].

Gerek diinyada gerekse iilkemizde alerji tanist icin cesitli testler kullanilmaktadir.
Bunlarin biiyiikk c¢ogunlugu alerjen temelli yontemlerdir. Dolayisiyla alerjen

izolasyonu ve tespiti saglik agisindan oldukga biiyiik bir 6neme sahiptir.
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Calismamizda alerjen potansiyele sahip olan B. fuckeliana’ya ait alerjen potansiyeli

olabilecek total proteinleri elde edilerek saflastirilmast amaglanmustir.

B. fuckeliana’nin suana kadar herhangi bir alerjeni karakterize edilmemistir. Ancak
B. fuckeliana aspartik proteaz aktivitesine sahiptir ve bu diger yaygin alerji kaynagi
olan mantarlarda bir alerjik sebep olarak goriilmektedir. Bununla birlikte B.
fuckeliana’nin hiicre duvarindaki kitin de alerjen kaynagi olarak bilinmektedir. Son
yillarda artan c¢aligmalarla birlikte B. fuckeliana potansiyel alerjen olarak
goriilmektedir ve alerjen panellerinde yer almasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Ulkemizde neredeyse tiim alerji tam1 materyalleri yurt disindan temin edildigi
bilinmektedir. Alerjen proteinlerin izolasyon ve saflastirma tekniklerinin optimize
edilmesi, potansiyel alerji test materyallerinin {lilkemizde {iretilebilmesi agisindan
olduk¢a onemlidir. Calismamiz bu agidan alerji test materyali eldesi i¢in temel bir

arastirma olup sonrasinda kullanilabilecek 6nemli verileri sunacak niteliktedir.

Standart B. fuckeliana laboratuvarda uygun kosullarda kiiltiire edilmis ve total
proteinleri saflastirilmis olup literature ile kiyaslanmistir. B. fuckeliana ile iliskili
suana kadar alerjen protein eldesine yonelik ¢ok az makaleye rastlanmis olup bu
makalelerin de yurt dis1 menseili oldugu gézlemlenmistir. Ulkemizde ise ilk kez B.

fuckeliana protein eldesi igin yontem optimize edilmistir.

Son yillarda kiiflerin neden oldugu alerji vakalar1 artmaktadir. Bu nedenle dogada
yaygin olarak bulunan mantarlarin alerjen proteinlerinin belirlenmesine yonelik

caligmalar 6nem kazanmustir.

Bu tez ¢alismasinda B. fuckeliana’nin alerjenik proteinleri ti¢ farkli protokol ile
ekstrakte edilmistir. Ekstrakte edilen protein miktar1 BCA yontemi ile 6l¢iilmiistiir.
Calisma sirasinda kullanilan B. fuckeliana ekstrelerinin protein konsantrasyonu

spektrofotometre cihazinda 562 nm’de BCA yontemi ile dl¢timler alinmistir.

Kloroform/Metanol protokoliine gore 3 tekrarli aldigimiz OSlgiimlerde protein
konsantrasyonumuz 655.5 ug/mL oSlglilmiistiir. Etanol (diyliz ile) protokoliine gére
protein konsantrasyonumuz 447,6 pg/mL o6l¢ilmistiir. Etanol (diyaliz olmadan)
protokoliine gore protein konsantrasyonumuz 359,3 pg/mL Sl¢tilmistiir. Bu ii¢c deger
literatiir ile karsilastirilmistir ve en yakin deger kloroform/metanol protokoliinde
gozlemlenmistir.
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Calismamizda B. fuckeliana’tan elde ettigimiz ekstaktlar, alerjik hastaliklarin tani ve
tedavisinde kullanilan alerji testleri i¢in potansiyel veriler sunmaktadir. Ulkemizde
alerjik hastaliklarin tanisinda kullanilan kitler ithal edilmekte ve iilke ekonomisini
olumsuz yonde etkilemektedir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler sonraki
caligsmalarla alerji hastalarinin tan1 ve tedavisinde kullanilan ithal kitlere alternatif
yerli kitlerin {retilmesine ve immiinoterapide kullanilan spesifik alerji asilarinin

tiretilmesinin temelini olusturmaktadir.

Bu calismadan elde edilen veriler alerji hastalarinin tan1 ve tedavisinde kullanilan ithal
kitlere alternatif yerli kitlerin {iretilmesine temel olusturmaktadir. Alerjik hastaliklarin
tan1 ve tedavisinde kullanilan ekstraktlarin alerjene spesifik olmayan proteinlere de sahip
oldugu bilinmektedir. Elde edilen alerjen proteinlerin standardizasyonu sonrasi klinikte
kullanima sunmay1 hedeflemekteyiz. SDS-PAGE analizi ile molekiiler boyutlandirmasi
yapilarak, hangi molekiil biiyiikliigtindeki alt {initelerin allerjik reaksiyona neden oldugu
belirlenerek; her bir fraksiyonun deri testinde denenmesinin ardindan, ticari olarak total
hiicre ekstraktlar1 seklinde satilan deri prick testleri yerine ekstraktaki hedef proteini

saflagtirarak, klinikte kullanilacak formda gelistirmeyi oneriyoruz.
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