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OZET

Seliman, T.M.H. (2021). Pleurotus eryngii var. ferulae Mantarindan Lektin
Saflagtirilmas1 ve Bazi Biyolojik Aktivitelerinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstituist, Biyokimya ABD. Y(iksek Lisans Tezi. Istanbul.

Bu calismada toz haline getirilmis Pleurotus eryngii var. ferulae mantarindan
hazirlanan ham ekstresinden % 80 amonyum sulfat ile ¢oktiirme, DEAE-Sefaroz anyon
degistirici ve Sefadeks G-100 jel filtrasyonu kromatografi yontemleri kullanilarak lektin
18,3 kez saflastirildi. Saflastirilan lektinin spesifik aktivitesi 5 120 HB/mg protein

olarak hesaplandi, molekiil agirlig1 ise denatiirasyon ve indirgeme kosullarinda yapilan
SDS-PAGE’de 43 kDa olarak belirlendi.

Pleurotus eryngii var. ferulae lektinin (PEFL), lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilms
RAW 264.7 makrofajlarda, siklooksijenaz-2 (COX-2) ve indiklenen nitrik oksit sentaz
(iNOS) gibi enzimlerin, timor nekroz faktér-a (TNF-a), interlokin-1p (IL-1B),
interlokin-6 (IL-6) ve interferon-y (INF-y) gibi pro-inflamatuar ile interlokin-10 gibi
anti-inflamatuar sitokinlerin ve prostaglandin E2 (PGE2) uretimi tzerine olan inhibitor
etkisi arastirildi. PEFL’in, LPS ile uyarilmis PGE2, TNF-a, IL-1B, IL-6 ve INF-y
Uretimi Gzerine guclt bir inhibitor etki gosterdigi sonucuna varildi. LPS uygulanan
hiicre grubunda, PGE2, TNF-a, IL-1B, IL-6 ve INF-y dlzeylerinde kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanirken (p<0,05), LPS+PEFL uygulanan hiicre
grubunda yalniz LPS uygulanan hiicre grubuna gére PGE2 ve sitokin diizeylerinde de
anlamli bir azalma oldugu tespit edildi (p<0,05). Western Blot analiz sonuglarina gore,
kontrol grubunda, iNOS ve COX-2 proteinleri oldukca az diizeyde ifade edildi. INOS ve
COX-2 diizeyleri LPS uygulanan gruplarda anlamli bir sekilde artmisken (p<0,05),
LPS+PEFL uygulanan gruplarda doza bagh olarak anlaml bir sekilde azaldig1 goriildii
(p<0,05). Ayrica, PEFL uygulamasi yapilan LPS grubuna ait hiicre siipernatantlarin IL-
10 diizeyinde ise, LPS grubuna oranla, anlamli bir artis oldugu tespit edildi (p<0,05).

Bu calismada, PEFL’in anti-inflamatuar etkisinin, iINOS ve COX-2 enzimleri ve
sitokin Gretimi Uzerine olan inhibe edici etkisinden ileri geldigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Pleurotus eryngii var. ferulae, Mantar, Lektin, Lipopolisakkarit,
RAW 264.7 makrofajlar, Sitokinler

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 37626.
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ABSTRACT

Seliman, T.M.H. (2021). Purification of Lectin from Pleurotus eryngii var. ferulae
Mushroom and Investigation Some of Its Biological Properties. Istanbul University,
Institute of Health Science, Department of Biochemistry. Master of Science Thesis.
Istanbul.

In this study the lectin from the crude extract of mushroom Pleurotus eryngyii
var. ferulae (PEFL) was purified to homogeneity by 80 % ammonium sulfate fractional
precipitation, DEAE Sepharose-4B anion exchange and Sephadex G-100 gel filtration
chromatographies. The enzyme was obtained in 18.3 % yield. The specific activity of
the purified enzyme was calculated as 5120 HB/mg protein, the molecule weight was
found to be 43 kDa determined by SDS-PAGE under denaturing and reducing
conditions.

In this study we also evaluated the effect of PEFL on lypopolysaccaride (LPS)-
induced levels of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxigenase-2 (COX-2)
enzymes in RAW 264.7 macrophages and assessed the inhibitory effect of PEFL on the
production of pro-inflammatory cytokines such as tumor necrose factor-a (TNF-a),
interleukin-13 (IL-1B), interleukin-6 (IL-6) and interferon-y (INF-y) and anti-
inflammatory cytokine IL-10 as well as prostaglandin E2 (PGE2) . We found that PEFL
is a potent inhibitor of LPS-induced PGE2, TNF-a., IL-18, IL-6 and INF-y. In the LPS
treated group PGE;, TNF-a, IL-1p and IL-6 levels were significantly (p < 0,05) higher
than those of the control group. A significant (p < 0,05) reduction was observed in the
LPS+PEFL treated groups (p < 0,05), compared with the only LPS treated group. In
addition, a significant increase in the IL-10 levels was observed in the LPS+PEFL
treated groups (p < 0,05), compared with the only LPS treated group. As determined by
Western Blotting analysis, in the control groups, iINOS, and COX-2 protein levels were
slightly detectable. However, in the LPS treated groups, iNOS and COX-2 were
markedly expressed by LPS, whereas in the LPS+PEFL treated groups, PEFL
significantly inhibit the expressions of these proteins in a concentration-dependent
manner.

These results suggest that the inhibitions of the INOS and COX-2 expressions and
PGE2 and cytokines production are responsible for the anti-inflammatory effects of
PEFL.

Keywords: Pleurotus eryngii var ferulae, Mushroom, Lectin, Lipopolysaccharide,
RAW 264.7 Macrophage, Cytokines.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 37626.



1. GIRIS VE AMAC

Lektinlerin incelenmesi ve uygulanmasi, son yillarda sasirtict bir oranda
artmigtir. 1960’1 yillar1 takiben, bu proteinlerin kompleks karbonhidratlarin,
ozellikle glikoproteinlerin yapisal ve fonksiyonel incelemelerinde, hiicrelerin ayirt
edilmesinde, kanser tamist konulmasinda paha bigilmez araclar olduklar
anlasilmasiyla, lektinler daha kapsamli bir sekilde arastirilmaya ve incelenmeye

baslanmustir

Gunumdizde lektinlerin, sinyal iletimi, glikoproteinlerin sentezinin ve hiicre
ici trafiginin dizenlenmesi, kanser ve metastazi, infekte edici ajanlarin konakgi
hiicrelere tutunmasi, 16kositlerin inflamasyon bolgelere yonlendirilmesi ve bagisiklik
sisteminde hiicre etkilesimleri, hlicre buylmesinin ve apoptozun diizenlenmesi gibi
bircok biyolojik olayda tanima molekiilleri olarak rol aldiklari tespit edilmistir
(Sharon ve Lis, 2004; Pohleven ve ark., 2009; Hassan ve ark., 2015).

Lektinlerin  karbonhidratlar1  secici olarak baglama &zelliklerinden
yararlanilarak, infeksiyon, inflamasyon ve kanser gibi pek ¢ok hastalikla miicadelede
ilaglarin tasarlanmasi ve iiretimine imkan verilebilecegi ileri siiriilmektedir (Seyrek
ve Bildik, 2001; Sharon ve Lis, 2004; Sharon, 2007). Lektinler, glikozilasyon
olaylarin aydinlatilmasinda, glikozilasyon ile meydana gelen degisikliklerin biyolojik
ve fizyopatolojik sonucglarinin incelenmesinde umut vadeden araglar olarak
goriilmektedir. Kanser hiicrelerinin  yiizeyindeki  glikoprotein ve  diger
glukokonjugatlarin yapisindaki degisikliklerin belirlenmesinde kullanilan lektinler,

son yillarda yiizyilin 6nemli buluslarindan biri olarak dikkat cekmektedir.

Lektinlerin, pro-inflamatuar sitokinlerin IkB/NF-kB transdiiksiyon yolu ile
salgilanmasini1 azaltarak ve inflamasyonun ileri asamalarinda salgilanan ve
inflamatuar yamitin kontroliinii saglayan anti-inflamatuar sitokinlerin Gretimini
arttirarak inflamasyondan koruyucu etkileri oldugu bildirilmistir (Coelho ve ark.,
2017). Ayrica pek ¢ok premalign dokuda ve malign timorlerde ekspresyonu siklikla
artan  siklooksijenaz-2  (COX-2) inhibisyonu  yoluyla  proinflamatuar
prostaglandinlerin (PG) Uretimini azaltarak anti-inflamatuar etki gosterdikleri rapor

edilmistir. Lektinlerin, inflamatuar siireglerde artmis induklenen nitrik oksit sentaz



(iINOS) ekspresyonunu baskilayarak proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasini
azalttiklar1 gézlenmistir (Muszynska ve ark., 2018).

Lektinlerin glikozillenmis hiicre yiizeyi proteinler veya lipidlerin glikanlarina
baglanma o6zellikleri, lektin aracili ila¢g dagitim sistemlerin gelistirilmesinde de
kullanmlmaktadir. Bir hiicrede eksprese olan glikan dizileri, farkli hiicre tiplerine gére
farklilik gosterir, Ozellikle transforme veya kanserli hiicreler, normal hiicrelere
kiyasla siklikla farkli glikanlar1 eksprese eder. Bu nedenle lektinler, ilaglart
hedeflenmis  spesifik hicre ve dokulara tasiyict  molekiiller — olarak
kullamlabilmektedir. Bazi c¢alismalarda, ilaglarin akcigerlere, bukkal kaviteye,
gastrointestinal yoluna, kan-beyin bariyerine taginmasinda lektin dagitim sistemlerin
kullanildig: bildirilmistir (Bies ve ark., 2004).

Lektin aracili ila¢ dagitim sistemleri, lektinlerin sadece karbohidratlara spesifik
baglanma yeteneklerinden dolayr degil, ayn1 zamanda sitotoksik ve apoptoz
indiikleyici potansiyellerinden dolay1r kanser tedavisinde biiylik Olgiide faydali
olabilecekleri diisiiniilmektedir. Sitotoksik potansiyeli olan bu sistemlerin etki
mekanizmalarindan bir tanesi, ilag ile kojuge olan toksik olmayan lektinin, hedef
hlicresinde aktivasyon sonucunda toksik hale gelmesi; ikinci mekanizma ise, apoptoz
indiiksiyonu yoluyla toksik ajan olarak goérev goren toksik bir lektinin kullanimini

icermektedir (Ghazarian ve ark., 2011).

Glinimiiziin en yaygin hastaliklarindan biri olan kanserin tant ve
tedavisindeki 6neminden dolayi, kanser belirteglerinin kesfi iizerinde genis kapsaml
caligmalarin sayis1 giderek artmaktadir. Fukosil a, 1-6 oligosakkariti, ¢esitli biyolojik
fonksiyonlara sahiptir ve fukosillenmis fetoproteinde yiiksek  miktarda
bulunmasindan dolay1 hepatoselliiler karsinom igin biyobelirte¢ gérevi gormektedir.
Yenilebilir bir mantar olan Pholiota squarrosa'dan elde edilen lektinin (PhoSL) a, 1-
6 fukosilasyonunun ekspresyonu acisindan birincil ve metastatik kolon kanserli
dokular1 arasinda ayrim yapma yeteneginden dolayr PhoSL'nin bir kanser
biyobelirteg olarak potansiyel olarak uygulanabilecegi belirtilmistir (Kobayashi ve
ark., 2012).

Lektinler, timdrle iliskili glikanlar1 ve glikoproteinleri saptamak i¢in enzime
bagli lektin metodun (ELLA) gelistirilmesinde monoklonal antikorlarla kombinasyon

halinde veya monoklonal antikorlarin yerine kullanilmaktadir (Tsaneva ve Van



Damme, 2020). Ayrica kanser hiicrelerin kantitatif analizinde ve kanser hiicrelerin
yiizeyinde en ¢ok eksprese edilen sialik asit miktarinin tespitinde lektin tabanh
biyosensorler gelistirilmis ve bu sekilde kanserin erken teshisinde ve tedavisinde
onem tastyan hiicre yiizeyindeki glikan ekspresyonunun profilininin ¢ikartilmasina
olanak saglanmistir (Dan ve ark., 2016). Lektin histokimyasi patolojik ve normal
dokulardaki glikokonjugatlarin  arasindaki farkliliklar1  belirlemeye yarayan

araclardan biridir (Coelho ve ark., 2017).

Tibbi mantarlar bir¢ok hastaligin O6nlenmesi ve tedavisinde destekleyici
olarak kullanilmakta. Ulkemizde kiiltiire almmmis mantar ve doga mantarlarinin
tiretimine yonelik calismalarin bir hayli artmasma karsin, mantarlarin terapotik

etkileri lizerine ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir.

Gunimizde, bilim adamlart dogal kaynaklardan elde edilen saf
maddelerden ilag Uretimine yOnelik arastirmalar {izerine odaklanmistir.  Tibbi
mantarlarlardan izole edilen lektinler bir¢ok hastaligin dnlenmesi ve tedavisinde
destekleyici olarak kullanilmakta ve son yillarda tiim diinyada bu konuyla ilgili
bilimsel c¢alismalar hizla artmaktadir. Mantarlardan izole edilen lektinlerin,
mitojenik, antiviral, antitimdr, immunomodulator, anti-HIV1 reverse transkriptaz
aktiviteleri oldugu bildirilmistir (Li ve ark., 2008; Singh ve ark., 2010; Hassan ve
ark., 2015). Tibbi mantar lektinleri sahip olduklart anti-inflamatuar ve
imminomodiilator etkileri nedeniyle, gesitli kanser ve inflamatuar hastaliklar igin
yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesinde potansiyel bir tedavi edici ajan olarak

diistiniilebilmektedir.

Pleurotus tiirleri 6nemli ekonomik ve tibbi degeri olan yenilebilir mantarlardir.
Karacigeri koruyucu, hipolipidemik, antioksidan, antitimor ve imminomodilator
gibi bir¢ok farmakolojik aktivite gosterdikleri bildirilmistir (Mariga ve ark., 2014).
Bu tlrln anti-inflamatuar etkilerinin ve etki mekanizmasinin belirlenmesi ile ilgili
yapilan  ¢alismalar mevcuttur.  Pleurotus eryngii’den izole edilen bir
glikosfingolipidin T hiicrelerinden interferon-y (IFN-y) ve interlokin-4 (IL-4)
salgilanmasmi indiikledigi bildirilmistir (Nozaki ve ark., 2008). Pleurotus
pulmonaristen izole edilen B-glukanmin anti-inflamatuar etkisi, inflamatuar agriyi
6lgmek icin tipik bir model olan asetik asit ile indiiklenmis kivranma reaksiyonu ile

incelenmis ve B-glukanin hasarli dokulara l6kosit gociinii inhibe ettigi goriilmiistiir



(Smiderle ve ark., 2008). Ayrica, siganlar iizerinde karageenan ile indiklenerek
olusturulan akut veya formalin ile olusturulan kronik pence inflamasyonu Pleurotus
florida ekstresi ile tedavi edilerek anti-inflamatuar etkisi gosterilmistir (Jose ve ark.,
2004). Lipopolisakkarit ile uyarilmis RAW 264.7 makrofajlarda Pleurotu ostreatus
mantar ekstresinin COX-2 ve iNOS gibi enzimlerin ve prostaglandin E2 (PGE2),
timor nekroz faktor-o (TNF-a), intrlokin-6 (IL-6) ve INF-y gibi pro-inflamatuar
sitokinlerin Uretimi Uzerine olan inhibitér etkisi arastirilmis ve anti-inflamatuar
etkisinin, iINOS ve COX-2 enzimleri ve sitokin Uretimi zerine olan inhibe edici
etkisinden ileri geldigi sonucuna varilmistir (Jedinak ve ark., 2011; Yuan ve ark.,
2017a).

Pleurotus eryingii var. ferulae mantarindan hazirlanan ekstrelerin,
antioksidan (Hu ve ark., 2009), anti-aterosklerotik (Mori ve ark., 2008; ) ve
antitimor etkileri (Lee ve ark., 2011) ile ilgili farmakolojik arastirmalar yapilmistir,
fakat adi gegen mantarin ham ekstresinden izole edilen lektinin anti-inflamatuar

etkisi hakkinda herhangi bir ¢alisma bildirilmemistir.

Bu ¢alismada, yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, Pleurotus eryngii var.
ferulae mantar lektinin (PEFL) anti-inflamatuar etkisini inceleyen herhangi bir
caligmanin mevcut olmamasi g0z6ninde bulundurularak, Pleurotus eryngii var.
ferulae mantarindan izole edilen lektinin, inflamatuar sureclerde rol oynayan temel
pro-inflamatuar sitokinler olan PGE2, TNF-a, IL-1f, IL-6’min ve IFN-y ile anti-
inflamatuar sitokin olan IL-10un Uretimi, proinflamatuar sitokinlerin indukledikleri
INOS ve COX-2 enzimlerin Western blot analizi ile ekspresyonunun incelenmesi ile

etki mekanizmasi hakkinda fikir sahibi olabilmeyi amag¢lanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tibbi Mantarlar

Mantarlar besleyici ve tibbi degerleriyle tamnirlar. Dlinya genelinde 14,000 ile
22,000 makromantar tiirii tanimlanmustir fakat tanimlanamayan mantar tiirlerinin ¢ok
fazla sayida olabilecegi ileri siiriilmektedir. 2000'den fazla mantar tiirin yenilebilir,

bazilar tiiketildiginde ise ¢ok zehirli olduklari (Patel ve ark., 2012) bildirilmistir.

Mantarlar, cok eski zamanlardan beri beslenme agisindan disiik kalorili
olmalar1 yami sira, karbonhidratlar, esansiyel amino asitler, lifler, mineraller ve
vitaminler bakimindan zengin bir gida olarak da tiiketilmektedir (Oztiirk ve Copur,
2009; Bayuk ve ark., 2016). Son yillarda mantarlarin yiiksek besin ve tibbi
degerlerinin daha iyi anlasilmasiyla birgok trtn kalttr Gretimine olan ilgi strekli
artis gostermektedir ve bu konuda yapilan ¢alismalarin sayisi da hizla artmaktadir.
Gunimizde diinyada ticari olarak Agaricus bisporus (diigme mantari, beyaz mantar,
kahverengi mantar veya portobello), Pleurotus tiirleri (6zellikle Pleurotus ostreatus,
istiridye mantari, hiratake), Lentinus edodes (Japon mantari; shiitake), Flammulina
velutipes (altin igneli mantar, enokitake) dogal mantar tiirleri yaygin bir sekilde
yetistirilmektedir (Kala¢, 2013). Cin mantar yetistiriciliginde diinyada ilk sirada yer
alirken, onu Amerika, Hollanda, Fransa, Polonya ve Ispanya takip etmektedir.
Tiirkiye dogal mantar ve mantar cesitliligi acisindan zengin bir Ulkedir ve mantar
ihracatinda 6nemli bir konuma sahiptir. 2008 yilindan sonra Tiirkiye ihracatinda
mantarlar ilk 5 irlin arasinda yer almistir. 2007 yilinda 21 ton kuru mantar ihrag
edilerek tilke ekonomisine 1,71 milyon dolar katki saglanmustir (Bayuk ve ark.,
2016).

Mantarlar, antimikrobiyal ve antiviral, bagisiklik sistemini diizenleyici ve
giiclendirici, antioksidan, antitimor, kolesterol diisiiriicii, hepatite karst koruyucu
gibi tedavi edici 6zellige sahip birgok aktif bilesen icerdikleri bildirilmistir (Oztiirk
ve Copur, 2009). Terapotik etki gosteren maddeler Lindequist ve ark. (2005)
tarafindan G6zetlenmistir. Bu bilesikler arasinda imminomoddlatér, anti-proliferatif,
antitumor ve hipotansif, HIV-1 reverse transcriptaza karsi inhibe edici aktivitelere
sahip lektinler’dir (Wang ve ark., 1998; Singh ve ark., 2015).



2.1.1. Mantar Lektinleri

Lektinler, karbonhidrat baginda herhangi bir degisiklige neden olmadan
spesifik karbonhidratlara geri doniisiimlii ve kovalent olmayan bir sekilde baglanan
ve boylece spesifik karbohidratlari tasiyan polisakkaritleri, glikoproteinleri ve
glikolipitleri agglutine eden immiin kaynakli olmayan proteinlerdir (Singh ve ark.,
2010). Enzim ve antikor oOzelliginde degiller. Enzimlerden (glikozidaz ve
glikoziltransferaz) farkli olarak glikokonjugatlarin mono- ve oligosakkaritlerine geri
dontisimlii olarak baglanmalarina ragmen Kkatalitik aktivite gostermemektedirler.
Antikorlardan farkli olarak ise immiin yanitin iriinleri degildirler. Lektinlerin
hiicrelerdeki sentezi bir antijenle uyarilma sonucu degil, genler tarafindan kontrol
edilmekte (Seyrek ve Bildik, 2001; Coelho ve ark., 2011). Cogu lektin birden fazla
karbonhidrat baglama bdlgesi igcerir ve bu nedenle huicreleri aglutine edebilir veya

hiicre yiizeyi karbonhidratlarini ¢apraz baglayabilir (Pohleven ve ark., 2009).

"Lektin" kelimesi Yunanca "se¢gmek" anlamina gelen "legere" kelimesinden
gelmektedir ve bazi agliitininlerin farkli kan gruplarim ayirt etme yetenegini
aciklamak igin &nerilmistir (Perduca, ve ark., 2020). ilk lektin Stillmark (1888)
tarafindan Ricinus communis tohumlarinda rapor edilmistir (Lis ve Sharon, 1986).
19. yiizy1lin sonunda farkli bitki 6ziitlerinde birgok lektin tanimlanmis ve kirmizi kan
hicrelerini agliitine etme yetenekleri nedeniyle hemaglutininler veya fitoaglttininler
olarak adlandirilmustir. O zamandan beri, ilging Ozelliklere sahip yeni lektinler

strekli olarak listeye eklenmektedir.

Benzersiz karbonhidrat baglama 6zellikleri nedeniyle mantar lektinlerine 1lgi
giderek artmaktadir. Ilk mantar lektini olan “phallin”, Amanita phalloides'te
tammlanmustir. En fazla miktarda lektin, Lactarius'ta, ardindan Pleurotus, Agaricus,
Amanita ve Boletus tirlerinde tanimlanmistir (Hasan ve ark., 2015).Yuksek
mantarlardaki lektinler Guillot ve Konska (1997) ve Wang ve ark. (1998) tarafindan
kapsamli bir sekilde incelenmistir. Singh ve ark. (2010), 336 mantar lektininin

hakkinda kapsamli bir inceleme yayinlamisglardir.

Kristal yapist bilinen mantar lektinlerinin yapilarinin karsilastirilmasi
Goldstein ve Winter (2007) tarafindan rapor edilmistir. YUksek mantarlarda lektin
olusumu, yiiksek bitkilerde oldugundan daha fazladir ve daha yiksek seviyelerde

lektinler eksprese edilir. Bu nedenle mantar lektinleri, diger lektinlerden daha



kapsamli bir sekilde arastirilmis ve bugiine kadar 50'den fazla mantar lektini izole
edilmis ve saflastirilmistir (Xu ve ark., 2014). Farkh tiirlerden izole edilen mantar
lektinleri molekil agirlik, alt birim sayisi ve karbonhidrat 6zgiilliigii bakimindan
cesitlilik gostermektedir. Ayrica lektinler, mantarin baslik, gévde ve miselyum gibi
farkli kisimlarindan saflagtirilmistir ve ekspresyon seviyelerinin meyve gdvdesinin

yasina ve mevsimine bagl olarak degisebildigi goriilmiistiir.

Bazi mantar lektinleri ticari olarak mevcuttur. Agaricus bisporus lektini su
anda Sigma Aldrich Co., ABD ve EY Laboratories Inc., ABD tarafindan
pazarlanmaktadir. Aleuria aurantia lektini, Vector Laboratories, Inc., ABD'den temin
edilebilir. Marasmius oreades ve Polyporus squamosus'tan elde edilen lektinler de
ticari olarak EY Laboratories Inc., ABD'den temin edilebilir (Singh ve ark., 2010).

Mantar lektinlerinin kesfi, yiiksek mantarlarin toksisitesi iizerine yapilan
arastirmalarla baslamistir. 1lk fungal lektini, lektin aktivitesinin mantarlarin
toksisitesiyle iligkili oldugunu g0zleyen Ford tarafindan Amanita muscaria (sinek
mantar1)’da rapor edilmistir. Boletus edulis ve Lactarius deliciosus gibi yenilebilir
mantarlardaki lektinlerle ilgili sonraki raporlar, toksisite ve lektin aktivitesinin

bagimsizligini kanitlamistir (Singh ve ark., 2010).

2.1.2. Tibbi Mantarlarin Terapétik Etkileri

2.1.2.1. Antiproliferatif/Antitumor Aktivite
Mantar preparatlari aym zamanda, Asya'da geleneksel kanser tedavilerinin
tamamlayicist olarak yaygin bir sekilde uzun yillardir kullanilmaktadir. Son yillarda

bat1 diinyasinda da kullanimlar1 yaygimlasmustir.

TUmor hiicre ylizeyleri, normal hiicrelere kiyasla glikokonjugatlarin
bilesiminde farklilik gosterir. Lektinler, bu hiicre yiizeyi glikokonjugatlarini ¢apraz
baglayarak veya immiinomodiilator etki yoluyla antiproliferatif potansiyel gosterirler
(Hasan ve ark., 2015).

Mantarlardan izole edilen bir¢ok bilesigin in vivo ve in vitro c¢alismalarda
kanser hiicrelerinin yayilmasim engelleyici 6zellik gosterdikleri gosterilmistir. Bu
bilesiklerden en etkili olanlar arasinda polisakkaritler veya B-(1—6) dalli B-(1—3)-
bagli glukanlardir. Lentinus edodes, Schizophyllum commune, Grifola frondosa ve

Trametes versicolor mantarlarindan anti-tiimor aktiviteye sahip sirayla lentinan,



sonifilan, grifolan ve krestin B-glukanlar1 elde edilmistir. Lentinan (1985),
schizophyllan (1986) ve PSK (1977), Japonya'da kanser tedavisi igin regeteli ilaglar
olarak onaylanmistir (Mizuno, 1995).

Beta-D-glukan, yuksek miktarda Agaricus blazei Murrill mantarinda
bulunmaktadir ve Japonya'da kanser kemoterapisinden ve kotii huylu bir tiimoriin
alinmasindan sonra geleneksel kanser tedavileriyle birlikte kullanilabilmektedir
(Zaidman ve ark., 2005; Okuda, 2007). Maitake mantarindan (Grifola frondosa) elde
edilen proteine bagli beta-glukan (D-fraction) maddesinin tiimor gelisimini azaltict
etkisinin yan1 sira, kanserin yeniden niiksetmesini ve yayilmasin engelleyici etkiye
de sahip oldugu rapor edilmistir. Maitake mantarinin tozu veya ekstrakti, kanser,
HIV (AIDS), seker hastaligi, hipertansiyon, karaciger rahatsizliklar1 tedavisinde
etkili oldugu saptanmistir (Nanba ve Kubo, 1997). Cordyceps sinensis mantar
tiriinden hazirlanan ekstraktin giiclii bir antioksidan ve lipid peroksidasyonu inhibe
edici aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Yamaguchi ve ark., 2000). Baska bir
caligmada, ayni mantar tiiriiniin hepatit iizerine etkileri arastirilmis ve karaciger
iltihaplanmasin1  engelleyerek ve sirozun gelismesini geciktirerek karaciger

fonksiyonlarini diizelttigi gdzlemlenmistir (Liu ve Shen, 2003).

Mantar preparatlarinin kanser hastalar1 ic¢in klinik olarak yararli olabilecek
nikleer faktor-xB (NF-kB), aktivator protein-1 (AP-1) ve Urokinaz plazminojen
aktivatori gibi antiapoptotik olan dnemli transkripsiyon faktérlerini inhibe edici

etkilere sahip olduklari da gosterilmistir (Sliva ve ark., 2002).

Son yillarda, lektinlerin anti tumor aktiviteleri sergilediklerinin
kesfedilmesi nedeniyle, fungal lektinlere ilgi artmistir. Volvariella volvacea lektini
sarkoma S-180 hiicrelerine karsi antitiimor aktivite gosterdigi (Lin ve Chou, 1984),
Grifola frondosa lektinin HeLa hucreleri icin sitotoksik oldugu (Kawagishi ve ark.,
1990), Agaricus bisporus lektini insan kolon kanseri hiicre hattt HT29 ve meme
kanseri hiicre hatt MCF-7'ye kars1 antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu (Yu ve
ark., 1993), Tricholoma mongolicum lektini in vitro fare mastositoma P815
hlcrelerini ve in vivo sarkoma S-180 hiicrelerini inhibe ettigi (Wang ve ark., 1997),
Pholiota adiposa lektinin Hep G2 ve MCF-7 hiicrelere karsi antiproliferatif etkisi
cok gilicli oldugu ve kanser tedavisi icin bir ajan olarak  kullanilabilecegi

bildirilmistir (Zhang ve ark., 2009). Agaricus bitorquis lektinin gugli HIV-1 ters



transkriptaz inhibitor, kanser hiicrelerine karsi antiproliferatif ve fare splenositlerine
kars1 mitojenik aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Zhang ve ark., 2019). Bununla
birlikte, antitimor aktivitelerinin ayrintili mekanizmas1 arastirilmis ve ABL
(Agaricus bisporus lektini), anti-proliferatif etkisinin, nikleusa NLS (nlkleer
lokalizasyon-sekans) bagimli protein alimini bloke etmek suretiyle gdstermesi,
nikleus periferine dogru lektin trafiginin bir sonucu olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Yu
ve ark., 1999).

Paxillus involutus, Lactarius flavidulus, Hericium erinaceus, Russula delica,
Pholiota adiposa, ve Clitocybe nebularis mantarlardan izole edilen lektinlerin
antiproliferatif etkisi oldugu da rapor edilmistir (Hasan ve ark., 2015). Bircok
mantardan izole edilen lektinlerin antiproliferatif ve kanser hiicre hatlarma karsi

gosterdikleri anti-kanser aktiviteleri Hasan ve ark. (2015) tarafindan 6zetlenmistir.

Mantarlarda bulunan dogal bilesiklerin yapisal cesitliligi ile birlikte
timorogenez ve metastazin molekiller temeline iliskin genisletilmis bilgi, kansere
yol acan anormal molekiler ve biyokimyasal sinyalleri rasyonel olarak hedefleyen

yeni ilaglar1 kesfetmek icin benzersiz firsatlar saglamistir (Zaidman ve ark., 2005).

2.1.2.1.1. NF-xB Yolagin inhibisyonu

Rel/NF-xB transkripsiyon faktorleri immiin ve inflamasyon yanitlari, hiicre
cogalmast ve hiicre oliimii gibi pek c¢ok biyolojik olayin kontroliinde gorev
almaktadir. Buna bagli olarak, NF-xB sinyal iletim yolunun aktivasyonu, kanser,
artrit, kronik inflamasyon, astim, nérodejeneratif ve kalp hastaliklarinin gelisiminde
ve ilerlemesinde de 6nemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir (Kumar ve ark., 2004).

NF-xB transkripsiyon faktorleri ailesini olusturan NF-xB1 (p105, p50), NF-
kB2 (p100, p52), p65/RelA, c-Rel ve RelB proteinleri homodimer veya
heterodimerler olusturarak hedef genlerin ekspresyonunu pozitif veya negative geri
bildirim yoluyla duzenlerler. NF-kB proteinlerinin aktivitesi, bu dimerlere baglanan
inhibitér-«B (IxkB) proteinleri tarafindan kontrol edilir. NF-kB alt birimlerinin
olusturdugu dimerler, herhangi bir uyar1 olmadig1 zaman inhibitorleri olan IkB
proteinleri ile birlikte hiicrelerin sitoplazmasinda inaktif halde tutulmaktadir.
Dimerler, ancak IkB proteinlerinin IkB kinaz (IKK) kompleksi araciligiyla
fosforilasyona ugramasi ve sonrasinda pargalanarak ortamdan uzaklastirilmasiyla

aktif hale gelirler. IKK’nin kinaz alt birimlerinin aktivitesi ile IkB proteinleri 6zel
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serin amino asitleri tizerinden fosforilasyona ugramaktadir. Fosforilasyonu takiben
IxB proteinlerinin ubikutinasyonu ve daha sonra 26S proteazom tarafindan yikimi
gerceklesmektedir. Serbest kalan NF-xB dimerleri c¢ekirdege gecgerek hedef
genlerindeki 6zel kB bolgelerine baglanmakta, hedef genlerin transkripsiyonunun
diizenlenmesine aracilik etmektedir (Chen ve ark., 2018) (Sekil 2-1).

TLR,TNF,IL-1
/ l Cytoplasm \
- IkB kinase
. 8 (IKK)

RelA  pso

ALY AN VANV A\ v

.
Inflammatory cytokines Nucleus

Sekil 2-1: NF-kB yolag1 (Chen ve ark., 2018).

NF-kB dimerleri, degisik uyaranlara cevap olarak apoptoz duzenleyici, strese
yanit, sitokin, kemokin, biiylime faktor ve reseptorleri kodlayan genlerin

ekspresyonunu diizenlemektedirler (Sekil 2-2) (Chen ve ark., 2018).
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Infeksiyon Sitokinler Genotoksik stres Antijen reseptorleri
LPS INF- o UV 15181 TCR
dsRNA -1 ROT BCR

NF-xB
Proliferasyon Sagkalim Sitokinler immmloreg[‘llatér NF-kB regiilatorleri
M-CSF IAP TNE- c proteinleri Rel
GM-CSF BCL-xl -1 VCAM IkB proteinleri
IL-6 MHC-I A20
IL-12 C3

Sekil 2-2: NF-kB dimerleri tarafindan, degisik uyaranlara cevap olarak proliferasyon
faktorlerini, NF-kB, apoptoz ve immiin dizenleyicilerini kodlayan genlerin
ekspresyonunun diizenlenmesi (Prescott ve ark., 2021).

Anti-apoptotik, pro-anjiyojenik, pro-metastatik olan aktif NF-xB’nin
promotorleri, tumor hiicrelerinin proliferasyonunu, apoptozun inhibisyonunu,
timorin anjiyojenik ve metastatik potansiyelini arttirarak timorlerin ilerlemesine
neden olabilirler ve metastaza aracilik edebilirler. NF-xB sinyal iletim yolunun
inhibisyonu, etkilesimde oldugu diger yollarin veya proteinlerin aktivitelerini de
etkileyebilir.  Bunun nedeni tlimordeki hipoksik ortam veya pro-timor
kemokin/sitokinlerin timor tarafindan iiretilmesi sonucunda potansiyel bir onkojen
olarak tanimlanan NF-kB’nin RelA altbiriminin artmis transaktivsyonu olabilecegi
ileri strtilmiistiir. Bu nedenlerle, NF-xB sinyal iletim yolunun inhibisyonu kanser
tedavisinde yararli olabilecegi disiiniilmektedir. Glnumuze kadar, mantarlardan
izole edilen ve NF-kB aktivitesinin inhibisyonunda kullanilabilecek bir¢ok inhibitor
madde rapor edilmistir. Panepoxydone, cycloepoxydon, gliotoxin bilesiklerin TNF-o
ile uyarilan NF-kB aktivasyonunu inhibe ettigi veya TNF ile uyarilan NF-kB’nin
cekirdege gecisini veya DNA’ya baglanmasimi baskiladigi, IkB proteinlerin
fosforilasyonunu ve degradasyonunu Onledigi hiicre ve hayvan modellerinde

gosterilmistir (Zaidman ve ark., 2005; Jedinak ve ark., 2011).
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2.1.2.1.2. MAPK Protein Kinaz Sinyal Yolunun inhibisyonu

Kanser ile ilgili baska bir yolak da, mitojenle aktive olan protein kinazlarin
(MAPK) sinyal yolagidir. MAPK'ler, osmotik stres, mitojenler, 1s1 soku ve
inflamatuar sitokinler (TNF-a, IL-1 ve IL-6) gibi gesitli uyaranlara cevap olarak
aktive olan ve hiicre proliferasyonunu, farklilasmasini, hayatta kalmasini ve apoptozu
diizenleyen serin/treonin protein kinaz ailesidir.

Mitojenle-etkinlesen protein kinaz ailesi, hiicredisi sinyal ile diizenlenen
kinazlar (ERK1/2), stres ile aktive edilen protein kinaz/c-Jun N-terminal kinazlar
(SAPK1/INK) ve p38 MAPK olmak iizere li¢ kaskad’tan olusur. Sinyal iletimi G-
protein aktivasyonu (Ras aktivasyonu) ile baslar ve mitojenle-etkinlesen protein
kinaz kinaz kinaz (MAPKKK=Raf)’in aktivasyonundan sonra sirasiyla mitojenle-
etkinlesen potein kinaz kinaz (MAPKK=Mek), ve mitojenle-etkinlesen protein Kinaz
(MAPK=Erk) aktive olur. MAPK’lar ise sitoplazmik diger protein kinazlari, hiicre
iskeleti proteinleri, buyume faktorleri reseptorlerini  ve/veya nikleusta p38
transkripsiyon faktorlerini fosforilasyon yoluyla aktive eder ve hicrenin immin
yanit1 olusur.

ERK genellikle mitojen ve farklilasma sinyalleri tarafindan aktive edilirken,
JNK ve p38 inflamasyonu uyarirlar ve stres ile aktive olurlar. MKK1 ve MKK2
ERK1/2’yi, MKK4 ve MKK7 JNK’y1, MKK3 ve MKKG6 ise p38’i aktive eder (Sekil

2-3) (Chen ve ark., 2018).

Stress, cytokines

/

-

|

Inflammatory cytokines

MAPKKK F MEKRLSASKL | (LI, TAK. DLK
MAPKK MKK1/2 MKK4/7 MKK3/6
MAPK Erk1/2 INK p38
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Erk1/2 INK p38
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Sekil 2-3: MAPK yolag: (Chen ve ark., 2018).
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Insan tiimorlerinin %30’ unda Ras/Raf/MEK/ERK yolagin asir1 aktivasyonu
s0z konusudur. Kanser gelisimi siirecinde, mutasyonlar sonucu onkojene donen
ErbB-2 ve Src reseptdr tirozin kinazin (Scr RTK), Ras ve Raf proteinlerinin
mutasyonu sonucunda, bu proteinlerin ekspresyonu veya aktivasyonunun kontroli
ortadan kalkar ve tiimériin biiyiimesi hizlanir (Chen ve ark., 2018).

Ganoderma lucidum mantar ekstresinin, PC12 hicrelerinin  noronal
farklilasmasini indiikledigi ve sinir biylme faktor bagimli PC12 néronlarinin
apoptozdan korunmasimi sagladigr bildirilmistir. ERK1, ERK2 ve CREB'nin
fosforilasyonundan yola c¢ikarak, G. lucidum'un bu etkileri, Ras’/ERK ve CREB

sinyal yollar1 araciligiyla ortaya ¢iktigr sonucuna varilmistir (Cheung ve ark., 2000).

2.1.2.1.3. G1/S ve G2/M Kontrol Noktalarimin Modulatérleri

Gunimizde bircok antikanser ilacin timorli  hiicrelerde  apoptozu
indiiklemek suretiyle etki ettigi bilinmektedir ve bu nedenle tiimor hiicrelerine karsi
apoptoz mekanizmasi birincil oldugu diisiiniilmektedir (Koyama ve ark., 2002). Son

yillarda bazi lektinlerin apoptozu indiikledikleri gosterilmistir (Kim ve ark., 1993).

Hucre siklusu, proliferasyon, farklilasma (diferansiyasyon) ve apoptoz gibi
temel hiicresel fonksiyonlar1 diizenlemektedir. Hucre proliferasyonu hicre siklusu
icinde yer alan bazi kontrol noktalar1 (G1/S ve G2/M) tarafindan diizenli olarak
kontrol edilir (Sekil 2-4). Hiicre siklusu, siklinler, siklin-bagimli serin/treonin protein
kinazlar (CDK) ve siklin-bagimli kinaz inhibitorleri (CDI) tarafindan 6zgiin olarak
kontrol edilir (Cabadak, 2008).

G, kontrol

noktasi %\

e’ 1, nn\\‘

noktasi

Sekil 2-4: Hiicre siklusunun kontrol noktalar1 (Cabadak, 2008).
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Apoptoz ve hiicre siklusu birbirleriyle kompleks ve yakin bir iligki i¢cinde
calisirlar. Ornegin apoptozda rol alan bir protein olan p53 ayni zamanda hiicre
siklusunu durduran ve hicreye, DNA’sindaki hasarlari onarmasi i¢in zaman
kazandiran bir iglev goriir. Eger (hipoksi, radyasyon, kemoterapi etkisiyle) DNA
hasar1 tamir edilemeyecek kadar biiyiikkse bu durumda p53 apoptozu indukler.

Apoptozun duzenlenmesi pro-apoptotik (Bax, Bad, Bid, Bcl-X)) ve anti-apoptotik
(Bcl-2, Bel-X)) proteinlerin oranima baglidir. p53, Bax’in ekspresyonunu arttirmak ve

Bcl-2/Bax  oranini  degistirmek yoluyla apoptozu indikler. Ubikitin-aracili
degradasyonu, p53’iin aktivasyonuna ve hiicre siklusu kontroliinde (p21WAF1/CIP1)
ve apoptozda (BAX ve Apaf-1) gorevli hedef genlerin transkripsiyonuna yol acar.
p53 normal olarak bir CKI’li olan p21°in sentezini artirarak hiicre proliferasyonunu
bloke eder. p21, siklin-CDK kompleksine baglanarak onu inaktive eder ve hiicre
siklusu durur. Hicre siklusunun ilerlemesi, hiicre bolinmesi ve diferansiyasyonun
kontrolliinde anahtar bir rol oynayan pRb proteininin fosforillenmesi ile
belirlenmektedir. Az fosforillenmis pRb, G1 fazindan S fazina gecisini saglayan bir
transkripsiyon faktorii olan E2F’1 baglayarak ve dolayisiyla inaktive ederek hiicre
siklusunu G1 fazinin sonunda bulunan bir kontrol noktasinda (G1/S) durdurur. Hiicre
siklusunun durmasi hiicreye zaman kazandirir ve hiicre hasarlanmis DNA’sin1 tamir
eder. Ama hasar tamir edilemeyecek kadar biyuk ise, p53 hiicreyi apoptoza goturdir.
Istirahat durumunda bir hiicre boliinme sinyali almis ise pRb fosforillenir ve E2F,
Rb’den ayrilir. E2F, hiicre dongiisiiniin S fazina girmesi ic¢in gerekli genlerin
transkripsiyonunu aktive eder (Zaidman ve ark., 2005; Cabadak, 2008) (Sekil 2-5).



15

DNA
damage

,

v

> Apoptosis

A
|

«

|80
|

— =
\/ I@ —— G1/S phase entry

G1 arrest

Sekil 2-5: p53’iin gorevi (Corte-Real ve ark., 2008).

Kanserlerin % 50-55’inde p53 mutant’tir. Timor baskilayici p53 geni islevini
kaybederse hiicre proliferasyonun kontrolii ortadan kalkar ve DNA tamiri olmadan
hicre siklusu kontrolsiiz devam eder. Kanser hiicrelerinde proliferasyon oranin ve
apoptoz sikliginin artmasina ragmen kanserli dokuda hizli hiicre gogalmasinin nedeni
kanserli hiicrelerde gelisen apoptoza direng’tir (Zaidman ve ark., 2005).

Mantarlardan izole edilen genisteinin, hicre proliferasyonu Uzerindeki
inhibitdr etkisi, p53'ten bagimsiz bir sekilde siklin B1'in belirgin bir inhibisyonu ve
CDK inhibitori olan p2l'in (WAF1/CIP1) induksiyonu ile birlikte hicre
dongiisiinniin G2/M control noktasinda durdurmasi ile iligkilendirilmistir (Choi ve
ark., 2000).

Kurokawa mantarindan (Boletopsis leucomelas) izole edilen lektinin timor
hiicresi apoptozunu indiikledigi bildirilmistir (Koyama ve ark., 2002).

Agrocybe aegerita mantarindan izole edilen lektinin antitumor etkisi
apoptozu uyarici ve DNaz aktivitelerinden ileri geldigi bildirilmistir (Zhao ve ark.,
2003).

Psathyrella asperospora (PAL)’dan izole edilen GICNAc-spesifik lektinin

antiproliferatif etkisinin etki mekanizmasi incelendiginde, HT29 hucrelerinin, hiicre
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siklusunun G2/M fazinda tutulduklar1 ve GICNACc ilave edilmesiyle bu etkinin

durdurulabildigi gézlenmistir (Rouf ve ark., 2014).

2.1.2.1.4. Anjiyogenez inhibisyonu

TUmor blyiimesi ve metastazi, timér i¢inde ve g¢evresinde yeni bir damar
sisteminin gelismesine baglidir. Anjiyogenez, 6nceden var olan kan damarlardan
yeni kan damar1 olusum siirecidir. Anjiyogenez, endotelyal hiicre proliferasyonu,
endotel hiicrelerinin hiicre dist matriks yoluyla anjiyogenik uyaranlara dogru
hareketliligi ve kapiller farklilagsmasi dahil olmak iizere bir dizi birbiriyle iliskili
yollarla tiimore yeterli oksijenlenme saglayarak ilerleyici tiimor biiylimesini
kolaylastirtr. TUmor ve mikrogevresi tarafindan salinan uyarict ve baskilayict
faktorler arasindaki denge bu slreci diizenler. Asidik ve bazik fibroblast biytime
faktorii (FGF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), doniistiirlicii biiylime
faktorleri (TGF'ler) a ve P, trombosit kaynakli biliyiime faktorii (PDGF),
anjiyogeninler, 1L-8 ve TNF-a en ¢ok arastirilan uyaranlar arasindadirlar.
Anjiyogenezin hedeflenmesi, yeni kan damarlarinin gelismesini ve dolayisiyla
timoriin biilylimesini ve metastazi dnlemek i¢in etkili bir yaklasim olarak kabul
edilmektedir. Anti-anjiyojenik terapi, endotel hiicrelerini dogrudan hedefleyebilir ve
timor hiicreleri veya konake1 tarafindan pro-anjiyojenik peptitlerin tretimini veya
etkisini veya her ikisini de inhibe edebilir, dolayisiyla timor icindeki anjiyogenez
inhibitorlerinin ekspresyonunu artirabilir. Dogrudan timdr hiicrelerinden ziyade
endotel hucrelerini hedef alan anti-anjiyogenik tedavi, malign hastaliklar i¢in yeni bir
terapOtik strateji olarak degerlendirilmistir. Bu tedavinin teorik avantaji, endotel
hicrelerinin ilagc direncine yol acan mutasyonlara ugramasi olasiliginin diisiik
olmasidir. Anti-anjiyogenik tedavinin antiproliferatif oldugu yaygin olarak
varsayllmasina ragmen, son zamanlarda anti-anjiyogenik tedavinin apoptozu ve
timor regresyonunu indiikleyebilecegi bulunmustur (Zaidman ve ark., 2005).

Agaricus brasiliensis’ten izole edilen ergosterol’iin, Phellinus linteus,
Gymnopilus marginatus, Gymnopilus patriae, Gymnopilus parvisporus ve Inonotus
hispidus’tan izole edilen hispidin’in ve Ganoderma lusidumdaki triterpenlerin
antitimor etkisinin timorler tarafinda indiiklenmis angiyogenezin inhibisyonundan

ileri gelebilecegi ileri stiriilmistiir (Zaidman ve ark., 2005).
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2.1.2.2. Mitojenik / Anti-Mitojen Aktivite

Baz1 lektinlerin, lenfositlerin kugclik dinlenme bolinmeyen hicrelerden
biliylime ve ¢ogalma yetenegi olan hiicrelere doniisiimiinii uyarici bir 6zellige sahip
olduklart bildirilmistir. Lenfositlerin aktivasyonu ve proliferasyonunu iceren bu
mitojenik aktivitenin mekanizmasi, genellikle ligandlarin T-hicre reseptorlerine
baglanmasiyla baslar, bu da sinyal kaskadini, IL-2 gen ekspresyonunu ve ardindan
proliferasyonu tetikler. Giinlimiizde kanser hastalarmn sayist artmasi ile dogal
kaynakli antimutajenik bilesiklerin tespit edilmesi onemi giin gegtikce artmaktadir
(Hasan ve ark., 2015).

Birgok mantarin  mutajenik-antimutajenik  potansiyellerine  bakilmustir.
Volvareilla volvacea, Boletus satanasLenz, Flammulina velutipes, Ganoderma
lucidum, Lentinus edodes ve Agrocybe cylindracea'dan elde edilen lektinler, gucli
mitojenik aktiviteler sergilerken, Tricholoma mongolicum, Laetiporus silfirik ve
Lactarius deliciosus mantar kaynakli lektinleri mitojenik olmadiklar1 bildirilmistir
(Ho ve ark., 2004).

Ganoderma capense (Ngai ve Ng 2004), Schizophyllum commune (Han ve
ark., 2005), Boletus edulis (Zheng ve ark., 2007), Cordyceps militaris (Jung ve ark.,
2007), Pleurotus citrinopileatus (Li ve ark., 2008), Hericium erinaceum (Li ve ark.,
2010) ve Pholiota adiposa'dan (Motta ve ark., 2021) kaynakli lektinler, fare
splenositlerine kars1 mitojenik aktiviteye sahip olduklar1 bildirilmistir.

Diger umut verici lektinler arasinda, F344 sicanlarinin dalak lenf hiicrelerine
karst mitojenik aktivite ve HIV-1 gpl120 i¢in giiglii baglanma afinitesi gosteren
Hygrophorus russula'dan (HRL) elde edilen mannoz spesifik lektini yer alir (Singh
ve ark., 2015).

2.1.2.3. Immiinomodulatér Etki

Mantarlarin  genellikle bagisikligi  giiclendirici ajanlar olduklar1 ileri
stiriilmiistiir. Mantarlarin antikanser, otoimmiin hastaliklar1 baskilamasi ve alerji gibi
terapotik etkileri immiinomodiilator etkileri ile iliskilendirilmistir. Mantarlardan
immiinomodiilatdr ve/veya antitimdr aktivitesi olan polisakkaritler (6zellikle p-D-
glukanlar), polisakkaropeptidler (PSP), polisakkarit proteinleri gibi bircok madde
izole edilmistir. Mantarlardan elde edilen bu aktif maddelerin baslica

immunomodulator etkileri, hematopoietik kok hucreler, lenfositler, makrofajlar,
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dendritik hiicreler (DC'ler) ve dogal oldiiriicii (NK) hiicreler gibi immiin hiicrelerin
aktivasyonunu ve mutajenitesini igerir ve sitokinlerin Gretimine yol acar (Valverde
ve ark., 2015).

Immiin yamt, patojenlerin hizl1 bir sekilde taninmasin saglayarak inflamatuar
cevaplar indiikleyen dogal ve kronik inflamatuar olaylarin ilerlemesinde rol oynayan

edinilmis (adaptif) immiin yanitlar1 igermektedir (Lull ve ark., 2005).

Dogal immiin yanitta gorevli olan notrofilik graniilositler ve makrofajlar
tarafindan taninan mikroorganizmalar fagositoz ile yok edilir. Makrofajlar ve
dendritik hiicreler tarafindan mikroorganizmanin taninmasi yapi taniyan reseptorler
(PRR: Pattern Recognition Receptors)’lerin en 6nemli bileseni olan TLR (Sirke
sineginin Toll reseptorlerine benzer reseptorleri) tarafindan gergeklesir.
Mikroorganizmanin patojenle iliskili molekiiler yapilar1 (PAMPs: pathojen-
associated molecular patterns), bu resptorlere baglanmasi ile inflamatuar yanit

baglatilir (Lull ve ark., 2005; Chen ve ark., 2018).

Lektinlerin immiinomodiilatér aktivitelerini baslatmak icin en 6nemli adim,
lektin reseptori olarak goOrev goren hicre yizeyindeki glikanlara lektinin
baglanmasidir. TLR-2 lipoglikanlar1 baglarken, TLR-4 bakteri duvarindaki
lipopolisakkariti, TLR-5-flagellin polisakkariti, TLR-9 ise bakteri duvarindaki
metillenmemis CpG nukleotidi baglar. TLR tarafindan miyeloid diferansiyasyon
faktor 88 (MyDS88) bagimli veya bagimsiz sinyal yolagi ile MAP kinazlarin
uyarilmast AP-1 ve NFkB gibi transkripsiyon faktorlerin niiklear translokasyonuna
ve sitokin liretimini saglayan genlerin transkripsiyonunun baglamasina yol agarlar ve

patojenlere karsi savasirlar (Sekil 2-6) (Chen ve ark., 2018).

Lipopolisakkarit (LPS) veya DAMPs (tehlike iliskili molekiiler kaliplar) ile
TLR4’in etkilesimi sonucunda intraseliiler yolaklar aktive olur (Sekil 2-7) (Kundakg¢1
ve Pirat, 2012).
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Sekil 2-6: TLR sinyal yolu (Chen ve ark., 2018).
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Sekil 2-7: LPS veya DAMPs ile intraseliiler yolaklarin aktivasyonu (Kundakci ve Pirat,

2012).

DAMP: danger-associated molecular patterns MAL: MyD88 adapter-like

MyD88: myeloid differentiation primary response gene 88 IRAK: interleukin-1 receptor associated kinase
NIK: nuclear factor-kB inducing kinase IRF3: interferon regulatory factor 3

PAMP: pathogen-associated molecular pattern. ISRE: interferon sensitive response element
TIR: toll-like receptor LBP: lipoprotein binding protein

LPS: lipopolisakkarit TRAF6: TNF receptor associated factor 6
TRAM: TRIF-related adapter molecule IKK: Ik-B kinase

TRIF: TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-p.
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Edinilmis (adaptif) immiin yamt ise lenfositler (T hiicreleri) tarafindan
olusturulur ve her mikroorganizma i¢in 6zgiildiir. T lenfositleri, T yardimci (Th) ve
sitotoksik T (Tc) hucrelerini kapsar. Antijen ile heniiz etkilesime girmemis bu
hicrelere naif T hucreleri denir. Th hiicreleri B hiicreleri ile etkilesir ve onlarin
boliinmelerine, farklilagsmalarina ve antikor yapmalarina veya mononiikleer
fagositlerle etkilesime girmelerine ve hiicre i¢i patojenleri yok etmelerine yardimci
olur. Th hucreleri, ¢ozlnur sitokinler salgiyalarak ve/veya dogrudan hiicre-hiicre
etkilesimi yoluyla etkilerini gosterirler. Tc hiicreleri, patojenler tarafindan enfekte
olmus hedef konakgi hiicreleri yok eder. CD4+ yiizey molekiilleri tasiyan Th
hicreleri (ThO) sitokin saliimini uyararak hiicre disi patojenleri, CD8+ ylizey
molekiilleri tagtyan T hiicreleri hiicre igi patojenleri yok eder. Makrofajlar tarafindan
salgilanan IL-1 ile kenetlenmesi sonucunda ThO aktive olur ve farklilasma gegirerek
T-regulator (T-reg) hiicresi olarak da bilinen T supresor (Ts) hiicreye doniistr (Lull
ve ark., 2005) (Sekil 2-8).
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Sekil 2-8: Naif T hiicrelerinin farklilasmasi1 (Matricon ve ark., 2010).

CD4+ yiizey molekiilleri tasiyan T hiicreleri Thl, Th2 veya Th3 olarak
siniflandirilir. Th-1 hicreleri 1L-2, 1FN-y, TNF- ve IL-2 gibi proinflamatuar

sitokinleri salgilarlar ve hiicre i¢i parazitlere karst immun yanit olustururlar. Th-2
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hicreler ise IL-4, IL-5, IL-6 ve IL-13 sitokinleri salgilarlar ve hiicre dis1 parazitlere
karst hiiméral immiin cevapta 6nemli role sahiptir. Farklilasmamus (ThO) hiicreleri

IL-4 ve INF-y salgilarlar (Lull ve ark., 2005).

inflamasyon tarafindan aktive edilen makrofajlar ve adipositler gibi
inflamatuar htcreler, IL-1p, IL-6, TNF-a gibi inflamatuar sitokinlerin ve enzimlerin
uretimini indtkler. Bu nedenle hastalik teshisi, prognoz ve terapdtik tedavi igin
inflamatuar belirtecler olarak kullamlabilirler. Inflamatuar sitokinler, enfeksiyona
veya inflamasyona karst bagisiklik yanitint modiile eder ve karmasik bir etkilesim
ag1 aracihigiyla inflamasyonun kendisini duizenler. Sitokinler, pro-inflamatuar ve
anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptirler. Inflamatuar sitokinler interlokinler, koloni
uyarici faktorler (CSF), IFN'ler, TNF'ler, TGF'ler ve kemokinler olarak siniflandirilir
ve hiicreler tarafindan 6ncelikle 16kositleri enfeksiyon veya yaralanma bolgesine

toplamak igin uretilir.

TNF-a, makrofajlar ve antijen sunan hiicreler tarafindan salgilanan bir
proinflamatuar sitokindir. Makrofajlar1 aktive ederek IL-1p ve IL-6 salgilanmasini,
adezyon molekdllerin ekspresyonunu, fibroblastlarin proliferasyonunu arttirarak,
prokoagllan faktorlerini aktive ederek, apoptozu inhibe ederek inflamasyon
stirecinin siddetlenmesine neden olur. T hiicreleri tarafindan IFN-y salgilanmasini

uyarir, B hiicrelerini stimiile eder (Chen ve ark., 2018).

Monosit, makrofajlar, NK hicreleri, B hicreleri, dendritik hcreler
tarafindan, enfeksiyon, lezyon ve strese cevap olarak immiin yanitin erken fazinda
salgilanan bir proinflamatuar sitokin olan IL-1, karacigerden akut faz proteinlerin,
sinir sistemi Uzerine olan etkisiyle prostaglandinlerin salgilanmasini, CD4 T
hiicrelerinin farklilasmasim1 ve |6kosit/endotel hicrelerin  yuzeyindeki adezyon
molekdllerini kodlayan genlerin ekspresyonunu arttirir (Duque ve Descoteauz,
2014). IL-1, atesi indiiklemek i¢in hipotalamusa etki ederek klinik éneme sahiptir, bu
nedenle, buna endojen bir pirojen denir. IL-1 kan basincinda diismeye veya soka

neden olur, etkileri kortikosteroidler tarafindan inhibe edilir (Justiz ve Qurie 2020).

Makrofajlar, endotel hiicreleri ve aktive edilmis T hiicreleri tarafindan
salgilanan IL-6, B hiicresi farklilasmasinda ve akut faz proteinlerinin uyarilmasinda

rol oynar (Duque ve Descoteauz, 2014).
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Bir anti-inflamatuar sitokin olan IL-10, aktive olan makrofajlar, B ve T
hiicreleri tarafindan salgilanir, makrofaj aktivasyonunu ve TNF, IL-1p, IL-6, IL-8 ve
IL-12 salgilanmasini baskilar. IL-10 aktive makrofajlardaki MHC-II ekspresiyonunu
baskilayarak antijen sunumunun giiglii inhibitorii olarak gorev goriir. Ayrica Thlve
NK hiicreleri tarafindan IFN-y salgilanmasini inhibe eder, immunoglobulinlerin
biiytimesini, farklilagmasin1 ve B hiicreleri tarafindan salgilanmasini uyarirlar
(Duque ve Descoteauz, 2014). Patojenik Th17 hiicre yanitlarin1 asagi diizenleme ile

regile eder (Justiz ve Qurie 2020).

Aktive olan NK hicreleri, Thl ve CDS8+ sitotoksik hiicreler tarafindan
salgilanan ve bir proinflamatuar sitokin olan IFN-y (Tip Il interferon olarak da
bilinir), ilk olarak anti-viral aktivitesi ile tamimlanmis olan 6énemli bir immin
diizenleyici sitokindir. Anti-viral, antiproliferatif ve immin dizenleyici
aktivitelerinden dolay1r konak savunmasinda kilit rol oynar. IFN-y, sitokinlerin
uretimini indukler, simif I ve II MHC antijenleri, Fc reseptorleri, 16kosit adezyon
molekiilleri ve B7 antijeni dahil olmak {izere c¢esitli membran proteinlerinin
ekspresyonunu yukari diizenleme ile regile eder (Chen ve ark., 2018).

Prostaglandin E2'nin inflamasyondaki rolii karmasiktir. Hiicre tipine ve ¢esitli
reseptorlerin ekspresyonuna bagli olarak bazi durumlarda pro-inflamatuar aktivite
gosterirken, bazi durumlarda ise anti-inflamatuar bir rol oynar. Inflamatuar Th17
hlcrelerinin aktivasyonunu uyarabilir, ancak diger T hiicresi alt gruplarinda IL-2 ve
IL-12 iretimini baskilayabilir. In vitro deneyler, prostaglandin E2'nin T-hiicre

uretimini engelleyebilecegini gostermistir (Xi ve Gerriets, 2020).

Mantar preparatlarinin  kullanimiyla, dendritik hiicre olgunlagsmast ve
aktivasyonu, makrofaj ve fagositik aktivasyon, NK hiicre aktivasyonu, CD4 / CD8 ve
Th1/Th2 oranlarinin iyilestirilmesi olmak iizere ¢ok sayida immiinolojik olarak

iliskili aktivite dogrulanmistir (Anonymous, 2006).

Bir¢ok c¢alismada mantar [(-glukanlarin, mononiikleer fagosit sistemini
(6rnegin, makrofajlar, monositler) ve bazi lenfositleri (6rnegin, NK hiicreleri)
uyarmak suretiyle konak¢1 savunma sistemindeki humoral ve hiicre aracili immiin
yanitlarin olugmasindan once enfekte veya transforme edilmis hiicreleri basarili bir
sekilde ortadan kaldirabilen interferon ve interlokinler gibi sitokinlerin Gretimini
arttirdiklar1 gosterilmistir (Zaidman ve ark., 2005). Mac-1, CD11b / CD18 veya
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aMp2-integrin olarak da bilinen kompleman reseptor tip 3 (CR3)’{lin, bir adhezyon
molekill ve makrofajlar gibi immin efektor hiicreler tGizerindeki p-glukani taniyan
faktor | ile boliinen C3b (iC3b) icin bir reseptor olarak gorev gérmesi, bu reseptoriin
l16kositler {izerinde baslica B-glukan reseptorii oldugu ve bu karbonhidratlarin tim
immiinomodiilator etkilerine aracilik ettigi Onerisine yol agmistir (Zaidman ve ark.,

2005).

Cheung ve ark. (2002), ¢ok sayida timor hiicre hatlarinda B-glukanlarin
monoklonal antikorlarla kombinasyonunun etkisini arastirmis ve sitotoksisitede ¢cok
onemli bir artisg goriildiigi bildirmislerdir. Bunun, C3 ile opsonizasyona karsi timor
hiicresi direncinin iistesinden gelinmesiyle ortaya ¢iktig1 goriilmistiir. Artan ilgi ve
monoklonal antikorlarin artan kullanimi ile mantarlarin bu 6zelligi potansiyel bir

oneme sahip oldugu ileri siiriilmiistiir (Anonimous, 2006).

Yenilebilir bir mantar olan Flammulina velutipesten elde edilen Fip-fve
imminomodulatoér proteininin, insan kirmizi kan hiicrelerini aglutine ettigi, insan
periferik kan lenfositlerini uyardigi, sistematik anafilaksi reaksiyonunu ve fare ayak
yastiklarinin lokal sismesini baskiladigi bildirilmistir. Ayrica, bu proteinin p38
mitojenle aktive olan protein kinaz sinyal yoluyla IL-2 ve IFN-y'nin transkripsiyonel
ekspresyonunu (Ko ve ark., 1995) akis yukari regiile ettigi ve IFN-y salgilayan Thl

htcrelerini (Wang ve ark., 2004) uyardigini rapor edilmistir.

Volvariella volvacea mantarindan elde edilen Fip-vvo proteinin Bal b/c
farelerinde BSA ile indiiklenen Arthus reaksiyonunu baskiladigi ve IL-2, IL-4, IFN-
Y, TNF-a, lenfotoksin ve IL-2 reseptorinun transkripsiyonel ekspresyonunu
arttirdig1, boylece sitokin diizenlemesi yoluyla bagisiklik modiilasyonunu etkiledigi
bildirilmistir (Hsu ve ark., 1997). iImmunomodiilatdr etkili mantar bilesiklerin

edinilmis imman sistemindeki hedefleri Sekil 2-9°da gosterilmistir.
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Modulation of APC-ThO interaction
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Sekil 2-9: iImmunomodiilator etkili mantar bilesiklerin adaptif immiin sistemindeKi
hedefleri (Lull ve ark., 2005).

APC: antijen sunan hiicre; APC grubu olarak makrofaj, dendritik ve B hiicreleri gorev alir.

C’: aktive olan compleman CD: farklilagma kiimesi CR1: compleman reseptor tip 1

FcR: Fc reseptor GSH: Glutatyon IL-4: interlokin-4

TR: Regllator T hucresi IL-4R: Interlokin-4 reseptorii  NO: Nitrik oksit

TC: Sitotoksik T lenfositi TCR: T-hiicre reseptori TH: Yardimei T hiicresi

TLR: Toll-benzeri reseptor MHC II: Major Histocompatibility Complex (Temel Doku Uyusmazlhik Antijenleri);

APC hiicrelerinin yuizeyinde bulunan ve CD4+ veya CD8+T huicrelerine antijenik peptidi sunan hiicreler

Mantar lektinleri, immiin yanitin gii¢lii modiilatorleri olarak etki ettikleri
bildirilmistir. Tricholoma mongolicum mantarindan izole edilen TML-1 ve TML-2
lektinlerin, lektin uygulanan farelerden elde edilen makrofajlar1 aktive ederek Thl
yanitin1 uyardiklar1 ve makrofajlar tarafindan TNF-a {retimini arttirdiklar
gortilmiistir. Bu etkinin, makrofajlarin  ylzeyindeki glikanlara lektinlerin
baglanmalart ve immun yanitin1 diizenlenmelerinden ileri geldigi bildirilmistir
(Wang ve ark., 1996). Volvariella volvacea mantarindan saflastirilan VVL lektini
fare dalak lenfositlerin proliferasyonunu indiikledigi ve Thl yanitin1 arttirarak, IL-2,
INF-y’nin traskripsiyonel ekspresyonunu arttirdigr bildirilmistir (She ve ark., 1998).
Benzer aktivite Ganoderma capense (Ngai ve Ng, 2004) ve Pleurotus citrinopileatus

(Li ve ark., 2008) lektinin gosterdigi de rapor edilmistir. Lektin tarafindan T
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hicrelerin mitojenik aktivasyonu ve Thl, Th2 ve Thl7 cevaplart Sekil 2-10’de

gosterilmistir.

" Lectin % / ‘
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Sekil 2-10: Lektin tarafindan T hiicrelerin mitojenik aktivasyonu ve Thl, Th2 ve Thl7
cevaplarn (Coelho ve ark., 2017).

2.1.2.4. Antimikrobial Aktivite

Antiviral etki gdsteren en dnemli maddeler arasinda insan immiin yetmezlik
virust tip 1 (HIV-1)’e karst etkili olan ve Ganoderma lucidum’dan izole edilen
ganoderiol F, ganodermanontriol, ganoderic acid B; influenza virlsl tip A’ya karsi
etkili olan ve Ganoderma pfeifferi’den izole edilen ganodermadiol, lucidadiol,
applanoxidic acid G gibi triterpenler’dir. Flammulina velutipes mantar turiinden izole
edilen ribozomu inaktive eden bir protein olan velutin, HIV-1 ters transkriptaz
inhibisyonuna neden oldugu bildirilmistir. Antitimor etki gdsteren en 6nemli
maddeler ise kalvasin, volvotoksin, flammutoksin, lentinan ve porisin denilen vb.
yalnizca makro mantarlardan izole edilmis maddelerdir. Bu bilesikler ayn1 zamanda
antiviral dzellik de gdstermektedir. Thomas Jefferson Universite hastanesi tarafindan
bildirilmis bir ¢alismada, Coriolus, Shitake, Reishi ve Maitake mantarlarinin etken
maddelerinden Ozellikle aktif heksoz (AHCC) ve MGN-3 bilesenleri incelenmis ve
timor yayilimini engelledigi ve antioksidan etkilerinden dolayr bagisiklik sistemini

gliclendirdigi belirlenmistir (Lindequist ve ark., 2005; Anonymous, 2006).

Pleurotus ostreatus (Iwalokun ve ark., 2007; Wolf ve ark., 2008; Mustafa ve
ark., 2015), Pleurotus cornucopiae ve Pleurotus salmoneostramineus (Mustafa ve
ark., 2015) mantarlarin meyve govdesi ve miselyumdan hazirlanan infizyon veya
ekstrelerin antibakteriyal ve antifungal aktivite gosterdikleri bildirilmistir. Ayrica,
antiviral aktiviteleri de ilgi ¢ekmis ve rapor edilmistir (Seo ve Choi, 2021). Pleurotus

ostreatus mantarinin meyve govdesinden izole edilen ubikitin benzeri N terminal
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dizisi igeren bir glikoprotenin HIV-1 ters transkriptazi inhibe ettigi bildirilmistir
(Wang ve Ng, 2000).

Agaricus blazei, Schizophyllum commune, Boletus edulis, Pleurotus
citrinopileatus,Cordyceps militaris ve Inocybe umbrinella lektinleri HIV-1 ters
transkriptaz inhibitorleri olduklart bildirilmistir (Hasan ve ark., 2015). Bugiine kadar
tanimlanmis en giiglic HIV-1 ters transkriptaz inhibitorQ, Pleurotus citrinopilatus'tan

izole edilen lektinin oldugu bildirilmistir (Li ve ark., 2008).

Baz1 lektinler, konak hiicre yiizeyindeki glikan zincirleri ile etkilesim yoluyla

infeksiyon mekanizmasina aracilik ederek viriisiin hiicreye girmesine neden olur.

2.1.3. Pleurotus Turleri

Istiridye mantar1 olarak da bilinen bu cinsin yaklasik 40 tiirii vardir. Pleurotus
tarleri, onemli farmakolojik/nutrasotik 6zelligi olan bircok bilesik igerdiklerinden
dolayr uzun siiredir tibbi mantar olarak kullanilmaktadir. Pleurotus tdrleri,
immunomoddlator, antiproliferatif ve antitimoér aktiviteleri olan lektinler;
antioksidan aktiviteye sahip olan fenolik bilesikler, triterpenoidler ve saponinler
(Wang ve ark., 1998), immino-arttirici ve antikanser aktiviteleri olan polisakkaritler
(polisakkaropeptidler), hipokolesterolemik ajan olarak kullanilan lovastatin
icerdikleri bildirilmistir. Diger yenilebilir mantarlardan daha zengin protein, amino
asit ve diyet lif kaynagi olarak kullamldiklar1 (Jo ve ark., 2019), A, D, K, B ve C
vitaminleri bakimindan zengin ve az yag ile sindirilebilir karbonhidrat icerdikleri igin

diisiik kalorili diyetler icin uygun olduklari saptanmistir (Han ve ark., 2011).

Pleurotus tirlerinin antitimor, antiviral, antibakteriyel, hipokolesterolemik,
hipoglisemik, antitrombotik ve imminomodulatoér etkilere sahip olduklari, kan
basincini ve kan lipid konsantrasyonlarimi disiirdiikleri gosterilmistir (Jedinak ve
Sliva, 2008; Mori ve ark., 2008; Jayakumar ve ark., 2008; Patel ve ark., 2012; Khan
ve Tania, 2012; Mariga ve ark., 2014; Valverde ve ark., 2015; Ajana ve Savita, 2017;
Choi ve ark., 2017). Bu tire ait olan P. ostreatus ve P. eryngii, ticari olarak (retilen

yenilebilir mantarlardir (Wang ve Ng, 2004).

Apiaceae familyasi iiyesi olan P. eryngii var. ferulae, 1000-2500 m gibi yiiksek
olan daglarda ve dag yamaglarinda yayilis gosteren, ilkbahar aylarinda dogadan

toplanarak yol kenarlarinda ve yore pazarlarinda satilan; ¢asir, ¢aksir, ¢asur, heliz,
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kirkor, gobek, gobelek ve mendik mantar1 adi ile bilinmektedir. Dogu Anadolu
Bolgesi'nde Elazig, Adiyaman, Malatya, Tunceli, Bingdl vb. illerde siklikla
tlketilmekte (Akyiz ve Kirbag, 2007).

Yaygin olarak kral istiridye mantar1 olarak adlandirilan popiiler bir yenilebilir
mantar tlri olan Pleurotus eryngii, Pleurotus tdrlerine ait bir tetrapolar
basidiomycete'dir (Sun ve ark., 2017). Cin'de "¢igek cennetinin mantar1" olarak anilir
ve geleneksel Cin tibbinda canlandirici ve bagisiklik sistemini uyarict etkili cay
seklinde tlketilir. Ayrica cilt bakimi, eklem ve kas gevsemesi gibi bircok
rahatsizhigin yam sira zayiflik ve yorgunlugun tedavisinde de kullamildig
bildirilmistir (Mariga ve ark., 2014). Olaganiistii tadi, besin degeri ve biyolojik
islevleri nedeniyle yenilebilir bir mantar olarak popiilerdir, bu nedenle iiretimi hizla
biiyiiyerek Kuzey Afrika, Avrupa ve Asya'daki tiiketici talebini karsilamaktadir (Sun
ve ark., 2017).

P. eryngii var. ferulae'den elde edilen baz1 ekstraktlar, Gnemli antitimor (Choi
ve ark., 2004; Yuan ve ark., 2017b), antijenotoksik, antioksidan ve tirozinaz inhibe
edici (Hu ve ark., 2009; Alam ve ark., 2012), anti-kolinerjik ve beyin hicrelerini
koruyucu (Hong ve ark., 2004) aktiviteye sahip olduklart bildirilmistir. Mantarin
meyvesinden izole edilen pleuron adli bir maddenin gii¢lii nétrofil elastaz inhibitori

oldugu tespit edilmistir (Lee ve ark., 2011).

Resim 2-1: Pleurotus eryngyii var. ferulae (Alp, 2020)
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Lektinlerin genis uygulama yelpazesi, bilinen lektinlerin derinlemesine
arastirllmasinin yani sira ilging karbonhidrat baglama oOzellikleri veya biyolojik
aktivitelere sahip yeni lektinlerin arastirilmasi da lektinolojinin dnemli hedeflerinden
biridir.

Anabilim Dalimizda lektinler lizerinde yapilan bir ¢alismada, A. vera yaprak
pulpasindan tuzla fraksiyonlu ¢oktiirme ve hidroksilapatit sttun kromatografi
yontemleri kullanilarak Aloctin | ve Aloctin 1l olarak adlandirilan iki izolektinin
kismi saflastirilmasi gercgeklestirildi (Akev ve Can, 1999). Bir sonraki ¢aligmada
kismi olarak saflastirilmis aloktin 1, Sephadex G-50 jel filtrasyonu kolonundan elle
edilerek saf olarak elde edildi. Lektinin molekiil agirligi 45 000 dalton oldugu
belirlendi ve SDS — PAGE’de her birinin molekiil agirligi 15 000 dalton olan ii¢
altbiriminden olustugu sonucuna varildi (Akev ve ark. 2002-2003). Daha sonraki
caligmada Aloe vera yapraklarimin pulpasindan, amonyum siilfatla ¢oktiirme ve gok
daha spesifik bir saflastirma yontemi olan ovalbumin baglanmis siyanojen bromiir ile
aktive edilmis Sefaroz 4B affinite kromatografisi ile aloktin saflagtiriimasi
gerceklestirildi (Ozsoy ve ark., 2012). Aloe vera’dan izole edilen lektinin antikanser
(Akev ve ark., 2007; Kuruca ve ark., 2019; Akev ve ark., 2020a; Akev ve ark.,
2020b) aktivite gosterdigi belirlendi.

Lektinler iizerindeki c¢alismalarimizin bir devami olan bu c¢alismada,
Pleurotus eryngyii var. ferulae mantarindan saflastirilan, poliakrilamid jel
elektroforezi ile saflig1 kontrol edilen lektinin molekiil agirliginin ve seker inhibisyon
deneyleri ile lektine spesifik olan bir karbohidrat biriminin tespit edilmesi ve anti-
inflamatuar etkilerinin incelenmesi ile mantar lektinlerinin roliiniin anlasilmasina
katkida bulunmanin yani sira, bu proteinlerin inflamatuar ve kanser hastaliklarinda

tedavi edici amagla kullanimlarina dair bir fikir verebilecegi de diisiiniilmektedir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

Albumin (BSA) [Sigma A7906]

Amonyum sulfat [(NH4),SO4; Merck 101217]

Anti-iINOS antibody [ABCAM ab15323]

Bakair siilfat [CuSO4.5H20; Sigma 7758]

Bikinkoninik Asid Kiti [Sigma B9643, BCA1]

Bromfenol mavisi [Merck 8122]

Coomassie brillant blue R-250 [Fluka; 221234]

COX-2 Antibody [NOVUS NB100-689SS]

DEAE Sepharose [Sigma DCL6B100]

D-Fukoz [Sigma F8150]

D-Galaktoz [Merck 4060]

D-Glukozamin hidroklorir [Fluka K5402]

Disodyum hidrojen fosfat (NazHPO,) [Riedel de Haén 4272]
D-laktoz [Merck7656]

D-Mannoz [Fluka 232576]

D-Metil-a-D-mannopiranoz [Sigma M6882]

D-PBS [Multicell 311-425-CL]

D-Rafinoz [Fluka 223802]

Dulbecco’s modified Eagles medium (DMEM) [Multicell 319-005-CL]
Ethylenediaminetetraacetic Acid Disodum Salt Dihydrate [Sigma E5134]
Fare makrofaj RAW 264.7 [ATCC TIB-71]

Fetal bovine serum [Capricorn Scientific FBS-11A]

GAPDH [ABCAM ab8245]
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Glasiyal asetik asit [Merk K46982863]

Glisin [Sigma G8898]

Goat Anti-mouse 1gG (HRP) [Santa Cruz Biotechnology sc-2005]

Goat Anti-Rabbit 1gG H&L (HRP) [ABCAM ab205718]

Hidroklorik Asid [Merck, 109057]

LPS (Escherichia coli, serotip 026:B6) [Sigma L2654]

Luminol/Enhancer ve Peroksit ¢ozeltileri [Bio-Rad, 170-5060]

Maltoz [Merck 5911]

Methanol [Merk 1.06009.2511]

Mini Protein TGX Gels [Bio-Rad L007087 B]

Mouse IFN-gamma Platinum ELISA Kit [THERMO-INVITROGEN BMS606]
Mouse IL-10 Platinum ELISA Kit [THERMO-INVITROGEN BMS614/2]
Mouse IL-1beta Platinum ELISA Kit [THERMO-INVITROGEN BMS6002]
Mouse IL-6 Platinum ELISA Kit [THERMO-INVITROGEN BMS603/2]
Mouse TNF-alpha Platinum ELISA Kit [THERMO-INVITROGEN BMS607/3]
MTS Reaktif Tozu [Promega G1112]

N-Asetil-D-galaktozamin [Sigma A2795]

N-asetil-D-glukozamin [Fluka K6478]

4-nitrofenil-a-D-glukopiranozit [Fluka 73673]
4-nitrofenil-p-D-glukopiranozit [Fluka 73676]

Nonidet P-40 [Sigma, 74385]

Ovalbumin [BDH Chemicals, Poole, England, 33008]

Penisilin-Streptomisin 10000 U/mL [WISENT, 450-201-EL]

PGE2 (Prostaglandin E2) ELISA Kit [ELABSCIENCE E-EL-0034]

Poliviniliden diflorir (PVDF) Membran [Bio-Rad 170-4156]



Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO,4) [Merck 104871]
Protein Marker [Invitrogen LC5615]

Sephadex G-100 [Pharmacia 17-0061-01]
Sodyum dodesil sulfat (SDS) [Fluka 71725]
Sodyum Klorir [Merck 106404]

Transfer Tamponu 5x [Bio-Rad 10026938]

Tris (hidroksimetil) aminometan [Merck 108387]
Trypan blue [Merck E11732]

Trypsin [Sigma T4799]

Tween 20 [P1379]

Yagsiz Siit Tozu [Sigma M7409]
B-Merkaptoetanol [Merck, 805740]

3.2. Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

Buz Makinesi [Eurfrigor]

Buzdolabi [Ariston]

Calkalamali Inkiibator [N-Biotek]

Calkalayict [IKA KS260]

Cam kolon [Pharmacia Fine Chemicals, Upsala, Sweden]

CO; Destekli Inkiibator [N-Biotek]
Degirmen [IKA-WERKE M20]
Derin dondurucu [-20°C, Bosch]
Derin dondurucu [-85°C, Nuare]
Etlv [Heraeus]

Fraksiyon toplayici [Gilson FC 204]

Hassas Terazi [AND HM 200]
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Hemaglutinasyon aktivitesi tayininde, Isik Mikroskobu [Olympus]
Hemositometre Lami [Isolab]

Inverted Mikroskop [Olympus]

Is1 Blogu [Lab Line]

Jel Goriintiileme Cihazi [Vilber Lourmat, Fusion FX5]
Laminar Flow Kabin [N-Biotek]

Manyetik karistirict [Kermanlar]

Mikro-plaka Okuyucu [Eon Biotek]

Otomatik hiicre sayim cihazi [LUNAII]

Otomatik pipet takimu [Gilson ve Eppendorf]

pH Metre (WTW) [Radiometer 92]

Santrifiij islemlerinde, masa tipi sogutuculu santrifiij [Heraeus-Megafuge 1.0R]
Siringa [Set Inject]

Spektrofotometre [Shimadzu UV-1208]

Steril 15 mL’lik Santrifiij Tiipti [NEST 601052]

Steril 50 mL’lik Santrifiij Ttpii [NEST 602052]

Steril 96 Kuyucuklu Plaka [NEST 701001]

37°C’lik Su Banyosu [Memmert]

Turbo Transfer Sistemi [Bio-Rad]

Ultra Saf Su Cihaz1 [Elga]

Ultrasonik banyo [Elmasonic S10]

Ultrasonik Homojenizatér [Art-MICCRA D-1]
Vertikal Jel Elektroforezi Cihazi [Bio-Rad]

Vorteks [Velp Scientifica]
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3.3. Pleurotus eryngii var. ferulae Mantarimin Toplanmasi

Arazi calismasi, 2020 yilinda Tunceli il sinir1 igerisinde kalan Piiliimiir,
Ovacik, Nazimiye il¢elerindeki ve Tunceli merkeze bagli Kocako¢ Koyii, Karsilar
Koyii ve Giile¢ Koyl civarindaki mantarlarin dogal olarak yetisebildigi uygun
habitatlarda, Nisan-Mayis-Haziran aylarinda Munzur Universitesinden Dr. Ogretim
tiyesi Hevidar Alp tarafindan gergeklestirilmistir (Sekil 3-1). Toplanan makrofungus
ornekleri kurutuldu. Tiirlerin tanisi, Dicle Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Ogretim Uyesi sayin Prof. Dr. Abdunnasir YILDIZ tarafindan
gerceklestirildi.
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Mazgirt
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Sekil 3-1: Arazi caliymasi sonucu ulasilan makrofunguslarin harita iizerindeki yetisme
yerleri (Alp, 2020).

" 1. Kocakog Kéyii, I1. Karsilar Koyii, I11. Giileg Koyii, IV. Kocatepe Kdyii, V. Cobanyildizt Kéyii, VI. Balpayam
Kéyti, VII. Ardich Koyii, VIII. Akyayik Koyii, IX. Yenikonak Koyii, X. Yalmanlar Koyii, XI. Cevizlidere
Koy, XII. Bitytikyurt Koy, XIII. Dokuzkaya Koyii, XIV. Sartyayla Koyii, XV. Yaylacik Koyt

VL., IX. ve XIV. bdlgelerden Pleurotus eryngii var. ferulae
3.4. Pleurotus eryngii var. ferulae Mantarindan Lektin Elde Edilmesi
3.4.1. Kullanilan Cozeltiler

e 0,06 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7,4)

9,072 g KH,PO,4 ve 11,866 g Na;HPO4.2H,0 600 ml distile suda ¢ozildi.
pH’st N HCI veya N NaOH ile 7,4’e ayarlandi. Hacim distile su ile 1000

ml’ye tamamlandi.
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e 0,006 M Fosfatla Tamponlanmis Serum Fizyolojik (PBS; Phosphate
Buffered Saline) (pH 7,4)

900 ml % 0,9 NaCl c¢ozeltisine 100 ml 0,06 M sodyum fosfat tamponu (pH

7,4) ilave edilerek hazirlandi.

3.4.2. Ham ekstrenin hazirlanmasi

30 g kuru mantar, degirmende toz haline getirildikten sonra 500 ml PBS (pH
7,4) igeren ve buz igine yerlestirilmis olan 1000 ml’lik behere aktarildi ve manyetik
karigtiric1 ile 30 dakika karistirildi. Bir gece buzdolabinda bekledildikten sonra
13000 devir/dakikada sogutuculu santrifiijde 30 dakika santrifiije edildi, elde edilen

sivi kisim alindi ve bu sekilde ham ekstre elde edildi.

3.5. Mantar Ham Ekstresinden Lektinin % 80 Amonyum Sulfat

Konsantrasyonunda Cokturulmesi

Ham ekstreye ortamdaki konsantrasyonu % 80 olacak sekilde havanda toz haline
getirilmis amonyum siilfat yavas yavas ilave edildi ve soguk dolapta manyetik
karistiric1 ile 30 dakika karistirildiktan sonra karisim 4°C’de 13 000 rpm’de, 30
dakika santrifuje edildi. Cokelti, ¢oziinebilecegi en az miktardaki PBS ile ¢oziildu ve
4°C’de PBS’e kars: dializ edildi. Coziinmemis kati partikiilleri uzaklastirmak {izere
cozelti tekrar 4°C°de 13 000 rpm’de, 30 dakika santrifiije edildi. Supernatant % 80
amonyum sulfat kesiti olarak adlandirildi, hemaglutinasyon aktivitesi ve protein
miktar tayinleri yapildiktan sonra DEAE Sefaroz-4B anyon degistirici kromatografisi

uygulandi.
3.6. % 4’liik Eritrosit Siispansyonunun Hazirlanmasi

A grubu RH+ insan kani ile ¢alisildi. 2 ml kan sodyum okzalat’li tiipe alindi, 3
ml % 0,9 NaCl (pH 7,4) ilave edilerek 2 300 rpm’de 5 dakika santrifiije edildi.
Santrifiij islemi tstteki sivi renksiz olana kadar tekrarlandi. Coken eritrosit hacmi ml
olarak okundu. % 4’liik eritrosit siispansiyonunu hazirlamak i¢in Denklem 3-1’den
yararlanildi (Lis ve Sharon, 1972).

. Oken eritrosit hacmi
Total hacim = - ¢ — x100 (3-1)
Istenen % eritrosit konsantrasy onu
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3.7. Hemaglutinasyon Aktivitenin Tayini

Hemaglutinasyon aktivitesini dlgmek icin, seri halinde yar1 yariya seyreltme
yontemi kullanildi. Deney mikrotitrasyon plaginda yapilirken, ilk kuyucuga 50 pl
ornek (lektin ¢ozeltisi), diger 9 kuyucuga 25’er ul % 0,9 NaCl ¢ozeltisi mikropipet
ile konuldu. Birinci kuyucuktan 25 pl ¢ozelti alinarak ikinci kuyucuga aktarildi.
Pipet birkac kez bu kuyucuktaki ¢ozelti ile yikandiktan sonra, ikinci kuyucuktan 25
ul ¢ozelti alind1 ve iiciincii kuyucuga aktarildi. Islemlere bu sekilde onuncu kuyucuga
kadar devam edildi. Onuncu kuyucuktaki ¢ozeltinin 25 ul’si disar1 atildi. Boylece,
kuyucuklardaki lektinin (6rnek) seyreltme oranlari sirasiyla 1: 1, 1: 2, 1: 4, 1: 8, 1:
16, 1: 32, 1: 64; 1: 128, 1: 256 ve 1: 512 oldu. Seyreltmeler tamamlandiktan sonra,
her kuyucuga % 0,9 NaCl ile hazirlanmig %4 liik eritrosit siispansiyonundan 25’er pl
konuldu. Hafifce karistirildiktan sonra oda sicakliginda bir gece bekletildi. Ertesi
giin, yine hafifce karistirilarak, hemaglutinasyon aktivitesi, en fazla aglutinasyon
(++) ve aglutinasyon olmayan kuyucuk (-) olmak Uzere gozle (Sekil 3-2) ve sonra

151k mikroskobu altinda (Sekil 3-3) degerlendirilerek saptandi.

Aglutinasyon (-)

Aglutinasyon (+)

Sekil 3-2: Mikrotitrasyon plaklarinda hemaglutinasyonun gozle degerlendirilmesinin
gosterimi.
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Sekil 3-3: Hemaglutinasyonun aydinlik saha (normal 151k) mikroskobunda lam - lamel
arasindaki goriiniimii.

a) - Hemaglutinasyon (normal eritrositler) (M.B. 40x10),
b) + Hemaglutinasyon (M.B. 40x10),
c) ++ Hemaglutinasyon (M.B. 40x10).

3.8. Hemaglutinasyon Aktivitenin Hesaplanmasi

Bir hemaglutinasyon birimi (HB), deney kosullarinda belirgin (++)
hemaglutinasyon aktivitesi gosteren en az lektin miktar1 olarak tanimlandi ve

Denklem 3-2’e gore hesapland: (Liener ve Hill, 1952).

V) 1. kuyucuktakilektin ¢dzeltisinin hacmi (ml)
D,) 1. kuyucuktakilektin ¢ozeltisinin seyreltme orani (hi¢ seyreltilmemis lektin ¢ozeltisi, 1: 1)
Dy) 1 HB aglutinasyon aktivitesi gdsteren kuyucuktakilektin ¢6zeltisinin seyreltme orani.

S) 1. kuyucuktaki mg/ml lektin (protein) miktari.

3.9. Eringiolizinin Hemoliz Aktivitesi Uzerine Temperatiirin ve Baz

Bilesiklerin Etkisinin incelenmesi

Eritrositlerin hemolizine neden olan ve lektinin hemaglutinasyon aktivitesinin
belirlenmesine engel olan eringiolizinin aktivitesi Uzerine temperatirin etkisini
belirlemek tizere 1 ml ham ekstre 30 dakika boyunca 37°C ve 50°C'de 1sitildiktan

sonra hemaglutinasyon aktivitesine bakildi.
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Eringiolizinin hemolitik aktivitesine bazi tuzlarin etkisinin incelenmesi
amaciyla hazirlanan 50 mM NayCO03, NasP04, FeCl, ve CuCl; tuz ¢ozeltilerin ham

ekstreye ilave edilmesinden sonra hemaglutinasyon aktivitesi tayin edildi.

3.10. Lektinin Ozgul Karbohidrat Biriminin Belirlenmesi - Hemaglutinasyon

Inhibisyon Aktivitesi Testi

Lektinin 6zgul karbohidrat biriminin belirlenmesinde Wang ve Ng (2000)
belirttigi hemaglutinasyon inhibisyon testi modifiye edilerek yapildi. Bu testte,
lektine 0zgii karbohidrat birimi ortama ilave edildiginde lektine hizla baglanir ve
boylece aglutinasyon inhibe olur (Sekil 3-4 ve 3-5). Lektinin 6zgul karbohidrat
biriminin segimi  96-kuyucuklu U-tabanli mikrotitrasyon plaklarinda yapildi. Ilk
kuyucuga 50 pl karbohidrat (100 mM) veya glikoprotein (10 mg/ml), diger 7
kuyucuga 25’er ul PBS c¢ozeltisi ¢coklu otomatik mikropipet ile konuldu. Birinci
kuyucuktan 25 pl ¢ozelti alinarak ikinci kuyucuga aktarildi. Pipet birkag kez bu
kuyucuktaki ¢ozelti ile yikandiktan sonra, ikinci kuyucuktan 25 pl ¢ozelti alinip
liciincii kuyucuga aktarildi. Islemlere bu sekilde sekizce kuyucuga kadar devam
edildi. Sekizce kuyucuktaki ¢ozeltinin 25 ul’si disar1 atildi. Daha 6nce HA titresi
belirlenen lektinin 1:4°liik ara stogu hazirlandi. TUm kuyucuklara 25 pl 1:4°liik lektin
cozeltisi coklu otomatik mikropipet ile konuldu. Bdylece kuyucuklarda son hacimde
HA titresi 1:8 olan lektin ile ¢alisilmis oldu. Mikro plaka yanlardan avug icleriyle 5
dakika hafifce vurmak suretiyle kuyucuklardaki c¢ozeltilerin homojen olmasi
saglandi. Karigim 1 saat oda 1sinda bekletildikten sonra kuyucuklara, % 4’lik
eritrosit stispansiyonundan ¢oklu otomatik mikropipet ile 50°ser ul ilave edildi ve 2.

saatte hemaglutinasyon inhibisyonu gozle degerlendirildi.



38

Lektin

T—
~&F  Eritrosit yuzeyindeki
karbohidrat kallintilar

Sekil 3-4: Lektinin hemaglutinasyon aktivitesi tayininde kullamlan deneyin prensibi
(Santos ve ark., 2014).

Ozgil karbohidrat lektine
baglanarak hemaglutinasyonu
inhibe eder

Ozgil karbohidrat

Sekil 3-5: Lektinin 06zgul karbohidrat biriminin belirlenmesinde kullanilan
hemaglutinasyon inhibisyon aktivitesi deneyin prensibi (Santos ve ark., 2014).

3.11. Bikinkoninik Asid (BCA) Yontemi ile Protein Miktar Tayini
3.11.1. Kullanilan ¢ozeltiler

e Bikinkoninik Asid (BCA) Soltsyonu (pH 11,25): 0,1 N sodyum hidroksit
icinde ¢Ozlinmiis BCA, sodyum karbonat, sodyum tartarat ve sodyum

bikarbonat karigtmidir.

e BCA Calisma Ayraci: 50 mL BCA solusyonuna (pH 11,25) 1 mL % 4’lik

bakir (IT) siilfat pentahidrat ¢ozeltisi eklenerek taze olarak hazirlanir.
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3.11.2. Deneyin prensibi

BCA yoOntemi, (retici firmanin Onerdigi protokol optimize edilerek

+25

gerceklestirildi. Ydntem, Cu™“’nin alkali ortamda proteinler ile kompleks olusturmasi

+2,

ve Cu**nin Cu™"’e indirgenmesi esasina dayanir. Cu*', BCA ile reaksiyona girerek,

mor-mavi bir renk olusturur.
3.11.3. Deneyin yapilisi

Orneklerin protein miktarlart 96 kuyucuklu mikro-plakalar kullamlarak tayin
edildi. Kuyucuklara 10 pL 6rnek ve 80 pL BCA ¢alisma ayiract eklendi. Plaka
60°C’de 15 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra absorbanslar 562 nm’de ayirag
koriine karst okundu. Bu absorbans degerinin, sigir serum albumini standart egrisine

uygulanmasiyla, protein miktar1 mg/ml olarak belirlendi.
3.11.4. Sigir Serum Albumini Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi

Si1gir serum albuminin distile sudaki 1,6 mg/ml’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Daha
sonra bu ¢ozeltinin distile su ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlar: 0,8 mg/ml; 0,4
mg/ml, 0,2 mg/ml ve 0,1 mg/ml olan ¢o6zeltiler elde edildi. Cozeltilere, ayr1 ayri,
BCA deneyi uygulandi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiigiik kareler yonteminin
uygulanmasi ile sigir serum albumini standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi

elde edildi (Sekil 3-6).
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Sekil 3-6: SiZir serum albumini standart egrisi ve regresyon denklemi.
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3.12. DEAE Sefaroz-4B Anyon Degistirici Kromatografisi

3.12.1. Kullanilan ¢ozeltiler
¢0,025 M NaCl iceren PBS, pH 7,4

0,146 g NaCL 100 ml PBS'ta ¢oziilerek hazirland:.

¢ 0,05 M NaCl iceren PBS, pH 7,4

0,292 g NaCL 100 ml PBS'ta ¢oziilerek hazirlandu.
¢ 0,1 M NaCl iceren PBS, pH 7,4

0,584 g NaCL 100 ml PBS'ta ¢oziilerek hazirlandi.

¢ 0,2 M NaCl iceren PBS, pH 7,4

1,168 g NaCL 100 ml PBS'ta ¢oziilerek hazirlandi.

¢ 0,5 M NacCl iceren PBS, pH 7,4

2,92 g NaCL 100 ml PBS'ta ¢oziilerek hazirlandi.
e 1 M NaCl iceren PBS, pH 7,4

5.84 g NaCL 100 ml PBS'ta ¢6ziilerek hazirlandi.

3.12.2. Prensibi:

Ornekte bulunan iyonlar ile iyon degisim reginesinde bulunan iyonlar
arasindaki tersinir iyon degisimine dayanir. Her proteinin net yiikii yapisindaki yiikli
amino asitlerin miktarina ve bulundugu c¢ozeltinin pH'sina bagh olarak degisir.
Proteinler izoelektrik noktalarinin tizerindeki pH'larda negatif, altindaki pH'larda ise
pozitif yiikliidiirler. Belirli bir pH degerinde farkli proteinler farkli net ylike sahiptir.
Proteinlerin ayirma islemlerinde de bu yiik farkliligindan yararlanilmaktadir. Iyon
degistiricilerin matriks kismi, genellikle seliilloz, dekstran ve recine gibi
polimerlerden olusmaktadir. Anyon degisim reginelerinin yiizeylerinde pozitif yikli
gruplar bulunmaktadir, karsit iyonlar ise (-) yuklidir ve (-) yukli iyonlarla yer
degistirebilirler. Proteinler pl degerinin lizerindeki pH degerinde negatif yiike sahip
oldugu i¢in anyon degisim kromatografisi de negatif yiiklii proteinleri baglamak
amaciyla kullanilmaktadir. Anyon degistiriciler, proteinlerin (-) yukli karboksil

gruplari1 baglarken protonlanmis amino gruplarini iterler. Protein karigimindaki
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iyonlar, sabit fazdaki aym yiikli iyonlarla [(-)—(-) ile] yer degistirerek, kolona
baglanirlar. Baglanmayan proteinler, kolondan en 6nce ¢ikarlar. Daha sonra, iyonik
giicii (diusik—yuksek oranda tuz igeren tamponlarla) /pH’s1  farkli bir tampon
kolondan gecirilir ve bagli proteinlerin yiikii degistirilerek ellisyonu saglanir

(Jungbauer ve Hahn, 2009).
3.12.3. Yapihs1

1 x 30 cm boyutlarindaki kolona, 15 cm yiikseklige kadar DEAE Sefaroz-4B
dolduruldu ve pH’s1 7,4 olan 10 mM PBS’ten (pH 7,5) 3 kolon hacmi gecirilerek
dengelendi. % 80 amonyum stlfat kesiti uygulandiktan sonra, kolondan dnce, pH si
7,4 olan 10 mM PBS’in, daha sonra adi gegen tampona sirasiyla konsantrasyonlari
25 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 500 mM ve 1M olacak sekilde NaCl ilavesiyle
hazirlanan tamponlarin gegirilmesiyle eliisyon gerceklestirildi ve fraksiyonlar 1
ml’lik hacimlar halinde 30 ml/saat akis hizi ile toplandi. Eliatlarin 280 nm’deki
absorbanslart okundu. Diyaliz edildikten sonra her tipten 25’er ul alinip,
mikroplakalara aktarildi, 25°ser ul % 4’liikk eritrosit siispansyonu ilave edilerek
hemaglutinasyon aktivitesi gosterip gostermedigi saptandi ve eliisyon grafigi ¢izildi.
Protein pikine rastlayan ve en ylksek hemaglutinasyon aktivitesi gosteren tlplerdeki
cozeltiler birlestirildi. 10 mM PBS (pH 7,4)’e karst dializ edildi ve ultrafiltrasyon
membranindan gegirilerek (Amicon, PM 10) konsantre edildi. DEAE-Sefaroz CL-6B
kromatografisiyle elde edilen ve hemaglutinasyon aktivitesi gosteren fraksiyona

Sefadeks G-100 kromatografisi uygulandi.
3.13. Sefadeks G-100 Jel Filtrasyonu Kromatografisi
3.13.1. Prensibi

Boyut dislama veya molekiler eleme kromatografisi olarak da bilinen jel
filtrasyon kromatografisi, proteinlerin ve diger biyolojik makromolekiillerin
boyutlarindaki farkliliga dayali bir ayirma teknigidir. Kolona uygulanan ornek
molekiilleri, porlarin boyutundan ¢ok biiylikse, matriks tarafindan tutulmaz ve
kolonu ilk olarak terk eder. Kiigiik molekiiller ise matriks porlarina girer ve burada
tutulur (Hagel, 2001).
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3.13.2. Yapihisi
Ongoriilen kolon hacminim her 2.5 ml’si icin 1g Sefadeks G-100 tartild: ve

distile su ile karistirildiktan sonra karisim bir gece +4°C de bekletildi. Cap1 1 cm olan
cam Pharmacia Fine Chemicals kolona yiiksekligi 20 cm oluncaya kadar dolduruldu.
Bu suretle hazirlanan kolon, pH’s1 7,4 olan 10 mM PBS gecirilerek dengelendi.
DEAE-Sefaroz kromatografisiyle elde edilen fraksiyon Sefadeks G-100 kolonuna
uygulandi. Bundan sonra, kolona pH s1 7,4 olan 10 mM PBS’in gegirilmesiyle
eliisyon gergeklestirildi ve elUatlar, 30 ml/saat akis hiz1 ile 1 ml’lik hacimlar halinde
toplandi. Eliiatlarin 280 nm’deki absorbanslar1 okunarak eliisyon grafigi ¢izildi. Her
tipten 25’er pl alinip, mikroplakalara aktarildi ve 25°ser pul % 4’liik eritrosit
stispansyonu ilave edilerek hemaglutinasyon aktivitesi gosterip gostermedigi
saptandi. Protein pikine rastlayan ve hemaglutinasyon aktivitesi gosteren tlplerdeki
cozeltiler birlestirildi ve dializ kesine konulduktan sonra sekerde bir gece

bekletilerek konsantre edildi.

3.14. Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE):

Saf lektinin ve altbirimlerinin molekiil agirhigi Vertical Gel Electrophoresis
apparatus (BIO-RAD)’da Laemmli metoduna gére (Laemmli, 1970) % 10-12’lik
poliakrilamid jellerde tayin edildi. 20 pg protein igeren 6rnege 5:1 oraninda 6rnek
yikleme tamponu ilave edildi ve % 12’lik SDS-PAGE jelinin kuyucuklarina
yiiklendi. Ornekler 100 Voltta yaklasik 1 saat yiiriitiildii. Jel % 0,2' lik Coomassie
brillant blue R-250’nin metanol: su: asetik asit (45: 45: 10; v/v) karisimindaki
¢Ozeltisinde bir gece calkalayicida oda sicakliginda bekletildi. Jel, boyandiktan sonra
bir spatiil yardimiyla boya igerisinden alinarak metanol: su: asetik asit (25: 65: 10;
v/v) karisimindan olusan dekoloran ¢ozeltide, ¢cozelti sik sik degistirilerek, bekletildi.
Buradan alinan jeller asetik asit: metanol: su (10: 5: 85; v/v) karisimi igeren kapta

saklandi

3.15. Molekiil Agirhg: Tayini

SDS ortaminda poliakrilamid jel elektroforez yonteminde tespit edilen
proteinlerin alt birim sayisi ve alt birimlerin molekiiler agirliklar1 da belirlenebilir.
Jellerin uzunluklari ve protein bantlarinin yerleri, dekolorasyondan sonra bromofenol
mavisinin gog¢ ettigi mesafeye kadar cm olarak o6l¢ildi. Buradan protein

fraksiyonlarinin mobilite (Rf)’leri Denklem 3-3'a gore hesaplandi.
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Mobilite = Protein gogme uzakligi / Bromfenol mavisi gogme uzaklig (3-3)

Bu yontemle molekiil agirligi tayininde, molekiil agirliklart belli olan 12
proteinin mobiliteleri ile molekiil agirliklarinin logaritmalar1 arasinda grafik ¢izildi.
Molekiil agirlig1 bilinmeyen proteinin mobilite degeri grafikte yerine konarak tekabiil

eden molekiil agirligi bulundu.

3.16. Sitotoksik Aktivitenin incelenmesi

Lektinlerin sitotoksik aktiviteleri ve anti-inflamatuar etkileri fare makrofaj
(RAW 264.7; ATCC TIB-71) hiicre hatt1 kullanilarak belirlendi. Hiicre hatlart
standart hiicre kalturd tekniklerine uygun olarak buydtuldiu. RAW 264.7 hiicreleri
%10 FBS ve 100 U/mL penisilin/100pg/mL streptomisin iceren DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) medyumunda c¢ogaltildi. Hiicreler invert mikroskopta
morfolojisi, sayisi ve canliligi yoniinden incelendi. Cogalan hiicrelere 3 mL tripsin-
EDTA ¢ozeltisi ilave edildi ve 3-4dk etlivede beklendi. Tripsinin aktivitesini inhibe
etmek i¢in 3 mL fetal sigir serumu igeren biiyiime medyum eklendi ve hiicreler 1500
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicreler tripan mavisi ile boyanarak hiicre sayim
cihazda sayildi. Hiicreler 2x10* hiicre/90uL olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiir plakalarmin calisma kuyucuklarina ekildi. Plakalar 24 saat 37°C’de ve %5
COy’li ortamda inkiibe edildi. Lektin ¢ozeltisi biiylime medyumu ile yar1 yariya
seyreltilerek son konsantrasyonlar1 100, 50, 25, 12.5 ve 6.25 pg/mL olacak sekilde
hiirelere iizerine 10puL hacimde eklendi. Plakalar 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 24
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrast 20 pL MTS/PMS karisim
kuyucuklara eklenerek, 2-4 saat inkube edildi ve 490 nm’de Mikro-plaka Okuyucu

cithazda okuma yapildi.

3.17. Anti-inflamatuar Etkinin incelenmesi

3.17.1. Hucre kaltura

Calismada, sican RAW 264.7 makrofajlart ve besiyeri olarak Dulbecco’s
Modified Eagles Medium (DMEM) kullanildi. Bu besiyeri iizerine %10 oraninda
steril fetal sigir serum, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin ilave edildi.
Hiicreler hazirlanan hiicre besiyerinde, 37°C ve %5 CO2’li inkiibasyon sartlarinda
kiltire edildi, haftada 2-3 kez pasajlanarak c¢ogalmasi saglandi ve diizenli olarak

invert mikroskopta morfolojisi, sayist ve canliligi yoniinden incelendi. Deney igin 4.-
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10. pasaj sayisi araligindaki hiicreler kullanildi. Hiicrelerin canliligi tripan mavisi ile
boyanarak 1sik mikroskobunda kontrol edildi. % 90 oraninda canli olduklari tespit
edilen hiicrelerin yogunlugu otomatik hiicre sayim cihazinda sayildi. 100 mm’lik
petrilere 3x10° hiicre ekildi. Plakalar 24 saat 37°C’de ve %5 CO>’li ortamda inkiibe
edildi.

PEFL cozeltisi (1 mg/ml), steril membran filtreden stizllerek steril hale getirildi.
Steril lektin ¢ozeltisi son konsantrasyonlar1 100, 50, 25, 12.5 ve 6.25 ug/ml olacak
sekilde 100 mm’lik petrilerdeki hiicreler iizerine uyulandi. Ardindan ilgili plakalarina
1 pg/ml olacak sekilde LPS (Escherichia coli, serotip O26:B6) ilave edildi. Plakalar
37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakildi.

Calisma gruplart:

1. Grup: Sadece makrofaj iceren kuyucuk (M) (Kontrol grubu)

2. Grup: Makrofaj hiicreleri ve LPS iceren kuyucuk (M+L)

3. Grup: Makrofaj hiicreleri + LPS + Lektin (100 pg/ml) igeren kuyucuk
(M+L+L-100)

4. Grup: Makrofaj hucreleri + LPS + Lektin (50 pg/ml) igeren kuyucuk
(M+L+L-50)

5. Grup: Makrofaj hucreleri + LPS + Lektin (25 pg/ml) iceren kuyucuk
(M+L+L-25)

6. Grup: Makrofaj hucreleri + LPS + Lektin (12,5 pg/ml) igeren kuyucuk
(M+L+L-12,5)

7. Grup: Makrofaj hucreleri + LPS + Lektin (6,25 pg/ml) igeren kuyucuk
(M+L+L-6,25)

Hucreler hiicre kaziyict kullanarak petrilerden toplandi ve santrifiij edildi
sonra eppendorf tiipiine alinarak D-PBS ile yikma yapildi.
3.17.2. Supernatantlarin Hazirlanmasi

3.17.2.1. Kullanilan c¢ozeltiler
e 1XPBS

10 mM NayHPO4 1429

1,8 mM KH,PO4 0,249
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137 mM NaCl 8¢
2,7 mM KCI 0,29
Cozeltinin pH’s1 7,4’e ayarlandi ve 1000 ml’ye distile su ile tamamlandi.

RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay) Hucre Lizis Tamponu

50 mM Tris-HCI, pH 7.4 50 ml
150 mM NacCl 8.76 g
%21 Nonidet P-40 10 ml
% 0.5 Sodyum dezoksikolat 59
% 0.1 SDS 19

1000 ml’ye deiyonize su ile tamamlandi.

3.17.2.2. Yapihsi

Hiicreler bir eppendorf tiipiine alinarak PBS ilave edildi ve iki gruba ayrildi.
Bir grup 10-15 saniye ara ile sonike edildi, Daha sonra 10.000 x g devirde 5 dakika
sogutmali santrifiijde santrifiij edildi ve Stpernatant alindi. Diger gruba 75 ul RIPA
tamponu (lizis tamponu) ilave edildi ve 20 dak. 4°C’de inkiibe edildi. Ornekler 45
dakika 24,000 g’de 4°C’de sogutmali santrifiijde santrifiij edildi ve supernatantlar

alindi. Stipernatantlar kullanilmak iizere -20°C’de bekletildi.

3.17.3. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

3.17.3.1. TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 ve INF-y Miktar Tayini
TNF-a, PGE2, IL-1B, IL-6, IFN- y ve IL-10 seviyelerinin belirlenmesi,
“Sandwich ELISA Kiti” kullanilarak, ELISA yontemi ile yapildi.

3.17.3.1.1. Kullanilan cozeltiler
e Yikama tamponu (1x): 50 ml konsantre yikama tamponuna (20x) 950 ml

distile suyun ilave edilmesiyle hazirlandi.

e Deney tamponu (1x): 5 ml deney konsantre tamponuna (20x) 95 ml distile

suyun ilave edilmesiyle hazirlandi.
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e Biotin-Konjugat: Konsantre  Biotin-Konjugat  ¢oOzeltinin 100 kez
seyreltilmesiyle (60 pl Biotin-Konjugatina 5,94 ml 1x deney tamponunun

ilave edilmesiyle) hazirlandi.

e Streptavidin-HRP:  Konsantre Streptavidin-HRP  ¢ozeltinin 100 kez
seyreltilmesiyle (120 pl Streptavidin-HRP’e 11,88 ml 1 x deney tamponunun

ilave edilmesiyle) hazirlandi.
e TMB substrat ¢ozeltisi (tetrametil-benzidin)
e Durdurma ¢ozeltisi (1 M Fosforik asit)

e Numune diliisyon ¢ozeltisi

3.17.3.1.2. Deneyin prensibi

Bu yontemde, her bir sitokine karsi olusturulmus spesifik antikorla kaplanmis
mikroplaka kuyuculara uygulanan 6rnek veya standart icerisindeki sitokin (TNF-a,
IL-1, IL-6, IL-10, INF-y) bu antikorlara baglanir. Bundan sonra ilave edilen biotin ile
konjuge sitokine karsi spesifik antikor birinci antikor tarafindan yakalanan sitokine
baglanir, boylece 6l¢limii yapilmasi istenen sitokinler, iki antikor ile baglanmis olur.
[k inkiibasyon sonrasinda, baglanmamis biotin ile konjuge sitokine kars1 spesifik
antikor yikama islemi ile uzaklastirildiktan sonra Streptavidin bagli HRP (Horse
Radish Peroxidase) enzimi ilave edilir ve ortamdaki ikinci antikora (biotin ile
konjuge sitokine karsi spesifik antikor) baglanir. Ikinci inkiibasyon sonrasinda
baglanmamis Streptavidin-HRP enzimi yikama islemi ile ortamdan uzaklastirilir,
kuyucuklara substrat ilave edilerek enzimatik reaksiyon sonucunda sitokin miktari ile
orantili olarak meydana gelen iiriiniin absorbansi, asit ilavesiyle reaksiyonun

durdurulmasindan sonra, 450 nm’de mikroplaka okuyucuda olgiliir (Sekil 3-7).
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Tayin edilen
Streptavidin (A)-HRP sinyal
Kompleksi HO + e~ H,0,
Biyotinlenmis (B) . v

ikincil Antikor h A

:l:

Yakalayic Hedef antijen
Antikor

a4 YY

Sekil 3-7: Biotin-Streptavidin ELISA (Sri ve ark., 2019).

3.17.3.1.3. Deneyin yapilis1

Standart ¢ozeltilerin uygulanacagi kuyucuklara 100 pl standart, numunelerin
uygulanacag1 kuyucuklara 50 pl numune ¢ozeltisi, bos kontrole ise 100 pul numune
¢Ozeltisi eklendi. Tim kuyucuklara 50 pl biotin ile konjuge ilgili sitokine karsi
spesifik antikor (biyotinlenmis anti-TNF-a, anti-IL-1p, anti-IL-6, anti-IL-10 ve anti-
INF-y) ilave edildikten sonra mikroplagin {iistii kapatilarak 2 saat oda 1sisinda
bekletildi. Bu surenin sonunda kuyucuklar bosaltildi ve her birine 300 pl yikama
tamponu ilave edilerek 4 kez yikama yapildi. Tiim kuyucuklara 100 ul Streptavidin
bagli HRP enzimi ilave edildikten sonra mikroplakanin iistii kapatilarak 1 saat oda
isisinda (25°C) mikroplaka ¢alkalayicinin iizerinde inkiibe edildi. Bu slrenin
sonunda kuyucuklar bosaltildi ve herbirine 300 pl yikama tamponu ilave edilerek 4
kez yikama yapildi. Her kuyucuga 100 ul TMB substrat soliisyonu eklendi ve oda
isisinda 10-30 dakika karanlikta inkiibe edildi. Herbir kuyucuga 100 pl durdurma

soliisyonu eklendi ve meydana gelen sar1 rengin absorbansi 450 nm’de okundu.

3.17.3.1.4. TNF-0. standart egrinin ve standart egri denkleminin elde
edilmesi

TNF-a’nin seyreltme ¢ozeltisindeki 2000 pg/ml’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Daha
sonra bu ¢ozeltinin seyreltilmesiyle konsantrasyonlart 1000 pg/ml; 500 pg/ml; 250
pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml ve 31,3 pg/ml olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere,

ayr1 ayri, test protokolii uygulandi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiigiik kareler
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yonteminin uygulanmasi ile TNF-a standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde
edildi (Sekil 3-8).

y =0,0017x+0,3026

Absorbans (450 nm)

0 500 1000 1500 2000 2500
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3-8: TNF-a standart egrisi ve regresyon denklemi.

3.17.3.1.5. IL-p standart egrinin ve standart egri denkleminin elde
edilmesi

IL-1B’nin distile sudaki 1000 pg/ml’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu
¢ozeltinin seyreltilmesiyle konsantrasyonlart 500 pg/ml; 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5
pg/ml, 31,3 pg/ml, 15,6 pg/ml ve 7,8 pg/ml olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere,
ayr1 ayri, test protokolii uygulandi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiigiik kareler
yonteminin uygulanmast ile IL-1B’nin standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi

elde edildi (Sekil 3-9).
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Sekil 3-9 : IL-1p standart egrisi ve regresyon denklemi.

3.17.3.1.6. IL-6 standart egrinin ve standart egri denkleminin elde
edilmesi

IL-1B’min distile sudaki 4000 pg/ml’lik ¢bzeltisi hazirlandi. Daha sonra bu
¢ozeltinin seyreltilmesiyle konsantrasyonlart 2000 pg/ml; 1000 pg/ml, 500 pg/ml,
250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml ve 31,3 pg/ml olan c¢ozeltiler elde edildi.
Cozeltilere, ayr1 ayri, test protokolii uygulandi. Olgiilen absorbans degerlerine en

kiiglik kareler yonteminin uygulanmasi ile IL-6’nin standart egrisi ¢izildi ve

regresyon denklemi elde edildi (Sekil 3-10).
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Sekil 3-10: IL-6 standart egrisi ve regresyon denklemi.
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3.17.3.1.7. IL-10 standart egrinin ve standart egri denkleminin elde
edilmesi

IL-1B’nin distile sudaki 5000 pg/ml’lik ¢dzeltisi hazirlandi. Daha sonra bu
cOzeltinin seyreltilmesiyle konsantrasyonlar1 2500 pg/ml; 1250 pg/ml, 625 pg/ml,
313 pg/ml, 156 pg/ml, 78 pg/ml ve 39 pg/ml olan cozeltiler elde edildi. Cozeltilere,
ayr1 ayri, test protokolii uygulandi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiigiik kareler
yonteminin uygulanmasi ile IL-10’nin standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi

elde edildi (Sekil 3-11).

v =0,0011x+ 0,0696

Absorbans (450 nm)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3-11: 1L-10 standart egrisi ve regresyon denklemi.

3.17.3.1.8. IFN-g standart egrinin ve standart egri denkleminin elde
edilmesi.

INF-y’nin distile sudaki 2000 pg/ml’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu
¢ozeltinin seyreltilmesiyle konsantrasyonlar1 1000 pg/ml; 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125
pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml ve 15,6 pg/ml olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere,
ayr1 ayri, test protokolii uygulandi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiigiik kareler
yonteminin uygulanmasi ile INF-y’nin standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi
elde edildi (Sekil 3-12).



51

-
[+
J

[
1

v =0,001x+ 0,0078

=
<o
1

Absorbans (450 nm)
[=] [=]
S &

=
[o*]
1

=]

0 200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3-12: INF-y standart egrisi ve regresyon denklemi.

3.17.3.2. Prostaglandin Miktar Tayini

3.17.3.1. Kullanilan c¢ozeltiler
e Yikama tamponu (1x): 30 ml konsantre yikama ¢ozeltisine (25x) 750 ml

distile suyun ilave edilmesiyle hazirlandi.

e Biyotinlenmis 6l¢lim antikor ¢alisma ¢ozeltisi (1x): Konsantre biyotinlenmis

Ol¢tim antikor ¢dzeltinin ¢oziiciisii ile 100 kez seyreltilmesiyle hazirlandi.

e HRP konjugati calisma ¢ozeltisi (1x): Konsantre HRP konjugat1 ¢dzeltisinin

coziicisi ile ile 100 kez seyreltilmesiyle hazirlandi.
e Substrat ¢ozeltisi
e Durdurma (asit) ¢ozeltisi
3.17.3.1.2. Deneyin prensibi

Prostaglandin E2 ile kaplt mikroplaka kullanildi. Standart ¢ozeltilerin veya
numunedeki PG’lerin PGE2’ye spesifik biyotinlenmis ol¢lim antikor baglanma
bolgesi i¢in yarigmalar1 esasina dayanir. Olusan biyotinlenmis konjugatin fazlasi
veya baglanmamis standart veya numune, yikama islemi ile uzaklastirilir ve HRP ile
konjuge olan avidin ilave edilerek inkiibe edilir. TMB substrati ilave edildikten

sonra, enzim substrat reaksiyonu asid cozeltisinin ilave edilmesi ile durdurulur.
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Meydana gelen rengin absorbansi 450 nm’de Sl¢iilmesiyle numulerdeki PG miktari,

PG standardin seri sulandirmalari ile hazirlanan standart egriden belirlendi.

3.17.3.1.3. Prostaglandin standart egrinin ve standart egri denkleminin

elde edilmesi

PGE2’nin 2000 pg/ml’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltinin
standart/nmumune ¢ozeltisi ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlart 1000 pg/ml; 500
pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml olan ¢ozeltiler elde edildi.
Cozeltilere, ayr1 ayri, test protokolii uygulandi. Olgiilen absorbans degerlerine en
kiiciik kareler yonteminin uygulanmasi ile PGE2’nin standart egrisi ¢izildi ve

regresyon denklemi elde edildi (Sekil 3-13).

92— y = -1,561x + 3,4
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Sekil 3-13: Prostaglandin standart egrisi ve regresyon denklemi.

3.17.4. Western Blot Analizi
INOS ve COX-2 ekspresyonunu belirlemek icin indirekt Western Blot analizi

gergeklestirildi.

3.17.4.1. Kullanilan Cozeltiler
e Laemmli” 6rnek tamponu (6X)

0,375 M Tris-HCI, pH 6.8

%60 (v/v) Gliserol

%12 SDS



0,6 M DTT(ditiyotretiol)

%0,06 Bromfenol mavisi

1:9 oraninda B-merkaptoetanol:“Laemmli” 6rnek tamponu (6 X) karistirild.
Elektroforez Yurutme Tamponu (Tris/Glisin/SDS)

25 mM Tris

190 mM Glisin

% 0.1 SDS

pH’s18,3’e ayarland1 ve 1000 m1’ye distile su ile tamamlandi.
TBS-T Tamponu (Tris Buffered Saline with Tween 20, pH 7.5)
200 ml 20 mM Tris

200 ml 150 mM NaCl

1 ml % 0.1 Tween 20

pH’s1 1 N HCl ile 7.5’e ayarland1 ve 1000 ml’ye dHO ile tamamlandi.
Transfer Tamponu

50 ml 5x Transfer Tamponu

50 ml Etanol

150 ml dH,0O

Kuvvetli Ayirma (Harsh Stripping) Tamponu

12,5mL 0,5 M Tris-HCI

67,5 mL ultra saf dH,O

20 mL %10’luk SDS

0,8 mL B-merkaptoetanol

%5’lik Yagsiz Siit Tozu/TBS-T Cozeltisi

5 gram yagsiz siit tozu tartilarak T-BST ¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamlandi.
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Kemiliminesans Substrat Cozeltisi: Luminol/Enhancer ve Peroksit

cOzeltilerinin 1:1 oraninda karistirilmasiyla ¢aligsma ¢ozeltisi hazirlandi.
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3.17.4.2. Deneyin Prensibi
Western Blot, herhangi bir drnekten elde edilen ve birgok protein iceren bir

karigimin i¢inde istenen tek bir proteini saptamak amaciyla kullanilan bir yontemdir.

Western blot analizi birbirini takip edecek sekilde bes basamaktan olusur:
(1) proteinlerin dikey elektroforez yontemi ile ayrimi

(2) proteinlerin membrana aktarimu,

(3) bloklama,

(4) birincil antikor uygulanmast,

(5) ikincil antikor uygulanmasi ve

(6) goriintileme

3.17.4.3. Deneyin yapilisi

1.

Lipopolisakkarid ile indiiklenmis RAW 264.7 makrofajlar toplanarak RIPA

tamponu iginde lizis edilen siipernatantlar 6rnek olarak kullanildi.

Orneklerin BCA yontemi ile protein miktar tayinleri yapilarak protein

konsantrasyonlar: belirlendi.

Proteinlerin Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile molekiil agirliklarina gore birbirinden ayrilmasi saglandi. 20 pg
protein igeren drnege 5:1 oraninda drnek ylkleme tamponu ilave edildi ve 5 dk
sitict blok iginde 100 °C’de inkiibe edildikten sonra % 12,5’luk SDS-PAGE
jelinin kuyucuklarina yiiklendi. Ornekler 100 Voltta yaklasik 1 saat yiiriitiildii.

Jelin boyutuna uygun PVDF membranlar1 methanolle 5 dakika muamele edildi.

Proteinlerin ~ Jelden =~ Membrana  Yari-Kuru  (semi-dry)  Yontem ile
Transferi (Blotlama): Molekiil agirliklarina gore ayrilan proteinleri igeren jel,
elektroforez tankindan c¢ikarilarak transfer tamponu emdirilmis filtre kagidi ve
membrandan olusan sandvi¢ Uzerine dikkatlice konuldu ve tzeri tekrar transfer
tamponu emdirilmis filtre kagidi ile kapatilarak Trans-Blot Turbo™ transfer
sisteminin kaseti igine yerlestirilerek jeldeki proteinlerin membrana aktarimi
saglandi. Mini jel icin: 25 V/1,300 mA, 5 dakika siire ile transfer islemi
gergeklestirildi.
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Bloklama: Proteinlerin transfer oldugu membran TBS-T (bloklama tamponu) ile
hazirlanmis % 5’lik yagsiz siit tozu karisgitmi icinde oda sicakliginda 1 saat

calkalandi.

Membran, bloklama tamponunun iginde ilgili proteine 6zgiin uygun oranda
seyreltilen birincil antikor ile oda sicakliginda 1 saat calkalayici iizerinde (150
rpm) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda birincil antikor ¢dzeltisi dokiilerek
uzerine 20 mL TBS-T eklendi ve 5 kez 5’er dakika calkalayicida inkiibe edilerek
yikama yapildi.

Membran, bloklama tamponu iginde uygun oranda seyreltilerek hazirlanmis
ikincil antikor ile oda sicakliginda ¢alkalayicida 1 saat ¢alkalayici lizerinde (150

rpm) ile inklbe edildi.

Ikincil antikor ¢ozeltisi dokiilerek iizerine TBS-T eklenerek 5 kez 5’er

dk ¢alkalayicida inkiibe edilerek yikama yapildi.

Membran yilizeyine dokunmadan, 2 mL kemiiluminisans substrat karisimi
(Luminal/Enhancer solution:Peroxide solution, 1:1) tiim ylizeye uygulandi ve 5

dk. oda sicakliginda galkalayicida muamele edildi ve gorintilendi.

Gorlntuleme: Membran jel goriintiileme cihazi (Vilber Lourmat, Fusion FX5)

kullanilarak goriintiilendi.

Ayirma (Stripping): Membrana, 20 ml ayirma tamponundan ilave edildi ve
50°C'da 30 dakika calkalayici iizerinde (150 rpm) inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda ayirma tamponu dokiilerek distle su ile 1 saat (her 5 dakika su
degistirilerek) calkalayicida yikandi. Sonra tizerine 20 mL T-BST eklendi ve 5
kez 5’er dakika aralikla ¢alkalayicida inkiibe edilerek yikama yapildi.

3.17.5. istatistiksel Analiz

Calisma sonucunda elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak

verildi. Test edilen maddelerin arasindaki farkin degerlendirilmesinde Graphpad
Prism 9’dan ve SPSS 20.0 ‘dan yararlanildi. Anlamlilik sinir1 olarak p < 0,05 kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Pleurotus eryngii var ferulae Mantarindan Elde Edilen Lektinin
Saflastirilmasi

Pleurotus eryngii var. ferulae mantarinin % 80 amonyum siilfat
konsantrasyonunda ¢oktlrmek suretiyle elde edilen ve hemaglutinasyon aktivitesi
gosteren 2,4 mg protein iceren 12 ml hacimdeki fraksiyonun DEAE-Sefaroz 4B
kolonuna uygulanmasi ve pH s1 7,4 olan 10 mM PBS’e sirasiyla konsantrasyonlar1
25 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 500 mM ve IM olacak sekilde NaCl ilavesiyle
hazirlanan eliisyon ¢ozeltilerin gegirilmesiyle gergeklestirilen eliisyon sonucunda 200
mM NaCl iceren 10 mM PBS (pH 7,4) ile elle olan fraksiyonda hemaglutinastyon
aktivitesi bulundu (Sekil 4-1). En yiiksek aktivite gdsteren tiiplerin birlestirilmeiyle
olusan ve 1,6 mg protein iceren 3,4 ml’lik fraksiyonun, Sefadeks G-100 kolonuna
uygulanmasi ve pH s1 7,4 olan 10 mM PBS ile gerceklestirilen eliisyon sonucunda
lektin elde edildi (Sekil 4-2). Lektinin eliisyon grafigini ¢izebilmek i¢in her bir

tiipteki elilatin hemaglutinasyon aktivitesi ve 280 nm’deki absorpsiyonu odl¢iildii.

Her kromatografi basamagindan sonra elde edilen ve hemaglutinasyon
aktivitesi gosteren fraksiyonlar dializ ve konsantre edildikten sonra safliklari,

poliakrilamid jel elektroforezi ile incelendi.
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Pleurotus eryngii var ferulae mantarindan lektinin saflagtirma evrelerindeki
hemaglutinasyon titreleri Tablo 4-1’de, elde edilme siirecindeki islem basamaklari
Tablo 4-2°de gosterildi.

Tablo 4-1: Pleurotus eryngii var. ferulae mantarindan lektinin saflastirma evrelerindeki
hemaglutinasyon titreleri

Hemaglutinasyon titresi
Fraksiyon 1 [2 |4 [8 |16 |32 |64 [128 | 256
Ham ekstre + + - - - - - - -
% 80 (NH,),SO, + + + - - - - - -
DEAE-Serfaroz-4B + + + + - - - - -
Sefadeks G-100 + + + + + + + + -

Tablo 4-2: Pleurotus eryngii var. ferulae mantarindan (30 g toz) lektinin elde edilme

basamaklari.
r . Total Spesifik
. Hacim | Protein HA Saflastirma

Fraksiyon protein | aktivite
(ml) | (mg/ml) titresi orani

(mg) (HB/mg)

Ham ekstre 400 3,5 1400 2 280 1

% 80 (NH,),SO4 12 24 28,8 4 384 1,37
DEAE-Serfaroz-4B 34 1,6 54 8 512 1,82
Sefadeks G-100 2 1 2 128 5120 18,3
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Sekil 4-1: Pleurotus eryngii var. ferulae ham ekstresi % 80 amonyum sulfat kesitinin
DEAE-Sefaroz-4B kolonundaki elusion grafigi

Kolon boyutlari: 15 x 1 cm, érnek hacmi 12 ml (28,8 mg protein), akig hizi: 0,5 ml/dak., tamponlar: 10 mM PBS,
25 mM, 200 mM, ve 1M NaCl iceren 10 mM PBS (pH 7,4).
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Sekil 4-2: DEAD Sefaroz-4B kromatografisi ile elde edilen ve hemaglutinasyon
aktivitesi gosteren eliiatin Sefadeks G-100 kolonundaki eliisyon grafigi.

Kolon boyutlari: 10 x 1 cm, 6rnek hacmi 1,6 ml (5,4 mg protein), akis hizi: 0,5 ml/dak. Kullanilan
tampon: 10 mM PBS.
4.2. Eringiolizin Hemaglutinasyon Aktivitesinin Temperatir Ve Baz Bilesikler

Tarafindan Inhibisyonun Incelenmesi.

Ham ekstrenin 30 dakika 30° ve 50°C’de 1sitilmastyla eringiolizinin hemolitik
aktivitesinin inhibe olmadig: gézlendi. Incelenen tuzlardan sadece NazPO4’1n 25 mM
konsantrasyonunda hemolitik aktiviteyi inhibe ettigi, fakat 30 dakika sonra hemolitik

aktivitenin geri kazanildigr goriildii (Resim 4-1).

(48 B E’lﬂ-l 1l LU VI | o] — s )
- 100 mM 50 mM 3 25 mM 12,5 mM 6,25 mM

\ ,r = P

Hemoliz  (+) Aglutinasyon  (+)Aglutinasyon  Hemoliz  Hemoliz

Resim 4-1: 25 mM NasPQq ile eringiolizinin hemolitik aktivitesinin inhibe edilmesi.
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4.3. Lektinin Ozgiil Karbohidrat Biriminin Belirlenmesi
Tablo 4-3’te ve Resim 4-2’de gosterilen sadece bir glikoprotein olan

ovalbumin ve karbohidratlardan sadece galaktozun Pleurotus eryngii var ferulae

mantar lektininin hemaglutinasyon aktivitesini inhibe ettigi goriildi.

Tablo 4-3: PEFL’in 6zgiil karbohidrat birimlerinin belirlenmesinde kullamlan
hemaglutinasyon aktivite sonuclar.

Karbohidrat/glikoprotein konsantrasyonu (mM)
Karbohidratiglikoprotein 100 | 50 | 25| 125625312 1,56 0,78
1 D-Laktoz + + + + + + + +
2 D-glukozamin hidroklorir + + + + + + + +
3 | Metil-o-D-mannopiranosit + + |+ ]+ it + + +
4 | D-Fukoz + + |+ + + + + +
5 D-Mannoz + + + + + + + +
6 N-asetil-D-glukozamin + + + + + + + +
7 N-asetil-D-galaktozamin + + + + + + + +
8 4-nitrofenil-p-D-glukopiranozit + + + + + + + +
9 4-nitrofenil-o.-D-glukopiranozit + + + + + + +
10 | D-Rafinoz + + + + + + + +
11 | Ovalbumin + + + + + + + +
12 | Maltoz + + + + + + + +
13 | D-Galaktoz - - - - - - - -

Baslangi¢ hemagliitinasyon aktivitesi: 4 HA

+: hemaglutinasyon aktivitesi; -: hemaglutinasyon aktivitesi yok.
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Resim 4-2: PEFL’in 6zgul karbohidrat birimlerinin belirlenmesinde
kullanilan hemaglutinasyon aktivite sonuclari.

1. D-Laktoz 8. 4-Nitrofenil-B-D-glukopiranozid
2. D-glukozamin hidroklorir 9. 4-Nitrofenil-a-D-glukopiranozid
3. D-Metil-a-D-mannopiranoz 10. D-Rafinoz

4. D-Fukoz 11. Ovalbumin (mg/ml)

5. D-Mannoz 12. Maltoz

6. N-asetil-D-glukozamin 13. D-Galaktoz

7. N-asetil-D-galaktozamin K. Negtif kontrol

4.4. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Sefadeks G-100 jel filtrasyonu kromatografisi ile elde edilen eliiatinin saf
olup olmadigin1  belirlemek amaciyla yapilan  SDS-poliakrilamid  jel
elektroforezindeki tek protein banti Sekil (4-3)’de goriilmektedir. Lektinin molekul
agirhigr 43 kDa olarak belirlendi (Sekil 4-4).
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Sekil 4-3: SDS-PAGE’de goriilen protein bandlari.

a) Marker
b) Sefadeks G-100 kromatografi ¢iktist
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Sekil 4-4: Standart proteinlerin (MW: 11-250 kDa) SDS-PAGE standart egrisi ve
regresyon denklemi.

4.5. Antiinflamatur aktivitesinin incelenmesi

4.5.1. Sitotoksik Aktivitenin Incelenmesi
Uygulamadan 24 saat sonraki MTS testi sonuglar1 Tablo 4-4’de gosterildi.

PEFL’in 100, 50, 25, 12,5 ve 6,25 pg/ml dozlarinda diisiik sitotoksik aktivite
gosterdigi goruldu.
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Tablo 4-4: RAW 264,7 hiicrelerinde PEFL’in hiicre 6limu Uzerine etkisi.

Dozlar (ug/mL) Hicre 61imu (% inhibisyon)
200 80,56 + 0,88
100 38,80+1,35
50 23,40 £0,92
25 1249+2,35
125 0,11 £1,05
6,25 -9,97 £3,91
3,125 -11,28 +3,91
1,5625 -6,88 + 2,01

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Degerler, PEFL ile 24 saatlik
inkiibasyona ait hiicre 6liimii (% inhibisyon) sonuglarini ifade etmektedir.

4.5.2. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Sonuglar:

LPS grubundaki PGE2, TNF-a, IL-1B3, IL-6 ve INF-y degerleri kontrol
grubuna oranla 6nemli bir artis gosterdi (p<0,05). Lektin uygulamasi yapilan LPS
grubuna ait hiicre siipernatantlarin PGE2, TNF-a, IL-1p, IL-6 ve INF-y diizeyinde
ise, LPS grubuna oranla, anlamli bir azalma oldugu tespit edildi (p<0,05). Ayrica,
PEFL uygulamasi yapilan LPS grubuna ait hiicre siipernatantlarin 1L-10 dizeyinde
ise, LPS grubuna oranla, anlamli bir artis oldugu tespit edildi (p<0,05) (Tablo 4-5;
Sekil 4-5). 12,5 ve 6,25 pg/ml konsantrasyonlardaki lektin ¢ozeltilerin inhibe edici

etkileri tespit edilmedi.



64

Tablo 4-5: PGE2, TNF-a, IL-1B, IL-6, INF-y wve IL-10 parametrelerinin
degerlendirilmesi.
Lektin LP % ECs
100 pg/ml 50 pg/ml 25 pg/ml 1 pg/mg Kontrol inhibisyon (pg/ml)
PGE2 527,2 911,2 14532 1958,8 356,0 731+18 323
436,1 9245 13526 1846,1 382,1 493+35 339
492,2 899,9 1302,1 19144 390,6 244421 29,4
Ortalama 485,1 + 45,9° 911,8+12,3° | 1369,3+76,9° | 19064 +56,7% | 376,3+18,0° - 31,86 42,2
836,7 1519,1 18123 2130,2 2281 60,4 + 0,4 456
TNF-o 831,4 1529,0 1832,0 2110,0 2453 270+21 477
822,0 1545,3 18244 2052,1 2392 131419 51,5
Ortalama 830,0 £7,1° 1529,2 £14,0° | 1824,4+10,1° | 2,097,2+ 40,5° 237 + 8,6° - 48,26 2,9
23,6 76,5 1714 306,9 11,4 92,6 +0,4 26,1
IL-18 20,4 66,9 164,9 2985 6,2 753+21 25,9
20,7 79,8 190,7 299, 8,8 417+46 29,8
Ortalama 216+ 1,7° 744 £6,7° 175,7413,4° 301,7 £ 4,5° 8,8+2,5° - 27,26 42,1
104,0 154,0 207,2 260,6 114,0 621417 33,8
IL-6 97,2 1522 204,0 264,0 1040 410+ 05 342
98,6 155,2 203,8 266,0 100,2 222+ 15 331
Ortalama 99,9+35% 153,8+1,5" 2050+1,9° 2635+2,7¢ 106,1 £ 7,1° - 33,7405
1224 160,2 216,1 2442 101,2 516+ 1,4 275
IFN-y 121,2 168,2 186,2 254,2 110,3 356 +2,7 26,5
1238 159,23 190,1 260,1 98,2 251431 25,1
Ortalama 122,4 +1,20° 162,5 + 4,9° 197,4 £ 16,1° 252,8 £ 8,0° 103,0 £6,3° - 263£12
136,7 126,7 1149 69,3 64,9 - -
IL-10 142,1 1276 106,7 78,5 62,1 - -
122,1 128,0 1103 70,3 66,7 - -
Ortalama | 133,69 +10,3° 127,4+0,7° 110,6 £4,1°¢ 72,7+5,0° 64,6 +2,2° - -

Degerler aritmetik ortalama standart sapma olarak ifade edildi, n=3.

Anlamlik sinirt olarak p <0,05 kabul edildi.

®LPS grubundan farkli (p<0,05).

PKontrol grubundan farkli (p<0,05).
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Sekil 4-5: Gruplara gore hiicre siipernatantlarinda sitokin seviyeleri (Ortalama +
Standart sapma).

4.5.3. Western Blot Analiz Sonuclar1

LPS ile indiiklenmis RAW 264.7 hiicre hatlarina PEFL’in, 6,25, 12,5, 25, 50
ve 100 pg/mL olmak iizere bes farkli dozda uygulandi. 24 saatlik inkiibasyonun
ardindan hiicre lizatlar1 toplanarak Western Blot analizi yapildi. Bu sonuglara gore,
PEFL’in doz artisina bagli olarak immiinoreaktif COX-2 ve iINOS protein

dizeylerinde azalma gozlendi (Sekil 4-6).

4 g9 u 3 2
§J == = @J QJ E
0 = ® % F & 5
A E & & o 9 I
— — v ~ ot O
sy - INOS
R, o e g — — COX-2

Sekil 4-6: LPS ile indiiklenmis RAW 264.7 hiicrelerinde farkh dozlardaki PEFL’in
INOS ve COX-2 proteinleri Uzerine etkileri.
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COX-2 protein diizeyine bakildiginda, LPS ile indiiklendigi ve PEFL’in
uygulamasi ile 100 ug/mL konsantrasyonda % 69,4 azaldigi saptanmis olup 25
pug/mL’de ~ % 5,04°1uk bir azalma gozlendi (Sekil 4-7).

COX-2
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Sekil 4-7: PEFL’in LPS ile indiiklenen inflamasyon modelinde COX-2 protein duzeyleri
Uzerine etkisi (LPS 1 pg/ml).

*p>0,05

Bulgularimiza gdre, iNOS’un, LPS ile indiiklendigi ve protein
ekspresyonunun 100 pug/mL ve 50 pug/mL konsantrasyonda PEFL’in uygulamasi ile
%100 inhibe oldugu belirlendi. Ayrica, uygulanan en diisiik doz olan 6,25 ng/mL’de
dahi ~ % 61,81’lik bir inhibisyon gozlendi (Sekil 4-8).
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Sekil 4-8: PEFL’in LPS ile indiiklenen inflamasyon modelinde iNOS protein diizeyleri
Uzerine etkisi (LPS 1 pg/ml).

*p>0,05
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5. TARTISMA

Lektinler, tipta kanser tedavisinde ve teshisinde, glikokonjugatlarin
yapilarinin aydinlatilmasi gibi bilimsel arastirmalarda kullanmak amaciyla memeli
dokulari, virusler, bakteriler, bitkiler ve mantarlar gibi birgok degisik kaynaklardan
elde edilmistir (Dan ve ark., 2016). Mantar lektinlerin elde edilmesinde amonyum
siilfat ile ¢oktiirme, iyon degistirici, jel filtrasyonu ve affinite kolon kromatografisi
gibi ayirma yontemleri kullanilmistir (Guillot ve Konska, 1977; Singh ve ark., 2015).
Adsorban olarak DEAE selliilloz, CNBr ile aktive edilmis veya epoxy Sepharose
dolgu maddeleri kullanilmaktadir.

Pleurotus turlerinden glcli anti-timoér, mitojenik ve HIV-ters transkriptaz
inhibe edici aktivitesi gosteren lektinler izole edilmistir (Li ve ark., 2008; Xu ve ark.,

2014).

Yuan ve ark. (2017a) Pleurotus eryngii mantarindan DEAE-sefaroz
kromatografisi uygulanmasiyla, sirastyla DE1, DE2, DE3 ve DE4 olarak adlandirilan
dort fraksiyon elde etmisler ve sadece D3 fraksiyonunun (PEP proteini) molekiil
agirligini, amino asit yapisini, anti-inflammatuar ve anti-kanser etkilerini

incelemislerdir. Muhtemelen bu dort fraksiyondan bir tanesi lektine ait’tir.

Xu ve ark. (2014) Pleurotus ferulae mantar ekstresinden % 75 amonyum
sulfatla ¢oktlirme, DEAE-seliilloz iyon degisim ve Sepharoz-6B affinite
kromatografilerinin uygulanmasiyla saf olarak fare splenositlerine karsi oldukca
guclu proliferatif ve hemaglitinasyon aktivite gosteren D-galaktoz spesifik lektini

izole etmislerdir (Xu ve ark., 2014).

Yukaridaki literatiir bulgular1 gozoniinde bulundurularak bu c¢alismada,
kurutulmus istiridye mantarindan hazirlanan ham ekstreden amonyum sulfatla
¢oktlirme ve DEAE-Sefaroz-4B anyon degistirici ve Sefadeks G-100 jel filtrasyonu
kromatografi yontemlerin uygulanmasi ile lektin 18 kez saflagtirilarak elde

edilmistir.

Pleurotus ostreatus mantarinda pleurotolizin adi verilen hemolizin yiiksek
miktarda tespit edilmistir (Bernheimer ve Avigad, 1979). Pleurotus eryngii

mantarindan eringeolizin adli hemolizin izole edilmistir (Ngai ve ark., 2006). Shibata
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ve ark. (2010), pleurotolizine, molekiil agirlig1 ve N-terminal amino asid kalintilar

bakimindan benzerlik gosteren erilizin adli hemolizini izole etmislerdir.

Bu calismada da % 80 amonyum siilfat kesiti 37° ve 50°C’de 30 dakika
1sitilmast ile 1s1ya dayanikli olmayan hemolizinin uzaklastirilmas: denenmistir, fakat
olumlu sonug¢ alinamamistir. Hemolizin aktivitesi NasPO,4 uygulanmasi ile inaktive
edilmistir, fakat 30 dakika sonra tekrar aktivite kazandig1 gozlenmisti.

Genel olarak, lektinler hidrofilik olan bircok ylizeysel baglama cebine/kasetine
sahiptir, bu nedenle karbonhidratlar ve lektinler arasindaki etkilesim zayiftir. Birgok
lektin her biri aym tip karbonhidrata baglanan birkag benzer veya aynt monomerden
olusan oligomerler olarak mevcuttur. Bu sekilde, lektinler ¢ok degerlikli baglanmaya
veya bireysel etkilesimlerin toplamindan daha biiyiik bir goriiniir baglanma afinitesi
(fonksiyonel afinite) saglayan birka¢ eszamanli baglanma olayinin olusumuna
katilabilir. Bircok mantar lektinleri birden fazla seker ve/veya seker tiirevi tarafindan
agliitinasyonun inhibisyonuna duyarli olduklar1 rapor edilmistir (Singh ve ark.,
2015).

Pleurotus citrinopileatus’ten izole edilen lektininin inulin, maltoz, orto-
nitrofenil-B-D-galaktopiranosid ile orto/para-nitrofenil-p-D-glukopiranozide karsi
yiksek affinite gosterdigi (Li ve ark., 2008) ve bu nedenle son yillarda affinite
kromatografik uygulamalarda kullanilmasina yonelik calismalarin 6nem kazanan
lektin  immobilize polimerlerin  hazirlanmasinda (Dan ve ark., 2016)
kullanilabilecegi, Pleurotus tuber-regium mantarindan izole edilen lektinin
hemaglutinasyon aktivitesininin N-asetilglukozamin tarafindan, Pleurotus ostreatus
mantarindan izole edilen lektinin melibioz, laktoz, D-galaktoz, o-metil-D-
galaktopiranozid, N-asetilnéraminik asid, rafinoz ve inulin (Wang ve Ng, 2003)
tarafindan, Pleurotus ferulae mantarindan izole edilen lektinin D-glukoz, laktoz, D-
galaktoz ve galaktozamin tarafindan inhibe edildigi (Xu ve ark., 2014) bildirilmistir.
Bu caligsmada saf olarak elde dilen lektinin hemaglutinasyon aktivitesinin tek seker
(D-galaktoz) ile inhibe edilmesi literatir bulgular: ile ileri derecede benzerlik
gostermektedir (Hernandez ve ark., 1993; Wang ve ark., 1996; Han ve ark., 2005).

Mantar lektinlerin molekiil agirliklarimin 12-68 kDa arasinda degistigi
bildirilmistir (Singh ve ark., 2015). Xu ve ark., (2014) Pleurotus ferulae lektinin
molekiil agirliginin 35 kDa oldugu ve her birimin molekiil agirligi 17,5 kDa olan iKi
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alt biriminden (homodimerik) olustugu saptamuslardir. Wang ve ark. (2000),
Pleurotus ostreatus mantarinin taze meyve govdesinden izole ettikleri lektinin,
molekiil agirliklart 40 kDa ve 41 kDa olan iki farkli alt biriminden olusan bir
heterodimer yapisinda oldugunu tespit etmislerdir. Li ve ark. (2008) tarafindan
Pleurotus citrinopileatus mantarindan izole edilen lektinin molekiil agirligir 32 kDa
olan iki 6zdes altbirimlerinden (homodimer) olustugu rapor edilmistir.

Tarafimizdan saflastirilan lektinin molekiil agirligi, hem dogal, hem de SDS-
PAGE’de 43 kDa olarak tespit edilmistir ve daha onceki ¢aligmalarda Wang ve Ng
(2003) tarafindan Pleurotus tuber-regium’ten saflastirilan lektinin molekiil agirligina
yakin bulunmustur.

Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, Pleurotus eryngii var. ferulae
mantarindan lektinin antiinflamatuar etkisi ile ilgili herhangi bir c¢alismaya
rastlanmamustir. Bu ¢alismada Pleurotus eryngyii var. ferulae mantarindan saf olarak
elde edilen lektinin, lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilmis RAW 264.7 si¢an
makrofajlarda, TNF-a, PGE2, interlokinler, COX-2 ve iNOS gibi pro-inflamatuar

sitokin ve enzimlerin tiretimi tizerine olan etkisi arastirilmustir.

Gram negatif bakterilerin duvarmndaki LPS, makrofajlardan TNF-a, IL-1,
IL-6 proinflamatuar sitokinlerin asir1 iiretimini uyararak ¢esitli inflamatuar

hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynar (Chen ve ark., 2018).

COX veya prostaglandin endoperoksit H sentaz (PGHS) enzimleri, potansiyel
terapotik  iirlinlerin - antiinflamatuar etkilerini  belirlemek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Arasidonik asidin prostaglandine doniistiiriilmesinde anahtar bir
izozim olan COX-2, bluylme faktorleri ve tumor promotorleri gibi gesitli ajanlar
tarafindan indiiklenebildigi ve cesitli tiimorlerde siklikla asirt eksprese edildigi
bir¢ok calismalarda bildirilmistir. Bu nedenle, COX-2 inhibitdrlerinin radyasyon
veya kanser Onleyici ilaclarla kombinasyonunun kanser onleme ve tedavisinde

faydali oldugu goértlmiistiir (Zhang ve ark., 2002).

LPS veya DAMPs ile TLR4’in etkilesimi, MyD88/IL-1R-iliskili kinaz
(IRAK) fosforilasyonuna ve TNF-reseptor iliskili faktor 6 (TRAF6) aktivasyonuna
neden olur. TRAF6 aktivasyonu, ERK, JNK, p38, protein kinaz C ve NF-«p iliskili

kinazin aktivasyonuna ve COX-2 gibi genlerin ekspresyonunda artisga neden

olmaktadir (Kang ve ark., 2006).
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Inflamatuar hastaliklarda artmis iNOS ekspresyonu sonucunda meydana gelen
NO iiretiminin artigi, transkripsiyon faktor NF-kB ekspresyonunu arttirarak
inflamatuar sinyal yolaklarmi uyarabilir ve inflamatuar sitokinlerin salinimin
tetikleyerek hiicre hasarina neden olur. NO’nun siiperoksit anyonlar1 ile birleserek,
doku hasarimi arttiran oldukga yikici bir radikal olan peroksinitritlere doniisiip
DNA’daki kiriklart arttirarak hiicre 6liimiine neden olabilir (Trinchieri, 2012).

Mantar lektinlerinin immunomodiilator etkileri ile iliskilendirilen antitimor
etkileri hakkinda arastirmalar mevcuttur. Kim ve ark. (2003) Cordyceps pruinosa,
Jedinak ve ark. (2011) ise Pleurotus ostreatus mantar ekstresinin LPS ile uyarilmis
RAW?264.7 fare makrofaj hiicrelerinde TNF-a, IL-1p, IL-6 ve IL-12 salgilanmasini
ve NO ile PG’in iretimini inhibe ederek inflamatuar etkisini gosterdigi
bildirmiglerdir. Ekstrenin bu etkisi, AP-1 ve NF-kf proinflamatuar transkripsiyon
faktorlerini inhibe ederek ve INOS ile COX-2 ekspresyonunun asagi akis

regiilasyonunu modiile ederek meydana geldigi ileri stiriilmiistiir.

Agaricus bisporus lektininin (ABL), LPS ile uyarilmis fare peritoneal
makrofajlar1  tarafindan NO {retimini azalttigi ve mononiikleer hiicre
proliferasyonunu indiikledigi bildirilmistir. Wistar farelere agizdan verilen ABL’nin
timoér  biiylimesini  baskiladigi ve deneysel otoimmun ensefalomiyelitin
semptomlarn1  iylestirdigini = gOriilmistir. ~ ABL-makrofajlarin  etkilesimi,
makrofajlara maruz kalan masin tipi O-glikanlarda T antijeni ve siyalil-T antijeninin
terminal kalintilar1 yoluyla gergeklestigi ve bu etkilesim, Akt sinyal yolunu
degistirebilecegi ileri siirlilmiistiir. ABL baglanmasi, Akt fosforilasyonunu bloke
edere NO iiretiminin ve makrofajlar tarafindan sitokin iiretiminin inhibisyonuna

neden oldugunu sonucuna varilmistir (Ditamo ve ark., 2016).

Ayrica NO, proinflamatuar oldugu bilinen arasidonik asit kaskadini aktive eden
COX-2’1 aktive ederek enflamatuar siireglere de katilir. Non-steroid antienflamatuar
(NSAI) ilaglarin ortak o6zellikleri COX-1 ve COX-2 enzimlerini bloke ederek
arasidonik asidin inflamatuar mediatorlere doniigsmesini engellemeleridir. COX-1
fizyolojik slreclerde rol alarak siirekli sekilde eksprese edilirken, COX-2
ekspresyonunun pek c¢ok premalign dokuda ve malign tiimorlerde siklikla arttigi
gosterilmistir ve COX-2 inhibitorleri ilgili kanser tedavi protokollerine alinmaya

baglanmigtir. Bu ¢alismada, PEFL’in, COX-2 inhibisyonu yoluyla proinflamatuar



72

PG’lerin iretimini disiiriip anti-inflamatuar etki gosterdigi sonucuna varilmistir.
Ayrica pro-inflamatuar sitokinlerin Gretimini azaltarak ve anti-inflamatuar sitokin
olan IL-10 arttirarak inflamasyondan koruyucu etkileri oldugu gézlenmistir.

Mantarlar, ylizyillar boyunca yiyecek olarak tiiketildigi gibi bir¢ok hastaligin
tedavisi amaciyla ilag olarak da kullamilmigtir. Mantarlar, bagisiklig arttiran, kanser
riskini azaltan, tiimor hiicrelerin gogalmasini engelleyen, sinir sistemini koruyan
polisakkaritler, proteinler ve bir¢ok biyoaktiviteye sahip diger fonksiyonel bilegenler
bakimindan zengin ve tim yas gruplar tarafindan tiiketilebilen saglikli gida olarak
kabul edilebilir. Genel olarak, mantarlarlarin yararli etkilerinin yelpazesi heterojen
oldugu ve nutrigenomik ve molekiiler beslenmedeki mevcut bilgiler ve ileri
aragtirmalar g0z 6nlinde bulundurularak mantarlarin giinliik olarak kabul edilebilir en
iyi nutrasotik gidalardan biri olarak tiiketilebilecegi ileri sirilmektedir (Ma ve ark.
2018).

Sonug
Bu ¢alisma, PEFL’in anti-inflamatuar etkilerini inceleyen ilk deneysel ¢alisma
olma niteligindedir.

PEFL’in, COX-2 ve iINOS supresyonu ile proinflamatuar sitokinlerin
salgilanmasimi azaltarak inflamatuar sirecinin regiilasyonunda rol oynayabilecegi
sonucuna varilmistir.

Ayrica, anti-inflamatuar ve immiinmodiilator etkileri nedeniyle, gesitli kanser ve
inflamatuar hastaliklar i¢in yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesinde potansiyel bir

tedavi edici ajan olarak diisiiniilebilmektedir.
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