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Son yillarda enzimatik hidroliz, gida isleme veya mikrobiyal fermantasyon gibi
yontemler kullanilarak cesitli dogal protein kaynaklarindan elde edilen peptidlerin
farkl biyolojik aktiviteler sergilemeleri, bu peptidlerin medikal, zirai ve endustriyel
alanda kullanim potansiyellerini de arttirmigtir.

Biyoaktif peptidlerin eldesinde cogunlukla bitkisel ve hayvansal gidalar tercih
edilmesine ragmen bunlar disinda proteince zengin makromantarlarin da
alternatif dogal peptid kaynaklari olarak kullanilabileceklerini gosteren birkag

calisma literatiirde yer almaktadir.

Ulkemiz cografi konumu itibari ile birgok mantar tir(inin yetisebilecegi essiz
bir iklime sahiptir. Ulkemizde mantarlar ile yapilan ¢alismalar ézellikle son yirmi
yilda blyuk artis gostermistir. Yapilan c¢alismalarin ¢ogunlugunun sistematik
Ozellikte olmasina karsin, biyolojik aktivite potansiyellerinin ortaya c¢ikariimasina
yonelik calismalar da bu sirecte artmistir. Biyolojik zenginliklerimizden olan
mantarlardan yeterince yararlanabilmek ve olasi zararlarindan korunabilmek igin

bu tlr arastirmalara ivme kazandiriimasi blytk énem arz etmektedir.

Dolayisiyla bu arastirma projesi ile GUlkemizde yetisen yabani bir mantar tirG
Calvatia gigantea’dan medikal, zirai ve endustriyel alanda degerlendirilebilecek

biyoaktif dogal peptid/lerin elde edilmesi planlanmistir.

Bu proje kapsaminda Calvatia gigantea protein ekstraktindan enzimatik
hidroliz ile elde edilen peptid hidrolizatindan kromatografik teknikler kullanilarak
biyoaktif  peptidin  saflastirimasi ve saflastirnlan  biyoaktif  peptidin

karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

Bu projenin gergeklesmesinde maddi destek saglayan Turkiye Bilimsel ve

Teknolojik Arastirma Kurumu(TUBITAK) na tesekkdirlerimi sunarim.

Proje Yuruttcusi

Ali ZEYTUNLUOGLU
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OzZET

Son yillarda enzimatik hidroliz, gida isleme veya mikrobiyal fermantasyon gibi
yontemler kullanilarak gesitli dogal protein kaynaklarindan elde edilen biyoaktif
peptidlerin; antimikrobiyal, antitrombotik, antihipertansif, antioksidatif, antifungal
ve antikanser gibi farkli birgok biyolojik aktivite sergilemeleri, dolayisiyla insan
saghgi ile iligkili bircok hastaligin teshis ve tedavisinde énemli rol oynamalari, bu
peptidlerin yeni ilaglarin gelistiriimesinde terapétik amagli kullanim potansiyellerini

de arttirmistir.

Ekosistemin en 6nemli pargalarindan biri olan makromantarlar ise; kendilerine
has spesifik aroma ve tatlarinin yaninda, zengin besin iceriklerinden (protein,
karbohidrat, yad asidi, vitamin ve minerallerce) dolay! hizli artan diinya nifusu
icin 6nemli bir besin kaynagini olusturmaktadirlar. Makromantarlardan enzimatik
hidroliz sonucu elde edilen spesifik peptid fragmanlarinda farkli biyolojik
aktivitelerin gdzlenmesi makromantarlarin gesitli hastaliklarin  teshis ve

tedavisinde kullanilabilirliklerini gindeme getirmigtir.

Bu caligmada Denizli ilinde dogal olarak yetisen, yenilebilen yabani bir
mantar tlri olan Calvatia gigantea mantari protein ekstraktindan enzimatik
hidroliz ile elde edilen peptid hidrolizatindan sirali olarak farkli kromatografik
teknikler (iyon degisim(DEAE-Cellulose), boya-ligand(Affi-gel [ Blue gel) ve gel
filtrasyon (Sephadex G75) kullanilarak biyoaktif peptidin saflastirimasi ve
saflastirilan biyoaktif peptidin karakterizasyonu gerceklestirildi. Peptidin sicaklik
ve pH kararlihgi; 37°C ve pH 4.0 - 7.0 olarak belirlendi. Saflagtirilan peptidin
Physalospora tucumanensis, Fusarium oxysporum ve Mycosphaerella fijiensis

karsi antifungal aktivitesi gézlenmedi.

Anahtar Kelimeler: Calvatia gigantea, mantar, biyoaktif peptid, antifungal
aktivite, proteaz aktivite, saflastirma
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ABSTRACT

Currently, it has been reported that natural peptides obtained by microbial
fermentation, food prosessing and enzymatic hydrolization showed many
biological activity such as antimicrobial, antitrombotic, antihipertansive,

antioxidant and anticancer and then they have significant therapeutic potential.

Fungi is one of the most important parts of ecosystem and they have both
spesific aroma and sweet and also rich nutrition ingradients such as protein

carbohydrates, fatty acids, minerals in the world.

In this project; we performed purification and characterization of bioactive
peptides from the natural edible fungi species Calvatia gigantea found in Denizli
naturally. For this purpose, The different chromatografic techniques such as ion
exchange (DEAE-Cellulose), dye-ligand(Affi-gel [ Blue gel) and gel filtration
(Sephadex G75) were used for purification. Temperature and pH stability of the
purified peptide were defined as 37°C and pH 4.0 - 7.0. The purified peptid did
not show any significant antifungal activity against Physalospora tucumanensis,

Fusarium oxysporum ve Mycosphaerella fijiensis.

Keywords: Calvatia gigantea, mushroom, bioactive peptide, antifungal activity,

protease activity, purification
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1.GIRiS

Ekosistemin en dnemli pargalarindan biri olan makromantarlar zengin besin
icerikleri (protein,karbonhidrat,yad asidi vitamin ve minerallerce) ve kendilerine
has spesifik aroma ve tatlari sayesinde hizli artan dinya nifusu igin énemli bir
besin  kaynagini  olusturmaktadirlar.  Makromantarlarin ~ besin  olarak
tuketilmelerinin diginda sahip olduklari farmakolojik karakterler sayesinde Cin ve
Japonya basta olmak Uzere bir ¢ok uzak Asya ulkesinde cesitli hastaliklara karsi
geleneksel tipta ila¢ olarak kullanildigi da bilinmektedir (Barros et al.,2008;
Ustiin,2011).

Makromantarlardan saflastirilan ¢ok sayida dogal bilesenin (kligcik metabolitler,
proteinler, polisakkaritler, protein-polisakkarit kompleksleri vb.) antioksidant,
antifungal, antitumér, antiviral, antibakteriyal ve immunomodaiilatér ajan olarak is
gormeleri, ozellikle saflastirilan birkag mantar bileseni ile kanser ve diger
hastaliklarin tedavisine yonelik klinik faz (I-1I-111) denemelerine gecilmesi (Xu et al,

2011) birgcok arastirmacinin makromantarlara olan ilgisini arttirmistir (Tablo 1).

Makromantarlarin gida ve medikal uygulamalar disinda biyoteknolojik
uygulamalarda da biyokutle,organik asit (Pandey ve ark.,2000), enzim (Zheng ve
Shetty, 2000) ve inhibitor (Lau et al., 2013) gibi metabolik Grinlerin elde
edilmesinde kullanildigi, yUksek protein icerikleri sebebiyle de beslenme
yetersizligi gorulen kisilerde gida takviyesi ve bagisikligi arttirici bir ticari Grin
olarak tablet formlari satildigi bilinmektedir. Ayrica makromantarlar zengin protein
icerikleri ve butin esansiyel aminoasitleri icermelerinden dolayi da vejeteryanlar
tarafindan encok tercih edilen gidalarin baginda yer almaktadir.
Makromantarlarda bulunan protein miktari mantar tir ve c¢esidine goére
degismekle birlikte ortalama olarak 100 g mantarda 3-8 g oldugu belirtiimektedir
(Erkel, 1992).



Table 1. Bazi mantar turlerinde tespit edilen biyolojik aktiviteler

Biyolojik Etki

Mantar tiirii

Kaynaklar

ACE inhibitora

Pholiota adiposa

Kim et al.,2006

Antianjiogenik

Antrodiella liebmannii,
Agaricus murrill,
Rigidoporus ulmarius

Chen et al.,2005

Antifungal

Fomes lignosus,
Marasmius jodocodo,
Pleurotus florida,
Ganoderma lucidum

Gbolagade et al.,2007
Wang et al.,2006

Hipoglisemik

Agaricus bisporus

Phellinus baumii

Jeong et al.,2010

Hwang et al.,2005

Antienflamatuar

Agrocybe aegerita,

Termitomyces albuminosus

Diyabalanage et al.,2008

Lu et al.,2008

Antioksidan

Russula cyanoxantha,
Amanita rubescens,
Amanita caesarea,
Suillus granulatus,
Boletus edulis,
Phellinus rimosus,
Pleurotus florida,
P.cystidiosus,
P.ostreatus
P.sajor-caju,
Ganoderma lucidum,
Agaricus bisporus,
Lactarius deliciosus,
Cantharellus cibarius,
Lentinus edodes,
Pleurotus sp,
Morchella esculenta,
Flammulina velutipes,
Lentinula edodes,

Ribeiro et al.,2008
Lakshmi et al.,2004
Anguiano et al.,2007
Yang et al.,2002

Antikanserojen
(Antitimor)

Agrocybe aegerita,
Ganoderma lucidum
Phellinus gilvus,
Agaricus blazei,
Phellinus rimosus

Diyabalanage et al.,2008
Stanley at al.,2005

Bae et al.,2005

Kaneno et al.,2004

Ajith et al.,2003

Mantarlarda yeralan proteinlerin enzimatik hidrolizi sonucu elde edilen spesifik
peptid fragmanlarinda farkl biyolojik aktivitelerin gézlenmesi mantarlarin biyoaktif

peptidlerce zengin olduklarini ortaya koymaktadir (Tablo 2).



Table 2. Bazi mantar turlerinden elde edilen biyoaktif peptid ve proteinler

Mantar Tur adi Biyolojik aktivitesi Biyolojik yapi Peptid/protein Dizisi Molekiil kiitlesi Referans
(Peptid/protein) adi (kDa)
Antifungal
o . ) ) Wong et al., 2011
Cordyceps militaris HIV-1 reverse transcriptase, Peptid Cordymin AMAPPYGYRTPDAAQ 11
Park et al., 2009
antiproliferatif aktivite
AGETHTVMINHAGRGAPKLV
Ganoderma lucidum Antifungal Protein Ganodermin 15 Wang and Ng, 2006
VGGKKLS
Pl t ji Antif I Peptid E i ATRVVYCNRRSGSVVGGDD 10 W d Ng, 2004
leurotus eryngii ntifunga epti ryngin ang an , a
ryng g p yng TVYYEG 9 g
Polyporus alveolaris Antifungal Polipeptid Alveolarin GVCDMADLA 28 Wang and Ng, 2004b
Agrocybe cylindracea Antifungal Peptid Agrocybin ANDPQCLYGNVAAKF 9 Ngai et al., 2005
Antifungal
Lentinus edodes HIV-1 reverse transcriptase, Protein Lentin CQRAFNNPRDDAIRW 28 Ngai and Ng, 2003
antiproliferatif aktivite
AGTEIVTCYNAGTKVPRGPS
Lyophyllum shimeji Antifungal Protein LAP 14 Lam and Ng, 2001a
AXGGAIDFFN
o ) ] ] ITFQGDLDARQQVITNADTR
Hypsizigus marmoreus | Antifungal Protein Hypsin 20 Lam and Ng, 2001b
RKRDVRAA
Antifungal
Tricholoma giganteum . Protein Trichogin QVHWPMF 27 Guo et al, 2005
HIV-1 reverse transcriptase
Pleurotus ostreatus Antifungal Peptid Pleurostrin VRPYLVAF 7 Chu et al., 2005




Biyoaktif peptidler; kardiyovaskiler sistem, sinir sistemi ve bagisiklik sistemi
Uzerinde olumlu etkilere sahip olan spesifik protein fragmanlari olarak
tanimlanmaktadirlar (Korhonen ve Pihlanto,2006). Biyoaktif peptidler diyabetin
kontroliinde (Holst et al.,2008), obezite tedavisinde (Yada et al.,2008),kanser
tedavisinde (Liu et al.,2007) ,antimikrobiyal ajan (Tanabe et al.,2007) olarak
kullaniimaktadirlar. Biyoaktif peptidlerin biyolojik fonksiyonlari disinda kopuk
olusumu, jellesme, emilsiyon olusturma gibi ézellikleri endUstriyel uygulamalar
acisindan ekonomik degerlerini arttirmaktadir (Gauthier and Pouliot, 2003).
Biyoaktif peptidler Ustlendikleri fizyolojik rollerden dolayl terapétik ajan
gelistiriimesi i¢cin uygun adaylar olarak da kabul edilmektedirler (Danguah and
Agyei, 2012).

Ulkemiz cografi konumundan dolay! birgok mantar tiriniin yetisebilecegi essiz
bir iklime sahiptir. Ulkemiz mantarlari ile yapilan galigmalar ézellikle son yirmi
yilda blyuk artis gdstermistir. Yapilan c¢alismalarin ¢ogunlugunun sistematik
Ozellikte olmasina karsin, biyolojik aktivite potansiyellerinin ortaya g¢ikarilmasina
yonelik ¢alismalar da bu surecgte artmistir.

Biyolojik zenginliklerimizden olan mantarlardan yeterince yararlanabilmek ve
olasi zararlarindan korunabilmek icin bu tlr arastirmalara ivme kazandiriimasi
blylk 6nem arz etmektedir (Kalyoncu et al.2010).Dolayisiyla bu arastirma
projesi ile Ulkemize yetisen yabani bir mantar tirinden (C. gigantea) medikal,
zirai ve endustriyel alanda degerlendirilebilecek yeni biyoaktif dodal peptidlerin

elde edilmesi planlanmaktadir.

C. gigantea (Dev Kurtmantari, Kabak mantari, Patates Mantari); mantari;
Agaricomycetes sinifindaki Lycoperdaceae familyasinda yeralan kozmopolit bir
mantar tiridir. C.gigantea mantari; genellikle cayir kenarlarinda, tarla ve,
ormanlarda yaz sonu ve sonbahar baglarinda gérilmektedir. Yenilebilir bir mantar
tird olan C.gigantea mantari blyuk sigkin, futbol topunu andiran sekliyle dikkat
cekmektedir (Sekil 1.). Etli kismi; geng donemde beyaza yakin renkte olup,
stiinger gibi yumusak ve ici dolgundur. Gelismesi ilerleyince rengi sulfir

sarisindan zeytin yesiline donmekte ve tatiimsi, adir bir koku olusturmaktadir.



Sekil 1. Calvatia gigantea’nin morfolojik gérunima

C.gigantea mantari besin kaynagi olarak tiuketilmesinin yaninda, biyoteknolojik
6neme sahip enzimlerin (a-amilaz) Uretiminde, kanamay! durdurucu (hemostatik
ajan), yara iyilestirici ve aricilikta arilari sakinlestirici olarak kullaniimaktadir
(Coetzee and Wyk, 2009). C.gigantea mantarinda antibakteriyel, antienflamatuar
,analjezik, antiproliferatif ve antikanser aktiviteleri tespit edilmistir (Shen and Su,
1991; Wu et al., 2011, Yeh et al., 2011; Ng et al., 2003, Takaishi et al.,1997). Bu
mantardan elde edilen calvacin bilesiginin antitimdr etkisinin yaninda antiviral
aktivitesiyle gocuk felci viristine karsi etkili oldugu da ifade edilmektedir (Coetzee
and Wyk, 2009). Calvatia cinsinde yeralan diger tlrlerde craniformin ve
rubroflavin olarak tanimlanan iki maddenin antikarsinojenik 6zelige sahip oldugu,
yine Calvatia turlerinden elde edilen ubiquitin—benzeri peptidin, gégus kanserine
karsi antiproliferatif ve dalak hucrelerine kargi antimitojenik aktivite gdsterdigi

gOrulmastir (Lam et al., 2001)

C. gigantea’nin protein iceridi % 13,7 (Shannon and Stevenson, 1975) ve % 27,3
(Agrahar-Murugkar and Subbulakshmi, 2005) olarak o&lgulmustir. Yapisinda
linoleik asit’in fazla, palmitik ve oleik asit ise az miktarlarda bulundugu, kisa
zincirli yag asitlerinden oktanoik, dekanoik ve laurik asitin C.gigantea’nin lipit
iceriginin 6nemli bilesenlerini olusturdugu vurgulanmaktadir (Nedelcheva et al.,
2007). Fosfotidilkolin ve fosfotidiletanolamin eser miktarlarda yapisinda
yeralmaktadir. 5-GMP ve glutamik asit C.gigantea’da tespit edilen 2 O6nemli
tatlandirici  bilesenidir. Calvatia tlrleri kitinolitik enzimleri (kitinaz, kitobiaz)
icermektedir. Calvatia tlrlerinde lipaz ve karboksi esteraz aktiviteleri gézlenmistir
(Coetzee and Wyk, 2009). C. gigantea’da ugucu bilesen olarak 3-Metilbutanol, 2-
Metilbutanol 3-metilbltan-1-ol ve ylksek konsantrasyonda metoksibenzen tespit
edilmistir (Leffingwell and Alford ,2011; Overton.,1994).
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Calvatia gigantea’'nin sporlarinin ¢ok biylk miktarlarda solunmasiyla sporlarin
Lycoperdonosis hastaligina sebep oldugu, Calvatia tirlerinin diger mantar tirleri
gibi allerjik durumlar (asthma and rhinitis) tetikledigi belirtiimektedir. Calvatia
turlerinin farkl metalleri (Hg, As, Pb, Cd ve Li) ylksek seviyelerde biyoakiimile
edebilmesinden dolayi biyoindikatér olarak da kullanilabilecedi belirtiimektedir
(Coetzee and Wyk, 2009).



2. MATERYAL VE METOD

2.1.Calvatia gigantea mantarinin temini

C.gigantea mantari Pamukkale Universitesi Mantar Arastrma ve Uygulama

Merkezi’'nden temin edildi.

2.2. Calvatia gigantea mantarindan biyoaktif peptidin/peptidlerin
saflastiriimasi

2.2.1 Calvati gigantea’nin protein ekstraktinin hazirlanmasi

50 g C.gigantea(kurutulmus); % 1,5 PVP, % 1 C vitamini ve 0,15 M NaCl iceren
50 mM Tris pH:7,4 tamponu ile blendirda pargalandi. Ardindan homojenizdrde
homojenize edilerek 2,5 saat(+4°C’de) karistiricida karistirildi. Homojenat ¢ift
kath tllbent bezinden suzuldikten sonra 4500 rpm’de 20 dakika santrifujlendi.
Slpernatanta % 80 amonyum silfat ¢oktliirmesi uygulandi ve gece boyu +4°C’de
bekletildi. Coken proteinler 10000 rpm’de 30 dakika santrifij islemi sonrasi
ayrildi. Santrifdj islemi sonrasi elde edilen protein peleti 50 mM Tris pH:7,4
tamponu ile ¢ozuldi. Protein ©6rneginden amonyum sdlfat tuzlarinin
uzaklastirnimasi amaciyla 50 mM Tris pH:7,4 tamponuna karsi diyaliz islemi
gerceklestirildi. Diyaliz sonrasi mantar ekstraktinin protein igerigi Bradford

yontemine gore belirlendi(Bradford, 1976).

2.2.2 Proteinlerin enzimatik hidroliz

Enzimatik hidroliz éncesi C.gigantea protein ekstraktinin (25 ml) pH’si 8,0’e
ayarlandi. Enzimatik hidrolizde kullanilacak alkalaz enzimi igin enzim/substrat
orani (4/100) olacak sekilde uygulandi. Enzimatik pargalanma igin karisim 4 saat
50 °C’deki bir su banyosu igerisinde inklibe edildi. Reaksiyon karisim pH’sinin 4
saat boyunca sabit kalmasi 2 M NaOH ile saglandi. Enzimatik reaksiyon;
karisimin 10 dakika kaynar su banyosunda bekletiimesi ile sonlandirildi.
Enzimatik parcalamaya ugramayan proteinler 8000 g'de 60 dakika

santrifiijlenerek ¢oktirulda.

2.2.3 Hidroliz derecesinin olgiilmesi

100 ul protein hidrolizatina 100 yl 50 mM Na.B4O7(pH:9,2) ve 50 ul 4mM

TNBS(taze hazirlanmis) eklenerek 30 dakika karanlikta inkiibe edildi. Daha sonra

karisima 18 mM Na,SO; iceren 2 M NaH,PO.,den 50 pl eklenerek mikroplaka
7



okuyucuda 420 nm’de absorbanslari élguldli. Standart olarak L-Lésin kullanildi.
Elde edilebilecek maksimum a-amino miktarini belirleyebilmek igin de protein
ekstrakti (25 ml) 6N HCI ile 110°C’de 24 saat muamele edilerek asit hidrolizine
maruz birakildi. Asit hidrolizi sonrasi érnek 4500 rpm’de 15 dakika santrifujlendi.
Slpernatantin pH’si 6N NaOH ile notralize edildi. Hidroliz derecesi (DH)
asagidaki formule gére hesaplandi. (Li-Chan et al., 2012; Tanzadehpanah et al.,
2013).

DH (%) = (Lt/ Lmax) X 100
Lt: Enzimatik hidroliz sonrasi agiga ¢ikan a-amino miktari

Lmax: Protein ekstratindaki maksimum a-amino miktari

2.2.4 Peptid ektraktindaki peptidlerin kromatografik ayrimi

2.2.4.1 DEAE Kromatografisi ile peptidlerin ayrimi

Enzimatik hidroliz sonrasi elde edilen peptid ektraktindaki peptidlerin DEAE ile
kromatografik ayriminda kolon dolgu materyali olarak DEAE-Seluloz kullanildi. 10
mM Tris HCI pH:7.4 tamponu ile dengelenen kolondan[2,5x 10 cm econo
column(Biorad)] peptidlerin ellisyon 0,15-0,25-0,50 M NaCl igeren dengele
tamponu ile adim adim seklinde gergeklestirildi. Kolon akis hizi 1ml/dk olarak
ayarlandi ve fraksiyonlar 1 ml olarak toplandi. Yiksek proteaz aktivitesi dlgtlen
fraksiyonlar birlestirildi. Birlestirilen fraksiyonlar 10 mM 10 mM Tris-HCI pH: 7,4

tamponuna karsi diyalizlendi ve boya ligand kromatografisine uygulandi.

2.2.4.2 Boya-ligand kromatografisi ile peptidlerin ayrimi

Peptidlerin boya ligand kromatografisi ile ayriminda kolon dolgu materyali olarak
Affi-gel 0 Blue gel (Biorad) kullanildi. 10 mM Tris-HCI pH: 7,4 ile dengelenen
kolondan(1,5 x 10 cm) eliisyon 1,5 M NacCl ile gergeklestirildi. Kolon akis hizi 0,2
ml/dk olarak ayarlandi ve fraksiyonlar 1 ml olarak toplandi. Yuksek proteaz
aktivitesi olgulen fraksiyonlar birlestirildi. Birlestirilen fraksiyonlar 10 mM 10 mM
Tris-HCI pH: 7,4 tamponuna karsi diyalizlendi ve gel filtrasyon kromatografisine

uygulandi.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856413000313

2.2.4.3 Jel Filtrasyon kromatografisi ile peptidlerin ayrimi

Peptidlerin jel filtrasyon kromatografisi ile ayriminda kolon dolgu materyali olarak
Sephadex G75 (Sigma) kullanildi. Kolonun (1,5x 30 cm) dengelenmesi ve
elusyon 0,15 M NaCl iceren 10 mM Tris-HCI pH: 7,4 ile gerceklestirildi. Kolon

akis hizi 0,2 ml/dk olarak ayarlandi ve fraksiyonlar 1 ml olarak toplandi.

2.2.4.4 HPLC ile peptidlerin ayrimi

Jel filtrasyon kromatografisi sonrasi yiksek proteaz aktivitesi dl¢llen fraksiyonlar
birlestiriidi ve  HPLC’ye uygulandi. HPLC yuritme kosulari asagidaki gibi
uygulandi:

HPLC Kosullari:

Sistem : Agilent 1260

Kolon : ACE RP-C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 uM, 300 A)

Mobil Faz A: %0,1(v/iv) TFA
B: % 0,1 (v/v) TFAigeren asetonitril
Akis hizi : 1 ml/ dakika

Dedeksiyon : DAD 220 nm

Uygulama : Gradient elusyon

0-4 dakika % 100 B tamponu

4-25 dakika % 60 B tamponu

25-30 dakika % 50 B tamponu
9



30-35 dakika % 40 B tamponu
35-40 dakika % 0 B tamponu
40-45 dakika % 40 B tamponu
45-50 dakika % 50 B tamponu
50-55 dakika % 60 B tamponu

50-60 dakika % 100 B tamponu

HPLC sonrasi elde edilen kromatogramda en ylksek proteaz aktivitesi gdzlenen
pikteki peptid fraksiyonu toplanarak saflik kontroli ve molekiler kitle tayini icin
SDS-PAGE’e uygulandi.

2.3 Protein Tayini

Saflastirma adimlarindaki protein tayinleri sigir serum albuminin standart (25-50-
75-100-125-150 ug/ml) olarak kullanildigi Bradford yéntemine goére belirlendi
(Bradford, 1976). Yontem mikroplaka okuyucu formatta uygulandi. 10 ul her bir
standart, bilinmeyen o&rnek ve distile su (kér) mikro plaka kuyucuklarina
pipetlendi. Uzerlerine 200 ul Bradford reaktifi [40 mg Coomassie Blue G-250, 50
ml 95 % (v/v) Etanol, 55 ml 85 % (v/v) Fosforik asitjilave edildi. 10 dakika oda
sicakliginda bekleme sonrasi 595 nm’de absorbanslar okundu. Standartlar ile
olusturulan kalibrasyon egri ve katsayilar yardimi ile seyrelme faktorleri de g6z
dniine alinarak protein konsantrasyonlari hesaplandi. Olgiimler 3 tekrarl olarak

gerceklestirildi.

2.4 SDS-PAGE analizi

Biyoaktif peptidin (peptidlerin) saflastirma adimlari sodyum dodesil silfat
poliakrilamid je elektroforezi (SDS-PAGE) ile izlendi. SDS-PAGE sistemi Laemmli
metoduna gore uygulandi (Laemmli, 1970). Yurutme igin %16’lik jel yuzdesi

kullanildi. SDS-PAGE sonrasi jel Oackley ve arkadaslarinin gimis boyama
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yontemi kullanilarak boyandi (Oackley et al., 1980).

2.5 Saflastinlan peptidin biyolojik aktivitesinin arastiriimasi

2.5.1 Antifungal aktivitenin arastirilmasi

Saflagtirilan peptidin antifungal aktivitesi Chu ve arkadaglarinin uyguladigi
yontemin mindr modifikasyonlariyla gergeklestirildi (Chu et al, 2005). Antifungal
aktivitenin  degerlendiriimesin de Physalospora tucumanensis, Fusarium
oxysporum ve Mycosphaerella fijiensis mantar tlrleri kullanildi. Nystatin (1 pg)
pozitif, BSA (sigir serum albumin) (100ug) negatif kontrol olarak kullaniidi.
Saflastirilan peptid 40-200 pg olarak 10 ul (10 mM Tris HCI pH:7.4 ) igcerinde
cozeltileri hazirlandi. Misel koloni gelisimi icin hazirlanan patates dekstroz
agardan (8,5 g/L) petri kaplarina (100 mm x15 mm) 10 ml dékuldd. Herbir petriye
ayri ayri olarak mantar tirleri inokule edildi. Steril disklere (0,625 cm ¢apinda)
emdirilen kontrol (tampon: 10 mM Tris HCI pH:7,4),pozitif ve negatif kontrol ile
saflastinlan peptid 6rnegi petri kaplarina 1 cm araliklarla yerlestirildi. Misel
gelisimi i¢in petriler 23°C’de 72 saat inkiibe edildi. Olusan inhibisyon zonuna gére

saflastirilan peptidin antifungal etkinligi degerlendirildi.

2.5.2 Proteaz aktivitesinin arastiriimasi

Saflastirilan peptidin proteaz aktivitesi Wong ve arkadaslar tarafindan uygulanan
yonteme gore gergeklestirildi (Wong et al., 2011). Kazein proteaz aktivitesinin
belirlenmesinde substrat olarak kullanildi. 2 g kazein 10 ml distile su igersinde
cozulerek ,Gzerine 10 ml 0,2 M NaOH eklendi. Daha sonra 60 ml distile su daha
eklenerek karisim karistiricida karistinlldi.  Karisimin  pH’st HCI ile 7,5e
ayarlanarak 15 dakika 90°C’de bekletildi. Daha sonra 100 ml 40 mM CaCl; iceren
100 mM Tris-HCI (pH:8,0) ile karisim seyreltilerek sogutuldu. Coéken pelet
uzaklastirilacak, sivi kisim aktivite olgimunde kullanildi. Proteaz aktivitesinin
Olgumunde pozitif kontrol olarakta Tripsin kullanildi. Saflastirilan peptide ve pozitif
kontrol olarak segilen tripsinin 50 ul'sine yukarida hazirlanan kazein ¢ézeltisinden
350 pl eklenerek 25 dakika oda sicakhiginda inkibe edildi. Stire sonunda 1 ml %
4 TCA (trikloroasetik asit) eklenerek oda sicakliginda 30 dakika daha bekletildi.
Daha sonra 15000 g'de 15 dakika santriflj edildi. 280 nm’de supernatantin
absorbansi suya karsi (kor olarak) olgllerek kazeinin prolitik pargalanmasi ile

olugsan kazein fragmentlerinin miktari belirlendi.
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2.6 Saflastinlan peptidin karakterizasyonu

2.6.1 pH stabilitesinin belirlenmesi

Saflastirilan peptidin pH stabilitesinin belirlenmesi i¢cin pH’si 3-11 arasinda
degisen farkh tamponlarda [50 mM glisin—HCI tamponu (pH 2.0-3.0), 50 mM
sodyum asetat tampon(pH 4.0-5.5), 50 mM Tris—HCI tamponu (pH 8.0-8.5) ve
50 mM glisin—-NaOH tamponu (pH 9.0-11.0)] peptid 18 saat 4°C’de inkiibe edildi.

Daha sonra proteaz aktivitesi olguldu.

2.6.2 Sicaklik stabilitesinin belirlenmesi

Saflastirilan peptidin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi igin farkli sicakliklarda (40,
50, 55, 65, 80 ve 100 °C) inklbasyonlari tapilacaktir. Daha sonra proteaz

aktivitesi olcildu.

2.6.3 Kutle spektrometresi ile saflastirilan peptidin
yapisinin aydinlatilmasi

SDS-PAGE jelden bir bistiri yardimiyla uygun kosullarda kesilen peptid
bandi ependorf tlpine transfer edilerek kitle tayini ve tanimlanmasi igin
(Proteome Factory AG, Berlin, Almanya) analize gonderildi. Nano LC-ESI-
MS/MS kullanilarak yapilan analiz sonucunda elde edilen veri Mascot Search
yazihmi (Matrix Science Ltd., London, UK) kullanilarak NCBI veritabaninda

tarandi.
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3. BULGULAR

3.1. Calvatia gigantea mantarindan biyoaktif peptidin saflagtiriimasi

Calvatia gigantea’dan enzimatik hidrolizle elde edilen peptid hidrolizatinda
hidroliz derecesi 16sin standart grafigi (Sekil 2) kullanilarak % 87,3 olarak
hesaplandi. Enzimatik hidroliz sonrasi peptid hidrolizatindan biyoaktif peptidin
saflastinimasinda sirali olarak iyon degisim, boya-ligand, jel filtrasyon

kromatografileri kullanildi.

1
0,8 f(x) = 0,35x + 0,14
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° “o“"“
S e
~ 04 -
()] o
2
< M
0,2
0
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Loésin konsantrasyonu (mM)

Sekil 2. Losin ile TNBS standart grafigi

iyon degisim kromatografisinde yiiksek proteaz aktivitesi gériilen 53-57-58-61-
63-68-71-72-74-100-107-110-115-120-122-126-130-133 no’lu fraksiyonlar
birlestirilerek bir sonraki saflagtirma adimi olan boya ligand kolonuna uygulandi
(Sekil 3). Boya-ligand kromatografisinde yine yluksek proteaz aktivitesi gérulen 9-
12-14 no’lu fraksiyonlar birlestirilerek jel filtrasyon kolonuna uygulandi (Sekil 4).
Jel filtrasyon kromatografisinde de yuksek aktivite dlgtlen 20’den 33’e kadar olan
fraksiyonlar birlestirildi (Sekil 5). Birlestirilen fraksiyonlar son saflastirma adimi

olarak HPLC kolonuna uygulandi (Sekil 6).
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Sekil 6. HPLC ile biyoaktif peptidin ayrimi

HPLC ile ayrimi yapilan fraksiyonlarda ylksek proteaz aktivitesi gosteren 6.632
dakika‘da gelen fraksiyon MS analizi i¢in ayrildi ve SDS-PAGE jel elektroforezi
yapildi.

3.2 SDS-PAGE Analizi

Saflastirma adimlarindan sonra elde edilen peptidin safligi icin SDS-PAGE

uygulamasi yapildi. Laemmli metoduna gére Biorad'in mini protean tetra cell
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sistemi kullanilarak %16’lik jelde yuritme iglemi yapildi. Peptidin molekdl
kitlesinin belirlenmesinde Ultra-low Range Molecular Weight Marker (M.W.
1,060-26,600)(sigma M3546) kullanildi. Jelde peptid varligi Oakley ve
arkadaslarinin uyguladigi gimis boyama protokolline goére gerceklestirildi
(Oakley et al., 1980).

Bu boyama sonrasinda jelde 5,2 kDa buyukluginde bir peptidin varlig
belirlendi(Sekil 7).

kDa

26,6 my

17 mo—a
14,2 mweew
6,5m"

35m
l =

Sekil 7. HPLC ile ayrimi yapilan ve ylksek proteaz aktivitesi gdsteren
fraksiyonun SDS-PAGE sonrasi gimus boyama gorintisu

3.3 Antifungal aktivitenin arastiriimasi

Bitki patojen funguslarina (Physalospora tucumanensis, Fusarium oxysporum ve
Mycosphaerella fijiensis) kargi farkli konsantrasyonlari uygulanarak antifungal
aktivitesi degerlendirilen C. gigantea’dan saflastirilan peptidin hi¢cbir antifungal

aktivitesi gorulmedi.

3.4 Saflasgtirilan peptidin karakterizasyonu

3.4.1 pH stabilitesinin belirlenmesi

Saflastirilan peptidin farkli pH’larda 6lgllen proteaz aktivitelerinde pH 4.0-

7.0 araliginda peptidin stabilitesini korudugu gozlendi.
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3.4 2 Sicaklik stabilitesinin belirlenmesi

Saflastirilan peptidin farkl sicakliklarda dlgilen proteaz aktivitelerinde en
ylksek proteaz aktivitesi 37 °C’de korudugu gozlenirken, en disilk proteaz
aktivitesi 95°C’de olculdu. Sicaklk artigina paralel olarak proteaz aktivitesinde bir

disus gdézlendi.

3.4.3 Kiutle spektrometresi ile saflastirilan peptidin
yapisinin aydinlatilmasi

SDS-PAGE jelden kesilen ve molekil kitlesi SDSPAGE ile 5.2 kDa
olarak tanimlanan bandin Nano LC-ESI-MS/MS sonrasinda peptid uzunlugu 9
ila 14 arasinda degisen 4 farkli dizisi tanimlanmigtir (Tablo 3). Tanimlanan bu
diziler ile ilgili olarak NCBI veritabanlarinda yapilan tarama sonrasinda bu diziler

ile gok dusuk oranlarda( % 40’in altinda) eslesme bulunmustur.

Tablo 3. C.gigantea mantari ektraktindan alkalaz hidroliziyle HLPC sonrasi elde
edilen ylUksek proteaz aktivitesi gdsteren fraksiyonun NanoLC-ESI-MSMS analizi

Peptid Alikonma zamani
Peptid dizisi Uzunlugu m/z (dk) Kutlesi (Da)
(amino asit)
TSEDCYVLR 9 571,7607 22,7 1141,5073
SPTSEDCYLLR 11 670,8115 26,56 1339,6077
LLVEASGNVLFR 12 659,3796 37,02 1316,7451
LVSEFDNSLCLWGK 14 834,4086 42,3 1666,8025
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4. TARTISMA VE SONUC

Dinya ndfusunun 2050 yilinda 11,3 milyar, tlkemiz ndfusunun ise 93,5
milyon kisiye ulagsmasi beklenmektedir. Artan nifusa paralel olarak da insanlar
icin gerekli olan gida kaynaklarindaki azalma, gida kaynaklarini, eneriji
kaynaklarindan daha stratejik bir konuma getirmistir. Kiiresel isinma, kullanilabilir
su kaynaklarindaki azalma, tarim arazilerinin kuraklagsmasi, topragin
verimsizlesmesi ve tuzlanmasi, erozyon, tarim trlnlerinde hastalik ve zararlilarin
direng kazanmasi, tarim arazi parsellerinin miras paylasimi yoluyla kugulmesi,
kdyden kente gdégln artmasi gibi faktorler gida kaynaklarinda énemli oranda
azalmaya sebep olmustur. Dolayisiyla tim dinyada insanlarin saglikli ve aktif bir
hayat sirdirebilmeleri icin yeni alternatif gida drtnlerinin gelistiriimesi yéninde

calismalar baslatilmistir.

Makromantarlar bu baglamda bitkisel ve hayvansal gidalardan sonra
zengin besin igeriklerinden (protein, karbohidrat, yad asidi, vitamin ve
minerallerce) dolay! hizli artan dinya nufusu igin dnemli bir besin kaynagini
olusturmaktadirlar. Makromantarlar Uzerine yapilan ilk literatir calismalarini
mantarlarin sistematik tanimlanmasi, ekolojik 6zellikleri ve ekonomik degerlerinin
belirlenmesi olustururken, daha sonraki c¢alismalarda mantarlardan biyoaktif
bilesenlerin taranmasi Uzerine odaklaniimigtir. Son yillardaki ¢calismalar ise etken
biyoaktif bilesenin mantarlardan saflastiriimasi, tanimlanmasi medikal, zirai ve

endustriyel alanda kullanilabilirliklerinin arastiriimasi Gzerinedir (Tablo 1.).

Ulkemiz cografi konumu itibari ile birgok mantar tiriinin yetisebilecegi essiz
bir iklime sahiptir. Ulkemizde de mantarlar ile yapilan caligmalar dzellikle son
yillarda buyuk artis géstermistir. Yapilan galismalarin gogunlugunun sistematik
Ozellikte olmasina karsin, biyolojik aktivite potansiyellerinin ortaya ¢ikariimasina
yonelik caligmalar da bu surecte artmistir. Biyolojik zenginliklerimizden olan
mantarlardan yeterince yararlanabilmek ve olasi zararlarindan korunabilmek igin

bu tdr arastirmalara ivme kazandiriimasi biyik 6nem arz etmektedir.

Makromantarlardan enzimatik hidroliz sonucu elde edilen spesifik peptid
fragmanlarinda  farkh  biyolojik  aktivitelerin  gbzlenmesi  (Tablo  2.)
makromantarlarin gesitli hastaliklarin teshis ve tedavisinde kullanilabilirliklerini

glindeme getirmistir.
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Calvatia gigantea ulkemizde dogal olarak yetisen yaklasik 45 tir ile temsil
edilen Lycoperdaceae familyasinda yeralan ve siskin bir futbol topunu andiran bir
mantardir. C.gigantea mantari Uzerinde antibakteriyel, antienflamatuar ,analjezik,
antiproliferatif ve antikanser gibi farkli biyoaktiviteler tespit edilmigtir (Badshah et
al., 2012).

Bu calismada Calvatia gigantea’dan enzimatik hidroliz sonucu elde edilen
peptid hidrolizatindan farkli kromatografik teknikler kullanilarak saflastirilan
peptidin proteaz ve antifungal aktivitesi degerlendirildi. Peptid proteaz aktivitesi
sergilerken, bitki patojen funguslarina (Physalospora tucumanensis, Fusarium

oxysporum ve Mycosphaerella fijiensis) karsi hi¢bir antifungal aktivite gdstermedi.

Badshah ve arkadaslari Aspergillus fumigatus and Aspergillus niger Uzerine
C.gigantea metanolik ekstraktinin antifungal aktivitesine baktiklarinda A. niger
uzerinde % 50, A. fumigatus Uzerinde ise % 15 inhibisyon etkisini gézlemlemisler
ve antifungal aktiviteyi kontrole gore oldukg¢a disik bulmuslardir(Badshah et al.,
2012). Dolasiyla farkli funguslar ile yapilan denemeler ve farkli ektraksiyon
yontemleri ile hazirlanan ekstraklarda C. gigentea mantarinin antifungal aktivite

gOstermedigi tespit edilmigtir.

Biyoaktif peptidlerin sahip olduklar fiziksel ve kimyasal karakteristik
Ozellikler (molekiler bUyuklik, yUk, polarite, ¢ézunarlik, afinite, kovalent veya
kovalent olmayan etkilesimler) onlarin kromatografik ayrimlama ve
saflastinimalarinda etkin rol oynamaktadir. Yiuke bagl ayrimlamalarda iyon
degisim, molekuller buylklige bagh ayrimlamada jel filtrasyon, afiniteye bagh
ayrimlamada ise ligand (boya) kromatografisi kullaniimaktadir. Daha iyi bir ayrim
icin ise codunlukla birden fazla kromatografik adim kombine edilerek
uygulanmaktadir(Kim et al, 2013).C. giganfea mantarindan da da biyoaktif
peptidlerin ayrimlamasinda kombine kromatografik adimlar kullaniimistir (Sekil 3-
4-5-6).Herbir adimdan sonra elde edilen aktif fraksiyonlar birlestirilerek bir sonraki

kromatografi adimina uygulanmistir.

Sicaklik ve pH; bir peptidin calisma ve depolama kosullarini belirleyen
onemli iki faktordar. Bu iki faktordeki degisimler peptid stabilitesini etkilemektedir.
Peptidin stabilitesini etkilyen diger onemli faktér amino asit kompozisyonudur.
Peptidin amino asit kompozisyonu hidroliz, oksidasyon, deamidasyon,
diketopiperazin and piroglutamik asit olusumu ile degismektedir. Ozellikle sistein
ve metiyonin igeren peptidler oksidayona meyillidir ve oksidasyon hizi da pH ile

degismektedir Yine asidik ve bazik kosularda ile sicakliktaki degisim peptidin yan
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zincirinde degisime sebep olmaktadir. Bu ylzden peptidin stabilitesinin
devamlihgini saglayabilmek igin ilgili peptidin stabil oldugu pH ve sicaklik
araliginin bilinmesi énemlidir. C. gigantea mantarindan saflastirilan peptidin pH

4.0-7.0 araliginda ve 37 °C’de stabilitesini korudugu gozlenmisgtir.

Proteazlar; protein hidrolizini katalizleyen, bitkilerden mikroorganizmalara
kadar genis bir dagilim gdsteren pargalayici enzimlerdir. Proteazlar hicresel
metabolik proseslerde dnemli rol oynamalarinin yaninda deri igleme, deterjan
sanayi, gida isleme gibi endustriyel proseslerde de yaygin olarak kullaniimaktadir
(Ma et al., 2007). Birgcok mantar tiriinde de [Agaricus bisporus (Burton et al.,
1994), Pleurotus citrinopileatus (Cui et al., 2007), Hypsizigus marmore ( Zhang et
al., 2010), Tricholoma saponaceum (Kim et al., 2001)] cesitli proteaz aktiviteleri
tespit edilmigtir. Bu proje calismasinda kullanilan C.gigentea mantarindan

saflastirilan peptidin de ylksek proteaz aktivitesi gozlemistir.

Bu ¢alisma ulkemizde dogal olarak yetisen makromantarlardaki biyoaktif
bilesenin saflagtiriimasi igin éncu bir galismadir. Saflastirmasi yapilan peptidin
farkll uygulamalarda (medical, zirai ve endustriyel) kullanilabilirliginin arastiriimasi
ileriye yonelik planlanan hedeflerdir. Ayrica Calvatia veya farkli mantar tirlerinden
farkll enzimlerle yapilacak hidroliz iglemleri ile elde edilecek yeni peptidlerde
biyolojik aktivitelerinin arastiriimasi yine bu konuda yapilacak yeni c¢alisma
konularini olugturacaktir. Ayrica biyolojik aktivitesi tespit edilen mantar tirlerinin

kultire alinma islemleri de ayri bir calisma konusunu olusturacaktir.

20



5. KAYNAKLAR

Agrahar-Murugkar, D., Subbulakshmi, G., 2005 ,Nutritional value of edible wild
mushrooms collected from the Khasi hills of Meghalaya, Food Chemistry
89 :599-603.

Ajith, T.A., Janardhanan, K.K.,2003, Cytotoxic and antitumor activities of a
polypore macrofungus,Phellinus rimosus (Berk) Pilat, J
Ethnopharmacol.; 84: 157-62.

Alves, M.J., Ferreira, I.C., Dias, J., Teixeira, V., Martins, A., Pintado, M., 2013, A
review on antifungal activity of mushroom (basidiomycetes) extracts and
isolated compounds, Current Topics in Medicinal Chemistry, 13, 2648-
2659.

Anguiano, A.C.R., Santoyo, S., Reglero, G., Rivas, C.S., 2007, Radical scaveng-
ing activities, endogenous oxidative enzymes and total phenols in edible
mushrooms commonly consumed in Europe, J Sci Food Agric ; 87:
2272-8.

Arikan S, Rex J.H., 2002, New agents for the treatment of systemic fungal
infections - current status, Expert Opin Emerging Drugs;7:3-32.

Bae, J.S., Jang, K.H., Yim, H., Jin, H.K., 2005,.Polysaccharides isolated from
Phellinus gilvus inhibit melanoma growth in mice. Cancer Lett ; 218: 43-
52.

Barros, L, Cruz, T., Baptista, P., Estevinho, L.M., Ferreira, I.C., 2008, Wild and
commercial mushrooms as source of nutrients and nutraceuticals, Food
Chem Toxicol.,46(8):2742-7.

Bradford, M., 1976, A rapid and sensitive method for the quantification of micro-
gram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding,
Analytical Biochemistry, 72:248-54.

Blumberg, H.M., Jarvis, W.R., Soucie, J.M., Edwards, J.E., Patterson, J.E.,
Pfaller, M.A., Rangel-Frausto, M.S., Rinaldi, M.G., Saiman, L., Wiblin,
R.T., Wenzel, R.P., 2001, “Risk factors for candidal bloodstream infec-
tions in surgical intensive care unit patients: The NEMIS prospective
multicenter study. The National Epidemiology of Mycosis Survey” Clin.
Infect. Dis, 33, 177-186.

Burton, K.S., Hammond, J.B.W., Minamide, T. ,1994, Protease activity in Agaricus
bisporus during periodic fruiting (flushing) and sporophore development.
Curr Microbiol 28: 275-278.

21



Chen, S.C.,,Lu, M.K,,Cheng, J.J.,Wang, D.L., 2005, Antiangiogenic activities of
polysaccharides isolated from medicinal fungi, FEMS Microbiol Lett.,
249(2):247-54.

Chu, K.T,; Xia, L.; Ng, T.B., 2005, Pleurostrin, an antifungal peptide from the oys-
ter mushroom. Peptides, 26, 2098-2103.

Coetzee, J.C., Wyk, A.E., 2009, The genus Calvatia (‘Gasteromycetes’, Lycoper-

daceae): A review of its ethnomycology and biotechnological potential,
African Journal of Biotechnology Vol. 8 (22), pp. 6007-601 5.

Cui, L., Liu, Q.H., Wang, H.X., Ng, T.B. ,2007, An alkaline protease from fresh
fruiting bodies of the edible mushroom Pleurotus citrinopileatus. Appl Mi-
crobiol Biotechnol 75: 81-85.

Dalgig, N., ince, E., 2005, Sistemik Etkili Antifungal ilaclar, Klinik Pediatri;4(3):90-
98.

Danquah, M.K., Agyei, D., 2012, Pharmaceutical applications of bioactive pep-
tides. OA Biotechnology, 1(2):5.

Denning, D.W., 1998, “Invasive aspergillosis” Clin. Infect. Dis, 26, 781-805.

Diyabalanage, T., Mulabagal, V., Mills, G., DeWitt, D. L., Nair, M.G. 2008, Health-
Beneficial Qualities of the Edible Mushroom, Agrocybe aegerita, Food
Chemistry, 108, 97-102.

Erkel, i., 1992, Diinya’'da ve Tirkiye'de Kiltir Mantarciliginin Durumu Tiirkiye 4.
Yemeklik Mantar Kongresi, Cilt . Yalova.

Gauthier, S.F. and Pouliot, Y., 2003, Functional and biological properties of pep-
tides obtained by enzymatic hyrolysis of whey proteins, Journal of Dairy
Science, 86: (E.Suppl.), E78-E87.

Gbolagade, J., L. Kigigha, L., Ohimain, E., 2007, Antagonistic Effect of Extracts of
Some Nigerian Higher Fungi Against Selected Pathogenic Microorgan-
ism, American-Eurasian J. Agric. & Environ. Sci., 2 (4): 364-368.

Guo, Y,; Wang, H.; Ng, T.B. 2005, Isolation of trichogin, an antifungal protein
from fresh fruiting bodies of the edible mushroom Tricholoma giganteum,
Peptides, 26, 575-580.

Holst, J.J., Deacon, C.F., Vilsboll, T., Krarup, T., Madsbad, S., 2008, Glucagon
like peptide-1,glucose homeostatis and diabetes. Trends Mol Med ;
14:161-8.

Hwang, H.J., Kim, SW., Lim, J.M., Joo, J.H., Kim, H.O., Kim, H.M., Yun, JW.,
2005, Hypoglycemic effect of crude exopolysaccharides produced by a
medicinal mushroom Phellinus baumii in streptozotocin-induced diabetic
rats, Life Sci. 76(26):3069-80.

22


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15850599
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16046081

Jeong, S.C., Jeong, Y.T.,, Yang, B.K,, Islam, R., Koyyalamudi, S.R., Pang, G.,
Cho, K.Y., Song, C.H., 2010, White button mushroom (Agaricus bis-
porus) lowers blood glucose and cholesterol levels in diabetic and hyper-
cholesterolemic rats., Nutr Res., 30(1):49-56.

Kalyoncu, F., Oskay, M., Kalmig, E., 2010, Bazi Yabani Makrofungus Misellerinin
Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi, The Journal of Fungus, Nisan
1(1):1-8.

Kaneno, R., Fontanari, L.M., Santos, S.A., Di Stasi, L.C., Rodrigues Filho, E.,
Eira, A.F., 2004, Effects of extracts from Brazilian sun-mushroom (Agari-
cus blazei) on the NK activity and lymphoproliferative responsiveness of
Ehrlich tumor-bearing mice, Food Chem Toxicol ; 42: 909-6.

Kim, J.H., Kim, Y.S. (2001) Characterization of a metalloenzyme from a wild
mushroom, Tricholoma saponaceum. Biosci Biotechnol Bioch 65:356—
362.

Kim, J.H., Lee,D.H., Choi, S.Y, Park, J.S., Lee, J.S., 2006, Effects of Lycii fructus
and Edible Mushroom, Pholiota adiposa, on the Quality and Angiotensin
I-Converting Enzyme Inhibitory Activity of Korean Traditional Rice Wine,
Food Biotechnology, 20:183—-191.

Kim E.K., Hwang JW., Kim Y.S., Ahn C.B., Jeon YJ., Kweon H.J., Bahk Y.Y,,
Moon S.H., Jeon B.T., Park P.J., 2013, A novel bioactive peptide derived
from enzymatic hydrolysis of ruditapes philippinarum: Purification and
investigation of its free-radical quenching potential. Process. Biochem.
48:325-330.

Korhonen, H. and Pihlanto, A., 2006, Bioactive peptides: production and
functionality, International Dairy Journal, 16(9):945-960.

Kigukoglu, K., 2008, Antifungal tedavide son gelismeler, J. Fac. Pharm, Ankara,
37 (1) 63 — 90.

Lam S.K., Ng T.B., 2001a, First simultaneous isolation of a ribosome inactivating
protein and an antifungal protein from a mushroom (Lyophyllum shimeji)
together with evidence for synergism of their antifungal effects. Arch
Biochem Biophys; 393(2): 271-80.

Lam, S.K.; Ng, T.B., 2001b, Hypsin, a novel thermostable ribosome-inactivating
protein with antifungal and antiproliferative activities from fruiting bodies
of the edible mushroom Hypsizigus marmoreus. Biochem. Biophysi.
Res. Commun., 285, 1071- 1075.

Lau,C.C., Abdullah, N., Shuib, A.S., 2013, Novel angiotensin I-converting enzyme

inhibitory peptides derived from an edible mushroom, Pleurotus cystidio-

23


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20116660

sus O.K. Miller identified by LC-MS/MS, BMC Complementary and Alter-
native Medicine, 13:313, 1-10.

Lakshmi, B., Tilak, J.C., Adhikari, S., Devasagayam, T.P.A.,Janardhanan, K.K.,
2004, Evaluation of antioxidant activity of selected Indian mushrooms,
Pharm Biol ; 42(3): 179-85.

Leffingwell, J.C., Alford, E.D.,2011, Volatile Constituents of the Giant Puffball
Mushroom (Calvatia gigantea), Leffingwell Reports, Vol. 4, 1-17.
Li-Chan, E.C., Hunag, S.L., Jao, C.L., Ho, K.P., Hsu, K.C., 2012, Peptides de-
rived from atlantic salmon skin gelatin as dipeptidyl-peptidase IV in-

hibitors, J Agric Food Chem., 60(4):973-8.

Lin, S.J., Schranz, J., Teutsch, S.M., 2001, “Aspergillosis case-fatality rate: sys-
tematic review of the literature” Clin. Infect. Dis, 32, 358-366.

Liu, X.,Carlisle, D.L.,Swick, M.C.,Gaither-Davis, A.,Grandis, J.R.,Siegfried, J.M.,
2007, Gastrin-releasing peptide activates AKT through the epidermal
growth factor receptor pathway &abrogates the effect of gefitinib, Exp
Cell Res ; 313:1361-72.

Lu, Y.Y, Ao, Z.H., Lu, ZM., Xu, H.Y., Zhang, X.M., Dou,W.F., Xu, Z.H., 2008,
Analgesic and anti-inflammatory effects of the dry matter of culture broth
of Termitomyces albuminosus and its extracts, J Ethnopharma-
col.,120(3):432-6.

Ma, C., Ni, X., Chi, Z., Ma, L., Gao, L. 2007, Purification and characterization of

an alkaline protease from the marine yeast Aureobasidium pullulans for

bioactive peptide production from different sources. Mar Biotechnol (NY)
9: 343-351.

Mikhailov, V.N. and Petrishchev, N.N., 1999, Thrombolytic Activity of Mushroom
Proteinases: Thrombolytic Activity of Proteinases from Coprinus domes-
ticus, C. cinereus, and Cerrena unicolor, International Journal of Medici-
nal Mushrooms, Volume 1, Issue 2, 187-190.

Nedelcheva, D., Antonova, D., Tsvetkova, S., Marekov, I., Momchilova, S.,
Nikolova-Damyanova, B., 2007, TLC and GC-MS Probes into the Fatty
Acid Composition of some Lycoperdaceae Mushrooms, Journal of Liquid
Chromatography & Related Technologies, 30: 2717-2727.

Ng, T.B., Lam, YW., Wang, H., 2003, Calcaelin, a new protein with translation-in-
hibiting, antiproliferative and antimitogenic activities from the mosaic
puffball mushroom Calvatia caelata, Planta Med., 69: 212-217.

Ngai, P.H.K.; Ng, T.B., 2003, Lentin, a novel and potent antifungal protein from

shitake mushroom with inhibitory effects on activity of human immunode-

24


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18948177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18948177

ficiency virus-1 reverse transcriptase and proliferation of leukemia cells.
Life Sci., 73, 3363—-3374.

Ngai, PH.K.; Zhao, Z.; Ng, T.B., 2005, Agrocybin, an antifungal peptide from the
edible mushroom Agrocybe cylindracea. Peptides, 26, 191-196.

Oakley, B. R., Kirsch, D. R. & Morris, N. R. (1980), A simplified ultrasensitive
silver stain for detecting proteins in polyacrylamide gels. Analytical
Biochemistry 105, 36 1-363.

Onishi, J., Meinz, M., Thompson, J., Curotto, J., Dreikorn, S., Rosenbach, M.,
Douglas, C., Abruzzo, G., Flattery, A., Kong, L., Cabello, A., Vicente, F.,
Pelaez, F.,Diez, M.T., Martin, |., Bills, G., Giacobbe, R., Dombrowski, A.,
Schwartz, R., Morris, S., Harris, G.,Tsipouras, A., Wilson, K., Kurtz, M.B.,
2000, Discovery of novel antifungal (1,3)-beta-D-glucan synthase in-
hibitors, Antimicrob. Agents Chemother., 44:368-377.

Pandey, A. and C.R. Soccol, 1998. Bioconversion of biomass: A case study of lig-
nocellulosic bioconversions in solid state fermentation. Braz. Arch. Biol.
Technol., 41: 379-390.

Park, B.T., Na, K.H., Jung, E.C., Park, J.W., Kim, H.H. ,2009, Anti-fungal and
-cancer activities of a protein from the mushroom Cordyceps militaris.
Korean J Physiol Pharmacol,13:49-54.

Paterson, D.L., Singh, N., 1999, “Invasive aspergillosis in transplant recipients”
Medicine, 78, 123-138.

Rex, J.H., Walsh, T.J., Sobel, J.D., Filler, S.G., Pappas, P.G., Dismukes, W.E.,
Edwards, J.E., 2000, “Practise guidelines for the treatment of candidia-
sis” Clin. Infect. Dis, 30, 662-678.

Ribeiro, B.,Valentdo, P., Baptista, P.,Seabra, R.M.,Andrade, P.B., 2007, Phenolic
compounds, organic acids profiles and antioxidative properties of
beefsteak fungus (Fistulina hepatica), Food Chem Toxicol., 45(10):1805-
13.

Shannon, L.J., Stevenson, K.E.,1975, Growth of Calvatia gigantea and Candida

steatolytica in brewery wastes for microbial protein production and bod
reduction, Journal of Food Science, 40(4):830-832.

Shen, Y. S,, and Su, Y., 1991, Isolation, purification and some bioeffectiveness of
polysaccharides from Calvatia gigantea, J. Anhui Univ., 2:89-92.

Stanley, G., Harvey, K., Slivova, V., Jiang, J., Sliva, D., 2005. Ganoderma
lucidum suppresses angiogenesis through the inhibition of secretion of
VEGF and TGF-b1 from prostate cancer cells. Biochem Biophys Res
Commun ; 330: 46-52.

25


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17493733
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Andrade%20PB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17493733
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Seabra%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17493733
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baptista%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17493733
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Valent%C3%A3o%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17493733
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ribeiro%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17493733

Takaishi, Y., Murakami, Y., Uda, M., Ohashi, T., Hamamura, N., Kido, M., Kadota,
S., 1997, Hydroxyphenylazoformamide derivatives from Calvatia
craniformis (sic), Phytochem., 45: 997-1001 .

Tanzadehpanah, H., A. Saberi, M.R., Jamshidkhan Chamani, J., 2013; Identifica-

tion of a novel angiotensin-lI converting enzyme inhibitory peptide from

ostrich egg white and studying its interactions with the enzyme, Innova-
tive Food Science & Emerging Technologies, 18: 212-219

Tanabe, H., Avabe, T.,Maemoto, A.,Ishikawa, C., Iniba. Y.,.Sato, R. et al., 2007.
Denatured human alpha-defensin attenuates the bactericidal activity and
the stability against enzymatic digestion. Biochem Biophys Res Com-
mun ;358:349-55.

Ustiin, O., 2011, Makrofunguslarin besin degeri ve biyolojik etkileri, Turk Hij Den
Biyol Derg., 68(4): 223 — 240.

Valverde, M.E., Hernandez-Pérez, T., Paredes-Lopez, O., 2015, Edible Mush-
rooms: Improving Human Health and Promoting Quality Life, Interna-
tional Journal of Microbiology, http://dx.doi.org/10.1155/2015/376387, 1-
14.

Yang, J.H., Lin, H.C., Mau, J.L. 2002. Antioxidant properties of several commer-
cial mushrooms, Food Chem ; 77: 229-35.

Yada, T., Dezaki, K., Sone, H., Koizumi, M., Damdindorj, B., Nakata, M., Kakei,
M., 2008, Ghrelin regulates insulin release & glycemia: physiological role
& therapeutic potential, Curr Diabetes Rev ; 4: 8-23.

Yeh, C.H., Yang, S.T., Chen, C.H., 2011, Calvatia lilacina protein extract induces
apoptosis through endoplasmic reticulum stress in human colon carci-
noma cells, Process Biochemistry 46:1599-1606.

Wang H, Ng TB, Liu Q., 2004b, Alveolarin, a novel antifungal polypeptide from
the wild mushroom Polyporus alveolaris. Peptides 25: 693-6.

Wang, H.; Ng, T.B. 2006, Ganodermin, an antifungal protein from fruiting bodies
of the medicinal mushroom Ganoderma lucidum. Peptides, 27, 27-30.

Wang, H.; Ng, T.B., 2004, Eryngin, a novel antifungal peptide from fruiting bodies
of the edible mushroom Pleurotus eryngii. Peptides, 25,1-5.

Wingard, J.R., Leather, H., 2004, “A new era of antifungal therapy” Biol. Blood
Marrow Transplant, 10, 73-90.

Wong, J.H.; Ng, T.B.; Wang, H.; Sze, S.C.W.; Zhang, K.Y, Li, Q.; Lu, X., 2011,
Cordymin, an antifungal peptide from the medicinal fungus Cordyceps
militaris, Phytomedicine, 18, 387-392.

26


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856413000313
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856413000313
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856413000313

Wu, J.Y.,Chen, C.H.,Chang, W.H.,Chung, K.T.Liu, YW.Lu, FJ.,.Chen, C.H.,
2011, Anti-Cancer Effects of Protein Extracts from Calvatia lilacina, Pleu-
rotus ostreatus and Volvariella volvacea, Evid Based Complement Alter-
nat Med., doi:10.1093/ecam/neq057, 1-10.

Xu, X., Yan,H., Chen, J., Zhang, X., 2011, Bioactive proteins from mushrooms,
Biotechnology Advances, 29: 667-674.

Zhang, X.Q., Liu, Q.H., Zhang, G.Q., Wang, H.X., Ng, T.B. ,2010,Purification and
molecular cloning of a serine protease from the mushroom Hypsizigus
marmore. Process Biochem 45: 724-30.

Zheng, Z., Shetty,K, 2000, Solid state production of polygalacturonase by Lenti-
nus edodes using fruit processing wastes, Process Biochem., 35: 825-
830.

27



TUBITAK
PROJE OZET BILGI FORMU

Proje YUrGtlcusu:

Yrd. Dog. Dr. ALI ZEYTUNLUOGLU

Proje No: 1152774

Proje Baslig: Calvatia Gigantea (Dev Kurtmantari) Protein Hidrolizatlarinda Biyoaktif Peptidlerin
Arastiriimasi

Proje Turl: 1002 - Hizh Destek

Proje Siresi:

12

Arastirmacilar:

Danismanlar:

Projenin Yirataldugu
Kurulus ve Adresi:

PAMUKKALE U. ELEKTRON MIKROSKOBU BIRIMI

Projenin Baslangic¢ ve Bitis Tarihleri:

15/09/2015 - 15/09/2016

Onaylanan Biitce:

30000.0

Harcanan Blitce:

23500.0

Oz:

Son yillarda enzimatik hidroliz, gida isleme veya mikrobiyal fermantasyon gibi yontemler
kullanilarak cesitli dogal protein kaynaklarindan elde edilen biyoaktif peptidlerin;
antimikrobiyal, antitrombotik, antihipertansif, antioksidatif, antifungal ve antikanser gibi farkli
birgok biyolojik aktivite sergilemeleri, dolayisiyla insan sagligi ile iligkili bircok hastaligin teshis
ve tedavisinde 6nemli rol oynamalari, bu peptidlerin yeni ilaglarin gelistiriimesinde terapotik
amagli kullanim potansiyellerini de arttirmigtir.

Ekosistemin en 6nemli pargalarindan biri olan makromantarlar ise; kendilerine has spesifik
aroma ve tatlarinin yaninda, zengin besin igeriklerinden (protein, karbohidrat, yag asidi,
vitamin ve minerallerce) dolayi hizli artan dunya nifusu igin énemli bir besin kaynagini
olusturmaktadirlar. Makromantarlardan enzimatik hidroliz sonucu elde edilen spesifik peptid
fragmanlarinda farkli biyolojik aktivitelerin gézlenmesi makromantarlarin gesitli hastaliklarin
teshis ve tedavisinde kullanilabilirliklerini gindeme getirmistir.

Bu galismada Denizli ilinde dogal olarak yetisen, yenilebilen yabani bir mantar tri olan
Calvatia gigantea mantari protein ekstraktindan enzimatik hidroliz ile elde edilen peptid
hidrolizatindan siral olarak farkli kromatografik teknikler (iyon degisim(DEAE-Cellulose),
boya-ligand(Affi-gel ? Blue gel) ve gel filtrasyon (Sephadex G75) kullanilarak biyoaktif
peptidin saflastiriimasi ve saflastirilan biyoaktif peptidin karakterizasyonu
gerceklestirildi.Peptidin sicaklik ve pH kararliligi; 37°C ve pH 4.0 - 7.0 olarak belirlendi.
Saflastirilan peptidin Physalospora tucumanensis, Fusarium oxysporum ve Mycosphaerella
fijiensis karsi antifungal aktivitesi gézlenmedi.
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