MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus Ekim(2020)11(2)172-180

Gelig(Recevied) :21.09.2020 Arastirma Makalesi/Research Article
Kabul(Accepted) :15.10.2020 Doi: 10.30708.mantar.797728

Kiiltire Alinmig Pleurotus ostreatus’un insan Respiratuvar
Sinsityal Virusu (HRSV)’ne Karsi In Vitro Antiviral Etkisinin
Degerlendirilmesi

Hasan Hiiseyin DOGAN™, Yasemin TURKCETIN?,
Ristem DUMAN?

*Sorumlu yazar: hhuseyindogan@yahoo.com

1 Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bélimii, Kampiis/Konya
Orcid No: 0000-0001-8859-0188/hhuseyindogan@yahoo.com
2 Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bélimii, Kampiis/Konya
Orcid No: 0000-0002-9117-73240/ yaseminlila_1989@hotmail.com
3 Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bélimii, Kampiis/Konya
Orcid No: 0000-0002-2320-7448/ rduman@selcuk.edu.tr

Oz: insan respiratuvar sinsityal viriisii (HRSV), bebekler, cocuklar, yasl yetiskinler ile
solunum, kalp veya immun sistem yetersizligi olan her yastan insanlarda ciddi Ust ve alt solunum
yolu enfeksiyonunun 6nde gelen nedenlerindendir. Virlistin kontroli ve 6nlenmesine yonelik yeni
yontemlere olan gereksinim, HRSV’den etkilenen insanlarin sayisini azaltmak icin son derece
onemlidir. Mantarlar, yeni antiviral etki mekanizmalarina sahip ilaglarin éncl bilesiklerini igerirler.
Nihai hedefi anti-HRSV ilag adaylarini tespit etmek olan bu ¢alisma, Pleurotus ostreatus (Jacq.)
P. Kumm’dan elde edilen metanol, etanol ve su ekstrelerinin HRSV’ye karsi antiviral aktiviteye
sahip olup olmadigini belirlemek amaciyla yapiimistir.

Ekstrelerin HRSV’ye kargi antiviral aktivitesi kolorimetrik XTT testi ile degerlendirilmistir.
Ekstrelerin HRSV'’ye karsi %50 koruma saglayan konsantrasyonu ECso olarak tanimlanmis ve
CCso (%50 hicresel sitotoksisite gosteren konsantrasyon)'nin ECso’'ye oranindan da segicilik
indeksi (Sl) belirlenmistir. Ribavirin (RBV) anti-HRSV aktiviteye yonelik pozitif kontrol olarak
kullaniimigtir.

Sitotoksite sonuglarina gore, en toksik ekstre 12500 uyg/mL MNTC (Maksimum non toksik
konsantrasyon) ve 23811.05 CCso ile metanol olup, bunu 3125 ug/mL MNTC, 5967.67 CCso
degerleriyle etanol ve 3125 ug/mL MNTC, 6622.28 CCso degerleriyle su ekstresi izlemistir. RBV
icin ise bu degerler 0.98 ug/mL MNTC ve 117.00 CCso dir.

Arastirma sonucunda, HRSV’ye kars! en guglu antiviral aktiviteyi 2910.57 pug/mL ECso ve
8.18 Sl degeri ile metanol ekstresi gostermis, bunu sirasiyla, etanol (ECso: 900.71 pg/mL, Sl
6.63) ve su (ECso: 1654.55 pg/mL, Sl: 4.00) ekstreleri takip etmistir. RBV igin bu degerler 4.19
ECso ve 27.92 Sl tir.

Sonug olarak, P. ostreatus ekstrelerinin HRSV’ye karsi klinikte kullanilan ilaglara kargsi bir
alternatif olarak gelistirilebilmesi icin daha ileri calismalara layik oldugunu sdyleyebiliriz. Bu
calisma, P. ostreatus’un anti-HRSV aktivitesine yonelik ilk rapordur.

Anahtar kelimeler: Antiviral aktivite, insan respiratuvar sinsityal viriisti, Kolorimetrik XTT
testi, Pleurotus ostreatus.

Evaluation of in Vitro Antiviral Activity of Cultured Pleurotus ostreatus
Against Human Respiratory Syncytial Virus (HRSV)

Abstract: Human respiratory syncytial virus (HRSV) is the leading cause of serious upper
and lower respiratory infections in infants, children, elderly adults and people of all ages with
respiratory, heart or immunodeficiency. The requirement for new methods of virus control and
prevention is crucial to reducing the number of people affected by HRSV. Fungi contain the
precursor compounds of drugs with novel mechanisms of antiviral action. This study, whose
ultimate goal is to identify anti-HRSV drug candidates, was conducted to determine whether
methanol, ethanol and aqueous extracts from Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm having
antiviral activity against HRSV. Antiviral activity of extracts against HRSV was assessed by
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colorimetric XTT test. The concentration of extracts providing 50% protection against HRSV was
defined as ECso and the selectivity index (SI) was determined from the CCso (concentration
showing 50% cellular cytotoxicity) to ECso. Ribavirin (RBV) was used as a positive control for anti-

HRSYV activity.

According to cytotoxicity results; the most toxic extract was methanol with the values of
12500 pg/mL for MNTC and 23811.05 for CCso, and it was followed by ethanol (3125 pg/mL for
MNTC and 5967.67 for CCso) and aqueous extract (3125 ug/mL for MNTC, 6622.28 for CCso).
These values for RBV was 0.98 yg/mL MNTC and 117.00 CCso.

As a result of the research, the strongest antiviral activity against HRSV showed methanol
extract with 2910.57 pyg/mL ECso and 8.18 Sl values, followed by ethanol (ECso: 900.71 pg/mL,
Sl: 6.63) and water (ECso: 1654.55 ug/mL, Sl: 4.00) extracts, respectively.

In conclusion, we can say that P. ostreatus extracts are worthy of further work in fighting
HRSV infection (detection of the active compound/compounds responsible for anti-HRSV
activity). This study is the first report of P. ostreatus for anti-HRSV activity.

Key words: Antiviral activity, Human respiratory syncytial virus, Colorimetric XTT test,

Pleurotus ostreatus.

Giris

HRSV tim vyaslarda gorilebilen en 6nemli
respiratuvar hastalik sebebidir. Bebeklerde ve 4 yasin
altindaki cocuklarda en sik gorilen siddetli solunum yolu
infeksiyonlarinin nedenidir. Yashlarda ve bagisikhk
sistemi zayif olan hastalarda ciddi problemlere yol agan
bu virisin daha buyldk c¢ocuklar ve yetiskinlerdeki
infeksiyonu hafif seyirlidir. Bebek ve kiuguk ¢ocuklarda alt
solunum yolu infeksiyonlarinin en yaygin sebebi olan bu
virus yuksek riskli pediatrik popllasyonda (konjenital kalp
hastaligi, kronik akciger hastaligi, premattre bebekler,
immun yetmezlik) 6nemli oranda mortalite ve morbiditeye
yol acar. Ayrica bebeklikte gecirilen HRSV sonraki
yillarda reaktif hava yolu hastaliyi gelisimine sebep
olabilir (Hammer ve ark.,1995; Rota 1999; Anonim, 2003).

Guvenli ve etkili HRSV asisinin elde edilmesinde
birtakim guglikler karsimiza ¢ikmaktadir. Ciddi seyirli
HRSYV infeksiyonlari hayatin ilk 7 aylik ddneminde daha
sik gorildigu icin bu asinin da bebeklere hayatin ilk
haftalarinda uygulanmasi gerekmektedir. Ancak hayatin
ilk dénemlerindeki bebegin immunolojik immaturitesi ve

anneden gegen noétralizan HRSV  antikorlarinin
immunosupresif  etkileri ilk ayda uygulanacak
immuanizasyona engeldir. Uygulanacak asi dogal

infeksiyonunkine oranla daha uzun sireli bagisikhik
saglamalidir (Collins ve ark., 1996; Ball, 1994).
HRSV’ye karsi ilk as1 1960l yillarda gelistirilmistir.
1960-1980 yillari arasinda gelistirilen inaktif HRSV asilari
antikor olusturmalarina karsin, sonrasinda vahsi virls
enfeksiyonunu  takiben agir hastallk  tablolar
gecirilmesine neden olmus ve bu durum gegici bir sireyle
asl calismalarini sekteye ugratmistir. Bunun sonucunda
HRSV icin attenue asi ¢alismalari baslamis olup bunlar;
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subunit asilar (F; fizyon proteini kullanilarak), immin
aktivasyon yapan anjuvanlarla kombine subunit asilar,
canli zayiflatimis asilar, genetik mihendisligi yoluyla
yapilan agilar ve polipeptit asilardir. Ancak giinimuizde
heniiz etkili ve rutin bir agi yoktur (Ball, 1994, Mulholland
ve ark., 1996).

Ribavirin, birgok DNA ve RNA virlslne karsi in
vitro etkili, viral gogalmay azaltan, sentetik bir nikleozid
analogudur. Ciddi HRSV enfeksiyonlarina karsi 1993
yilinda tek lisansli ilag olarak kabul gérse de; uzun sureli
aerosol uygulama ve hastaneye yatis gerekliligi,
zehirlenme potansiyeli (kemik iligi baskilanmasi,
karsinojenisite), gebelikte teratojenik etki ve yiksek
maliyet gibi nedenlerle APA tarafindan rutin kullanimi
onerilmemektedir. HRSV enfeksiyonlari igin asinin heniiz
gelistiriimemis olmasi ve ciddi enfeksiyonlarda kullanilan
tek bir antiviral ilaci ribavirinin olusu, cocuk doktorlarinda
sikintilara sebebiyet vermektedir. Bundan kaynaklanan
sorunlardan dolayi, oral veya parental olarak kolay
uygulamali 6zgun anti-HRSV ilaglarin Uretiimesi ve
gelistiriimesi elzem hale gelmektedir (Ma ve ark., 2002).

Mantarlar, ¢cok eski zamanlardan beri gida olarak
tiketilmektedir. Beslenme yoéninden; dasik kalori
icermesinin  yani  sira, esansiyel aminoasitler,
karbonhidratlar, lifler, 6nemli vitaminler ve mineraller
bakimindan zengin bir icerige sahiptir. Mantarlar ayni

zamanda dogu Ulkelerinde yuzyillardir ilag olarak
kullanilmaktadir.  Son  yillarda yapilan  bilimsel
arastirmalar sonucunda ise bagisiklik sistemini

guclendirdigi ve saghigi korudugu ispatlanmistir (Sevindik
ve ark., 2018; 2016).

Tibbi o6zellikleri icin analiz edilen Ganoderma
lucidum (Curtis) P. Karst. (Reishi), Lentinus edodes
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(Berk.) Pegler (Shiitake), Grifola frondosa (Dicks.) Gray
(Maitake), Agaricus blazei Murrill (Hime matsutake),
Cordyceps militaris (L.) Fr. (Tirtil mantar), Pleurotus
ostreatus (Jacq.) P. Kumm. (Kayin mantari) ve Hericium
erinaceus (Bull.) Pers., (Aslan yelesi) mantar tirlerinin
polisakkaritler, diyet lifi, oligosakkaritler, peptidler ve
proteinler, alkoller ve fenoller, ginko, bakir, iyot, selenyum
ve demir gibi mineral maddeler, vitaminler, aminoasitler
basta olmak Uzere birgok aktif bileseni icerdigi tespit
edilmistir.  Bu  Dbilesenlerin  bagisiklik  sistemini
guclendirdigi, anti-kanserojen ve kolesterol dusirucu
Ozellige sahip oldugu ve hepatite karsi koruyucu ajan
olarak gorev yaptiklari belirlenmistir (Lakhanbal ve Rana,
2005).

GlUnudmizde de bircok mantar tirl antibiyotik,
antikanser, antiviral, antitimor 6zellikleri nedeniyle tibbi
amacli olarak kullaniimaktadir. Ayrica tibbi mantar tirleri
Ozellikle son yillarda biyoteknolojik c¢alismalarda da
kullaniimaktadir (Carlile ve Watkinson, 1994; Denis,
1995).

Mantarlarin sentezledigi ve genellikle
organizmalarina 6zgul olan bazi fenolik bilesikler, purinler,
pirimidinler, kuinonlar, terpenoidler ve fenil propanoid
tlrevi antogonistik maddeler antimikrobiyal etkiye neden
olmaktadir. Antitimdr etki gésteren en dnemli maddeler
ise kalvasin, volvotoksin, flammutoksin, lentinan ve
porisin denilen yalnizca makro mantarlardan izole edilmis
maddelerdir. Bu bilesikler ayni zamanda antiviral 6zellik
de gostermektedir (Benedict ve Brady, 1972; Conchran,
1978).

Bu calisma, Turkiye’de dogal olarak yetisen ve
yenen bir makromantar tird olan P. ostreatus’un kultdr
ortaminda gelistirilen 6rneklerinin HRSV’ye karsi antiviral
aktivitesini degerlendirmek i¢in yapilmigtir. Kultlr olarak
yetigtirilen Orneklerin antiviral etkisinin varligi veya
yoklugunun ortaya konmasiyla dogal gida olarak tiketilen
mantarlarin saglik agisindan koruyucu olup olmadiginin
ortaya ¢ikarilmasi amaclanmistir.

Materyal ve Metot

Calismanin  materyali olan P. ostreatus
Seydisehirde piyasadan satin alinmistir. Taze olarak
satin alinan érnekler 45 °C de mantar kurutma dolabinda
kurutularak toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen
ornekler metanol, etanol ve su ekstreleri icin ayri ayri 30
gr tartilarak ultrasonikatérde 45 °C de 400 mL ¢6zicl
kullanilarak 1 saat bekletiimis ve watman no:1 filtreden
gegcirilmistir. Filtreden gegmeyen kati faz tekrar 4 kez
sonikasyona tabii tutulup filtre edilmistir. Toplam ekstreler
disUk basing altinda 45 °C de Evaporatérde ugurulduktan
sonra liyofilize edilerek + 4 °C de toz halinde saklanmistir.
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Sitotoksisite test

P. ostreatus bazidyokarplarindan elde edilen
metanol, etanol ve su ekstrelerinin yanisira HRSV igin
pozitif kontrol olarak kullanilan RBV (ribavirin)'nin HEp-2
hiicreleri Uzerine sitotoksik etkileri, imalatci firmanin
(Biological Industries, Israel) talimatlarina uygun olarak
XTT temelli hicre proliferasyon kiti ile ayri ayri
incelenmigtir.

96 kuyucuklu mikropleytlerin 1. kolonu Vasat
Kontrol (VK), 2. kolonu Hicre Kontrol (HK) olarak
kullanilmistir. VK olarak kullanilan 1. kolondaki
kuyucuklara 150 yL EMEM (serumsuz) konulmustur. 3.
kolon hari¢, geriye kalan 10 kolondaki (yani, 2-12)
kuyucuklarin her birine 100’er yL EMEM (serumsuz)
konulmustur. 3. Kolona ekstrelerin calisma
solisyonundan (75 mg/mL) 200 pL konulmustur. log
tabanina goére sulandirmalar (75-0.146 mg/mL)
hazirlanmistir. 3-12 arasindaki kolonlarin kuyucuklarina
ve HK olarak kullanilan 2. kolondaki kuyucuklara
mililitresinde  1x10% hiicre igeren HEp-2 hiicre
stspansiyonundan 50’ser uL konulmustur. Ekstrelerin
XTT boyasi ile etkilesime girip girmedigdini degerlendirmek
amaciyla, 3-12 arasindaki kolonlarin F, G, H siralarindaki
kuyucuklara 50'ser yL EMEM (serumsuz) konulmustur.
Bdylece ekstrelerin kuyucuklardaki son konsantrasyonlari
50-0.098 mg/mL olmustur.

RBV’nin HEp-2 hdicreleri  Uzerine sitotoksik
etkilerinin degerlendiriimesinde de, RBV’nin XTT boyasi
ile etkilesime girip girmediginin  degerlendirilmesi
amaciyla pleytlerin bazi kuyucuklarinin ayriimamasi
disinda, ayni islemler uygulanmistir. Mikropleytlerin 1.
kolonu Vasat Kontrol (VK), 2. kolonu Hticre Kontrol (HK)
olarak kullaniimistir. VK olarak kullanilan 1. kolondaki
kuyucugun her birine 150 pyL EMEM (serumsuz)
konulmustur. 3. kolon hari¢, geriye kalan 10 kolondaki
kuyucuklarin her birine 100’er yL EMEM (serumsuz)
konulmustur. Ugiincl kolonda bulunan kuyucuklarin her
birine RBV’nin galisma soltisyonundan (750 ug/ml) 200
ML konulmus ve logz tabanina goére sulandirmalar
(750.00-1.46 pg/mL) hazirlanmigtir.  2-12 arasindaki
kolonlarin kuyucuklarina mililitresinde 1x10° hiicre igeren
HEp-2 hicre suspansiyonundan 50’ser yL konulmustur.
Boylece, RBV'nin kuyucuklardaki son konsantrasyonlari
500-0.98 ug/mL olmustur. Mantar ekstrelerini ve RBV'ni
iceren mikropleytler 3 glin sireyle % 5 CO2'li nemli bir
inkibatérde 37°C’de inkibe edildikten sonra, XTT
ayiracinin hazirlanan karisimindan her kuyucuga 50’ser
ML konulmustur. Mikropleytler, XTT formazan Grininin
olusmasi igcin 3 saat daha inkibe edilmistir. Optik
dansisite (OD)’ler, 490 nm bir test dalga boyu ve 630 nm



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Ekim(2020)11(2)172-180

bir referans dalga boyunda, ELISA okuyucusunda
(Multiskan EX, Labsystems) okutularak kuyucuklardan
elde edilen OD ortalamalari kaydedilmistir. Ekstrelerin
XTT ile dogrudan kimyasal etkilesimlerinin ekarte
edilmesi amaciyla, hicre iceren kuyucuklardaki farkli
ekstre konsantrasyonlarinin ortalama OD degerlerinden,
hiicre icermeyen ayni konsantrasyondaki ekstrelerin
ortalama OD degerleri ¢ikariimistir. Testler G¢ kopya
olarak yapilmis ve sonuglar hiicre kontrole gére ortalama
sitotoksisite % orani olarak gosterilmistir. Sitotoksisite %
oranini hesaplamak igin, A'nin hlicre kontroliin OD’sini,
B’nin ekstre (veya RBV) ile muamele edilmis hicrelerin
OD’sini temsil ettigi asagidaki formdl kullaniimistir
(Andrighetti-Frohner ve ark., 2003):

(A-B)
A

Sitotoksisite (%) = x 100

Hesaplanan sitotoksik etki yuzdeleri test edilen
ekstrelerin (veya RBV’nin) ilgili konsantrasyonlarina kargi
grafige donlsturdimuastar. HK'ler ile karsilastinldiginda
ekstreler (veya RBV) ile muamele edilmis hicrelerin
OD’sini %50'ye kadar azaltan konsantrasyon olarak
tanimlanan %50 Sitotoksik Konsantrasyon (CCso)
degerleri, elde edilen verilerin 1s1§inda GraphPad Prism
Version 5.03 istatistik programi yardimiyla non-linear
regresyon analizi uygulanarak belirlenmigtir (Ho, 2008).
HK'lerin OD’leri ile karsilastirilarak Ekstrelerin (veya

RBV’nin) MNTC (maksimum non-toksik
konsantrasyon)'leri belirlenmistir. Belirlenen bu MNTC’ler
ekstrelerin ve RBV’nin antiviral aktivitesinin

saptanmasinda kullaniimistir.

Antiviral test

Ribavirinin anti-HRSV aktivitesinin belirlenmesi

RBV’nin Hep-2 hicrelerine karsl belirlenen
MNTC’undan (0.98 pg/mL) baslangic alan 2 misli
sulandirmalari anti-HRSV aktiviteleri ydoninden Ho ve
ark.’nin (2010) bildirdikleri “Cytopathic Effect (CPE)
Reduction” testinin  kolorimetrik XTT  metoduna
uyarlanmasi ile, 100 misli %50 doku kultirt infektif doz
(DKIDso) iceren HRSV suspansiyonuna karsi kontrol
edilmistir. Pleytin kuyucuklarina (VK olarak kullanilan
pleytin 1. kolonundaki kuyucuklar hari¢) kuyucuk basina
100 L hacimde (2.5 x 10 hiicre/kuyucuk) ekim yapilimig
ve 24 saat sureyle inkibe edilmigtir. Hicreler konfluent
oldugunda, kuyucuklardaki Uretme vasati cekilerek
bosaltiimistir. HRSV stodu, %1 FBS iceren EMEM
(dame vasati) kullanilarak 100 DKiDso oraninda
sulandiriimistir. RBV’nin  stok sollisyonundan (1000
mg/mL) daha oOnce belilenen MNTC’sinden (0.98
pg/mL) konsantrasyonu 2 misli fazla olan bir sulandirma
hazirlanmistir. Pleytin 1. kolonu VK (vasat kontrol), 2.
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kolonu HK (hicre kontrol), 3. kolonu ise virus kontrol
(VrK) olarak kullaniimigtir. VK ve HK kuyucuklarina
200’er pL idame besiyeri konulmustur. Pleytlin virus
kontrol (VrK) olarak kullanilan 3. kolonundaki
kuyucuklara 100 DKiDso oraninda sulandirilan HRSV
suspansiyonundan 100’er yL ve idame besiyerinden
100’er yL es zamanli olarak konulmustur. Pleytin geriye
kalan kolonlarindaki (yani, 4-12. kolonlarindaki) 9
kuyucugun her birine 100 DKiDso oraninda sulandirilan
HRSV suspansiyonundan 100’er yL konulduktan sonra
Uzerlerine es zamanli olarak RBV’nin 2 x MNTC’sinden
baslangic alan sulandirmalarindan  100’er L
konulmustur. Pleytler 37°C’de %5 CO:’li ortamda 3 giin
sureyle inkiibe edilmistir. VrK kuyucuklarinda maksimum
sinsityum olusumu goézlendikten sonra, kuyucuklardaki
supernatant bosaltimis ve kuyucuklara 150’ser pL
serumsuz EMEM konulmustur. Daha sonra, XTT
karisimdan her kuyucuga 50’ser pL konulmustur. XTT
formazan UrinUnin olusmasi igin pleyt 3 saat daha
inkiibe edilmistir. Optik dansisite (OD)’ler, 570 nm dalga
boyunda bir ELISA okuyucusunda (Multiskan EX,
Labsystems) okutularak 8 kuyucuktan elde edilen OD
ortalamalari kaydedilmigtir. Farkl RBV
konsantrasyonlarinin  virusa karsi koruma ylzde
oranlari, spektrofotometrik olarak asagidaki formuilden
hesaplanmistir (Andrighetti-Fréhner ve ark., 2003):

Koruma %’si = [ (A-B)/ (C-B) x 100]

A = 8 gbzdeki her bir RBV konsantrasyonu igin
ortalama OD

B = Virus kontrol OD’si (8 g6zdeki OD degerlerinin
ortalamasi)

C = Hiucre kontrol OD’si (8 gézdeki OD degerlerinin
ortalamasi)

Enfekte hiicrelerin % 50’sinde koruma saglayan
RBV konsantrasyonu olarak tanimlanan ECso degeri,
RBV konsantrasyonlarina karsi belirlenen koruma %
oranlarindan yararlanilarak, GraphPad Prism Version
5.03 istatistik programi kullanilarak non-linear regresyon
analiziyle belirlenmistir. RBV’nin segicilik indeksi (Sl) ise,
CCso/ECso oranindan hesaplanmistir.

Mantar ekstrelerinin anti-HRSV aktivite testi

P. ostreatus bazidyokarplarindan hazirlanan
ekstrelerin  HEp-2  hicrelerine  kargi  belirlenen
MNTC’lerinden (MNTCmetanoi: 12500 pg/mL; MNTCetanor:
3125 pg/mL; MNTCsu: 3125 pg/mL) baslangic alan 2 misli
sulandirmalari anti-HRSV aktiviteleri yoninden Ho ve
ark.’nin (2010) bildirdikleri “Cytopathic Effect (CPE)
Reduction”  testinin kolorimetrik ~ XTT  testine
uyarlanmasiyla 100 misli %50 doku kultari infektif doz
(DKIDso) iceren HRSV slspansiyonuna karsl kontrol
edilmistir. Ekstrelerin stok soliisyonundan MNTC’lerinden



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Ekim(2020)11(2)172-180

2 misli konsantre sulandirmalari (2XMNTCmetanol: 25000
pg/mL; 2xMNTCetano: 6250 pg/mL; 2xMNTCsu: 6250
pg/mL) hazirlanmistir. Pleytlerinin kuyucuklarina kuyucuk
basina 100 pL hacimde (2.5 x 10* hiicre/kuyucuk) ekim
yapillmis ve 24 saat slreyle inkibe edilmigtir. Hucreler
konfluent oldugunda, kuyucuklardaki besiyeri gekilerek
bosaltiimistir. 96 kuyucuklu pleytlerin 1. kolonu HK, 2.
kolonu ise VrK olarak kullaniimistir. HK kuyucuklarina
200’er pL idame besiyeri konulmustur. Pleytlerin VK
olarak kullanilan 2. kolonlarindaki kuyucuklarin her birine
100 DKiDso  oraninda sulandirilan HRSV
stispansiyonundan 100’er pL ve idame vasatindan 100’er
WL es zamanli olarak konulmustur. Pleytlerin geriye kalan
kolonlarindaki (yani, 3-12) kuyucuklara 100 DKiDso
oraninda sulandirlan HRSV sispansiyonundan 100’er
ML konulduktan sonra Uzerlerine es zamanli olarak
ekstrelerin 2 x  MNTC'lerinden baslangic alan
sulandirmalarindan 100’er yL konulmus ve 37°C’de %5
CO?’li ortamda 3 gun sureyle inkibe edilmistir. VrK
kuyucuklarinda maksimum sinsityum olusumu
gOzlendikten  sonra, kuyucuklardaki  sUpernatant
bosaltiimis ve kuyucuklara 150’ser uL serumsuz EMEM
konulmustur. Daha sonra, XTT karisimindan her
kuyucuga 50’ser pL konulmus, 3 saat daha inklbe
edilmistir. Optik dansisite (OD)’ler, 570 nm dalga boyunda
bir ELISA okuyucusunda (Multiskan EX, Labsystems)
okutularak kuyucuklardan elde edilen OD ortalamalari
kaydedilmistir. Farkli ekstre konsantrasyonlarinin virusa
karsi koruma ylzde oranlari, spektrofotometrik olarak
asagidaki formdl ile hesaplanmistir (Andrighetti-Frohner
ve ark., 2003):

Koruma %’si = [ (A-B) / (C-B) x 100 ]

A = 8 gbzdeki her bir ekstrakt konsantrasyonu igin
ortalama OD

B = Virus kontrol OD’si (8 gozdeki OD degerlerinin
ortalamasi)

C = Hucre kontrol OD’si (8 gdzdeki OD degerlerinin
ortalamasi)

Enfekte hiicrelerin % 50’sinde koruma saglayan
ekstre konsantrasyonu olarak tanimlanan ECso degeri,
ekstre konsantrasyonlarina karsi belirlenen koruma %
oranlarindan yararlanilarak, GraphPad Prism Version
5.03 istatistik programi kullanilarak non-linear regresyon
analiziyle belirlenmistir. Ekstrelerin segicilik indeksi (Sl)
ise, CCso/[ECso oranindan hesaplanmistir.

Bulgular

Hiicre ¢ogalma egrisi

HEp-2 hdcreleri ile XTT yontemi uygulamadan
once hiicre gogalma egrisini ¢cikarmak, hiicrelerin kaginci
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saatte hangi fazda olduklarini anlamak ve uygulanacak
ekstrelerin (veya RBV’nin) hicre hatti ile en az ka¢ saat
muamele edilmesi gerektiginin anlasiimasinda énemli rol
oynar. Bu amagla ilk olarak HEp-2 hiicreleri igin 5 glinliik
cogalma egrisi grafigi cikartiimis ve ikilenme zamani
“(doubling time)” elde edilmistir. Absise zaman (gln),
ordinata hucre sayilari yerlestirilerek cogalma egrisi
olusturulmustur (Tablo 1, Sekil 1). HEp-2 hucrelerinin
ikilenme zaman yaklasik olarak 2 giin (48 saat) olarak
hesaplanmistir.

Tablo.1. HEp-2 hicrelerinin zamana gore
belirlenmis hiicre sayilar
Zaman (Giin)  Hiicre sayisi/mL
0 50000
1 500000
2 1000000
3 1650000
4 2100000
5 2100000
2500000
2000000
: /
2 1500000 /
£ 1000000 === HEp-2
2 /
500000
0 : : |
0 2 4 6
Zaman (giin)

Sekil. 1. 5x10% hiicre/mL ile baglatilan kultiirlerde
canli HEp-2 hicre sayisi belirlenerek olusturulmus yari-
logaritmik ¢cogalma egrisi (ikilenme zamani ~2 gin = 48
saat).

Sitotoksisite test sonuglari

Antiviral testlerin gerceklestiriimesi icin 6n kosul
olarak, virtis-konakgi hucrelerine (HRSV-HEp-2) karsi
ekstrelerin ve  HRSV’ye karsi pozitif kontrol olarak
kullanilan RBV’nin sitotoksisiteleri kolorimetrik hicre
canlihk testi ile arastirimistir. RBV’'nin MNTC’si 0.98
pg/mL, CCso de@eri ise 117 ug/mL olarak belirlenmistir
(Sekil 2, Tablo 2). P. ostreatus metanol, etanol ve su
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ekstrelerinin MNTC’leri sirasiyla 12500 pg/mL, 3125
pg/mL ve 3125 pg/mL dir. CCso degerleri ise sirasiyla
23811.05 pg/mL, 5967.67 pg/mL ve 6622.28 pug/mL
olarak belirlenmistir (Sekil 3, Tablo 2).

80

Sitotoksisite (%)

400 600

0 200
Konsantrasyon (g/mlL}

Sekil 2. RBV'nin sitotoksik aktivitesi (MNTC: 0.98
pg/mL; CCso : 117 pg/mL).

150 ]
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Sekil 3. Hep-2 hucrelerine karsi
ostreatus ekstrelerinin sitotoksisitesi. Metanol ekstresi
(CCso = 23811.05 pg/mL), etanol ekstresi (CCso =
5967.67 pg/mL), su ekstresi (CCso = 6622.28 pg/mL).

Antiviral Aktivite Test Sonuglari

HRSV inhibisyonu igin pozitif kontrol olarak
kullanilan RBV’nin ECso (enfekte hlcrelerin % 50’sinde
koruma saglayan konsantrasyon) degeri, 4.19 ug/mL

Pleurotus

olarak belirlenmis CCso'nin

ECso’'ye orani olarak

tanimlanan segicilik indeksi (SI) ise, 27.92 olarak
belirlenmistir (Sekil 4, Tablo 2).
15+
< 10-
©
£
2
g 5
0'-- T T 1
0.0 0.5 1.0 15

Sekil 4. RBV’nin anti-RSV aktivitesi (ECso: 4.19
pg/mL; Sl= 27.92).

P. ostreatus metanol ekstresinin ECso degeri
2910.57 pg/mL, Sl degeri ise 8.18 olarak tespit edilmistir
(Sekil 5, Tablo 2). P. ostreatus etanol ekstresinin ECso
degeri 900.71 pg/mL, Sl degeri ise 6.63 olarak tespit
edilmistir (Sekil 5, Tablo 2). P. ostreatus su ekstresinin
ECso degeri 1654.55 ug/ml ve Sl degeri ise 4.00 olarak
tespit edilmistir (Sekil 5, Tablo 2).

1501
-8 Metanol Ekstresi

-+ Etanol Ekstresi

L =% Su Ekstresi

Koruma (%)
S

5000 10000 15000

Konsantrasyon (g/mL)

-50-

Sekil 5. Pleurotus ostreatus ekstrelerinin anti-
HRSV aktivitesi.

Tablo 2. P. ostreatus metanol, etanol ve su ekstrelerinin sitotoksisite ve antiviral aktivite deneyleri toplu sonuglari.

Mantar Turu Ekstre Toksisite Anti-HRSV Aktivite
Cesidi
MNTC CCso ECso SI
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
Metanol 12500 23811.05 2910.57 8.18
Pleurotus
ostreatus Etanol 3125 5967.67 900.71 6.63
Su 3125 6622.28 1654.55 4.00
Ribavirin (RBV) 0.98 117.00 4.19 27.92
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Tartisma

Ajanlarin hicreler Gzerinde toksik etki sergilemesi
antiviral etki gostermesi ile karigtinlabilir. Dogru bir
aktiviteden bahsedebilmemiz igin ajanin konak hicre
sistemi Uzerinde toksite etkisini belirledikten sonra
antiviral aktivite deneyleri yapmak testin guvenilirligi
acisindan 6nem arz etmektedir (Dargan ve Subak
Sharpe, 1986; Hu ve Hsiung, 1989). Bundan dolayi, P.
ostreatus’'un metanol, etanol ve su ekstrelerinin yani sira
HRSV’ye karsi pozitif kontrol olarak kullanilan RBV’nin
bir insan epidermal larinks karsinoma hiicre hatti olan
HEp-2 hiicreleri Gizerine sitotoksik etkileri (MNTC'leri ve
CCso degerleri) kolorimetrik XTT testi ile arastiriimigtir.
Tablo 2'de goérildigu gibi, ekstrelerin HEp-2 hicreleri
Uzerine HRSV enfeksiyonlarina kargi standart ilag olarak
kullanilan RBV’den daha ¢ok toksik oldugu, ekstreler ve
RBV’nin CCso degerlerinin ECso degerlerinden daha
yiksek oldugu dikkat gekmektedir. Bu durum, antiviral bir
ajanin guvenirligi bakimindan 6nemlidir (Schinazi ve
ark., 2009).

Sitotoksisite testlerinden sonra, ekstrelerin ve
RBV’nin belirlenen MNTC’lerinden baslangic alan
sulandirmalari, anti-HRSV aktiviteleri yoniinden kontrol
edilmigtir. Test sonucunda, P. ostreatus metanol
ekstresinin 2910.57 pg/mL ECso degeri ve 8.18 Sl
degeriyle, RBV (ECso = 4.19 pg/ml, SI = 27.92) ile
kiyaslanabilecek oranda 6nemli antiviral aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. Chattopadhyay ve ark. (2009), 3 ve
3’den buyuk Sl degerlerinin test ekstrelerinin potansiyel
olarak guvenilir antiviral aktivitesinin gdstergesi olarak
kabul edilmesi gerektigini bildirmiglerdir. P. ostreatus’un
metanol, etanol ve su ekstrelerinin antiviral aktiviteye
sahip oldugu belirlenmigtir.

Mantarlarin antiviral aktiviteleri genellikle su
ekstrelerinin etkilerine baglanmis ve siklikla da suda
¢bzunur polisakkaritlerin varhgiyla iligkili bulunmustur
(Kim ve ark., 2000; Zhang ve ark., 2004; Santoyo ve ark.,
2012). P. ostreatus ve P. pulmonarius polisakkaritli su
ekstreleri, herpes simpleks tip-2 viristne karsi aktif
bulunmustur. Mantarin su ekstrelerinin antiviral aktivitesi
polisakkaritlerin varligi ile iligkilidir ve artan polisakkarit
konsantrasyonu ile artmaktadir (Chihara ve ark., 1970).
P. tuberregium sklerotia’dan izole edilen iki suda
¢bziinmeyen beta-glukan, karsilik gelen suda ¢oézunar
sulfatlanmis tlrevleri, herpes simpleks virisu tip 1 ve tip
2’'ye karsi antiviral aktiviteler gosterir. Etki muhtemelen
sulfatlanmis beta-glukanlarin viral partikullere
baglanmasi, bdylece bunlarin konakgi hicrelere
bulasmasini Onleyerek ortaya ¢ikmaktadir (Zhang ve
ark., 2003, 2004).

P. ostreatus’'un su ve metanol ekstrelerinin
antiviral ozellikleri, herpes simpleks virlist tip 1’e karsi
degerlendirilmistir. Antiviral aktivite, su ekstrelerinden
daha yuksek antiviral aktivite gdsteren polisakkarit
fraksiyonunda  bulunan beta-glukanlarla iligkilidir
(Santoyo ve ark., 2012). El Fakharany ve ark. (2010), bir

178

lakkazin, Hepatit C virGsinun periferik kan hicrelerine ve
hepatom HepG2 hiicrelerine girigini inhibe edebilen ve
replikasyonunu yapabilen P. ostreatus’tan
saflastirildigini bildirmislerdir. Ubikitin benzeri
glikoprotein, insan imman yetmezlik virGstnun gelisimini
inhibe eden P. ostreatus’tan izole edilmistir (Wang ve Ng,
2000). P. sajo-caju ve P. pulmonarius sicak su ekstreleri,
insan immun yetmezlik virisu HIV-1 ters transkriptazina
karsi dnleyici aktivite gostermistir (Wang ve ark., 2007).

P. ostreatus ve P. pulmonarius’'un su ve metanol
ekstrelerinin antiviral etkisi, influenza virlsleri ile iligkili
olarak gosterilmstir. P. pulmonarius’un bazidyokarplarinin
su ekstreleri influenza virtslerine karsi yuksek aktivite
go6stermistir (Kabanov ve ark., 2011).

Polisakkaritler, mantarlarda, ornegin P.
ostreatus’ta bulunan bir c¢esit makromolekil seker
polimeridir (Palacios ve ark., 2012). Antitimor, antiviral
aktivite, immunomodilatasyon, antilipidemik etki ve
oksidasyon korumasi gibi cesitli biyolojik o6zelliklere
sahiptirler (Jing ve ark., 2016). P. ostreatus’un kimyasal
bilesiminde, kuru mantarin 100 graminda 24.9 g protein,
2.08 g yag, 61.9 g seker, 6.32 g kil ve 1552.26 kJ eneriji
verdigi hesaplanmigtir (Tsai ve ark., 2009). Yapilan bagka
bir ¢galismada mantarin seker bilesimi arabitol, glukoz,
mannitol, mannoz ve trehaloz olarak belirtiimigtir
(Beluhan ve Ranogajec, 2011). P. ostreatus’un yag asidi
bilesimi analiz edilmis ve ¢alisma sonucunda palmitik asit,
palmitoleik asit, oleik asit, linoleik asit ve linolenik asit
major yag asitleri olarak bulunmustur (Dimau ve ark.,
2002). Zhu ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir
calismada, P. ostreatus’un Cu, Zn, Fe, Mn, Cd, Cr, Ni ve
Pb agir metallerini igerdigi rapor edilmistir. Dolayisiyla
calismamizda kullandigimiz  Pleurotus ostreatus’un
metanol, etanol ve su ekstrelerinin anti-HRSV aktivitesi,
metanolde, etanolde vya da suda ¢odzinen
polisakkaritlerin, yaglarin ya da metallerin varligina bagh
olabilir.

Oneriler

Elde edilen sonuglar dikkate alindiginda, P.
ostreatus’dan elde edilen metanol, etanol ve su
ekstrelerinin - HRSV  enfeksiyonuna kargi  6nemli
sayllabilecek antiviral aktiviteye sahip oldugu, ancak bu
ekstrelerin  antiviral etki mekanizmasi ve etkili
maddelerinin henltz tespit edilmedidi sdylenebilir. Bu
aktiviteden hangi bilesik ya da bilesiklerin sorumlu
olabilecegini ayni zamanda antiviral etkiyi nasil
gOsterdiklerini  kanitlamak icin  ilave  c¢alismalar
gerekmektedir. Bundan dolayi ileride arastirilabilecek
konularin bu arastirmadaki eksiklikleri kapatarak, P.
ostreatus’un antiviral etkisini daha kapsaml bir sekilde
belirlenmesi saglanabilir.
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