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Oz: Glukanlar mantarlarin hiicre duvarinda bulunan O-glikozidik baglar ile baglanmis glikoz
monomerlerinin olusturdugu polisakkaritlerdir. Glukanlarin birgok tibbi uygulamalarinin yani sira en
6ne cikan Ozelliklerinden biri ise beta-1,3 ve -1,6 glikozidik baglariyla birlesmis glikoz zincirinin
olusturdugu beta-glukanlarin bagisiklik sistemi Gizerindeki uyarici etkisidir. Bu galismada Pleurotus
ostreatus 'tan (istiridye mantari) sicak su ve sicak kostik ¢ozelti ile ekstraksiyonu sonrasinda alfa-
ve beta-glukan izolasyonu gerceklestirilerek elde edilen polisakkaritlerin hiicre canliigi ve
cogalmasi Uzerindeki etkilerinin incelenmesi amaclanmistir. Toplam glukan miktarlari fenol-sulfurik
asit metoduyla ve alfa/beta-glukan safliklari enzimatik yontemle analiz edilmistir. Kultir kaplari
glukanla kaplandiktan sonra toksisite ve hiicre gojalma analizleriyle mezenkimal kék hicreler
tizerindeki etkileri incelenmistir. islemler sonucunda %97.87 +1.45 saflikta alfa-glukan ve %97.79
+0.28 saflikta beta-glukan P. ostreatus 'tan elde edilmistir. Hlcre tutunma analizinde alfa-
glukanlarin tutunmayi destekledigi (%88.10-95.75) gdzlemlenmisken beta-glukan kapli yuzeylerde
tutunma oraninin %61.26 £8.04 degderine dustigu belirlenmigtir. Alfa-glukan kapl yuzey Gzerindeki
hicreler beta-glukan kapli yuzey uzerindeki hicrelere goére 1.44 kat, kapli olmayan ylzey
Uzerindeki hucrelere goére 1.56 kat daha hizli ¢ogalmislardir. Sonug¢ olarak sicak su/kostik
islemleriyle elde edilen alfa- ve beta-glukanlarin hiicreler tzerinde toksik etkisinin olmadigi ve her
iki glukanin biyouyumlu bir malzeme oldugu in vitro testlerle gdsterilmistir. Ancak beta-glukan kapli
yuzeylerde hiicre tutunmasi disik oldugu gbézlemlenmistir. Alfa-glukanin hiicre tutunmasini ve
¢ogalmasini destekledigi gorulmistir. Bu o6zellikleri ile hicre kultiri ve doku muhendisligi
calismalarinda alfa-glukanin potansiyel uygulama alanlarinin olabilecegi ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Biyomalzeme, Mantar, Polisakkarit, Glukan, Ylizey Kaplama
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Isolation of polysaccharides alpha- and beta-glucans of Pleurotus
ostreatus and evaluation of their biocompatibility after surface coating

Abstract: Glucans, which are polysaccharides in the fungal cell wall, are formed by glucose
monomers linked by O-glycosidic bonds. Besides of their medical applications, one of the most
promising features of glucans is the stimulatory effect on the immune system of beta-glucans, in
which glucose units are linked by beta-1,3 and -1,6 glycosidic bonds. In this study, it was aimed to
investigate the effect of alpha- and beta-glucans on the cell viability and proliferation, which were
derived from Pleurotus ostreatus by hot water/caustic extraction. Total glucan was quantified by
the phenol-sulphuric acid method, and alpha/beta-glucan purity was determined by the enzymatic
method. After coating the surface of culture flask with the glucans, their effects on mesenchymal
stem cells were examined by toxicity and cell proliferation assays. Alpha- and beta-glucans from
P. ostreatus were obtained with a purity of 97.87% +1.45 and 97.79% =0.28, respectively. In cell
adhesion analysis, alpha-glucans were found to support the attachment (88.10-95.75%), while the
adhesion ratio on beta-glucan-coated surfaces decreased to 61.26% +8.04. The cells on alpha-
glucan-coated surfaces were proliferated 1.44 times faster than those on beta-glucan, and 1.56
times faster than those on the uncoated surface. As a result, alpha- and beta-glucan, obtained by
hot water/caustic extraction processes, have been shown to have no toxic effects on the cells, and
both glucans were demonstrated to be biocompatible biomaterials by in vitro tests. However, the
cell adhesion on beta-glucan coated surfaces was observed to be low. Alpha-glucan was shown to
promote both cell adhesion and proliferation. Therefore, alpha-glucan may have potential
applications in cell culture and tissue engineering studies.
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Giris

Pleurotus cinsi mantarlarin 200'den fazla turd
Index Fungorum'da tanimlanmis olup bitkisel artik ve
¢curimuis aga¢ goévdelerinde yetismektedir (Correa ve
ark. 2016). Bu tirler arasinda en ¢ok bilineni ve insanlar
tarafindan en yaygin kiltiri yapilani istiridye mantari
olarak da bilinen Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm.
(phylum Basidiomycota) olup ¢cok eski zamanlardan beri
bu tirGn tibbi 6zelliklerinden faydalaniimaktadir (Piska
ve ark., 2017; Dogan ve ark., 2014). P. ostreatus ile ilgili
hiicre kiltlrd ve canli hayvan galismalari sonucunda bu
mantarin kanser Onlemeden, kolesterol distirmeye
kadar birgok hastaidin  tedavisine etkin  rol
oynayabilecedi gosteriimis ve bu medikal etkilerinde
glukanlarin énemli bir rol oynayabilecedi bildirilmistir
(Deepalakshmi ve Mirunalini, 2014).

Mantarlardan  elde  edilen  beta-glukanlar
ginimuzde c¢ogunlukla ilag dretiminde ve gida
sanayisinde kullaniimalarina ragmen gosterdikleri farkl
Ozellikler g6z 6nlne alindiginda saglik ve biyomalzeme
alanlarinda potansiyel uygulamalari mevcuttur (El
Enshasy ve Hatti-Kaul, 2013; Papaspyridi ve ark. 2018).
Onceki galismalarda nutrasétik olarak kullanilan beta-
glukanlarin anti-oksidant, anti-kanser, anti-enflamatuar,
anti-mikrobiyel 6zelliklerinin gdsterilmesinin yani sira
kalp ve damar hastaliklarini 6nledigi ve Kkaracigeri
korudugu da ortaya konmustur (Chen ve Seviour, 2007,
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Wasser, 2010; Higashi ve ark., 2012; Du ve ark., 2015).
P. ostreatus kaynakli beta-glukan olan pleuranin
kullanilmasiyla humoral ve hiicresel immunitenin kontrol
altina alinabilecedi ve g¢ocuklarda élimle sonucglanan
solunum  yolu enfeksiyonlarinin  azaltilabilecegi
gosterilmistir (Jesenak ve ark., 2013). Kozmetik
sektoriinde yaygin olarak yaslanma karsiti (anti-aging)
etkilerinden dolay1 kullaniimaktadirlar (Hyde ve ark.,
2010). Beta-glukanlarin  imminmodulasyon, anti-
inflamatuvar ve anti-timor etkileri tanimlanmis olmasina
karsin alfa-glukanlar Uzerine olan c¢alismalar sinirlidir
(Issever ve ark., 2018). Pleurotus albidus 'tan izole edilen
a-1,6- and B-1,3-D-glukanlarin makrofajlari module
ettikleri ve bdylece lipid kaynakh inflamasyonun
Onlenebilecegi bildirilmistir (Castro-Alves ve
Nascimento, 2018).

Doku muhendisligiyle Uretilebilecek canli doku ve
organlar ginimizde ¢6zimi zor ya da mimkin
olmayan saglik sorunlarinin dizeltiimesinde buyik
potansiyele sahiptirler. Ancak bu alanda kullanilacak
malzeme ve bunlarin islenmesinde bir takim zorluklarla
karsilagilmaktadir. Metal ya da seramik gibi abiyotik
malzemelerin olumsuzluklarina karsin biyolojik kokenli
biyomalzemeler nakil sonrasinda dokular icerisinde daha
iyi uyum gostermektedirler (Fontana ve ark., 2017). Her
biyolojik malzeme bu uyumu saglamadigindan mutlaka
gerekli analizlerinin yapilmasi gerekmektedir (Jantova ve
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ark., 2015; Mukhopadhyay ve ark., 2017). insan ya da

hayvan kokenli biyomalzemelerin kulanimi
tasiyabilecekleri potansiyel kontaminantlardan dolayi
tercih edilmemektedir. Daha c¢ok bitki kaynakl
biyomalzemeler kullanilsa da mantar kaynakl olanlar da
tercih edilmektedirler (Nwe ve ark., 2008; 2011; Fontana
ve ark., 2017). P. ostreatus kaynakl beta-glukan
(pleuran) bagka bir malzemeyle (coladerm) karistiriimis
ve Uretilen bu membranin fibroblast hiicreleriyle yara
iyilestiriimesinde kullanilabilecegi gdsterilmistir (Jantova
ve ark., 2015).

Bu calismada P. ostreatus kullanilarak sicak su ve
sicak kostik ¢Ozelti ardisik yikama islemleri sonrasinda
alfa- ve beta-glukanlarin izolasyonlarinin gergekles-
tirilmesi ve bu fungal polisakkaritlerin kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hicreler Gizerinde hicre canhligi ve
¢ogalmasina olan etkilerinin incelenmesi amacglanmigtir.
Bu galismayla P. ostreatus 'tan izole edilen alfa- ve beta-
glukanlarin kok hucre kiltirinde toksik etki yaratmadan
glvenle kullanilabilecegi ve doku mihendisligi
calismalarinda kaplama materyali olarak yararlanila-
bilecek biyomateryaller oldugu hipotez edilmistir.

Materyal ve Metot

Alfa- ve beta-glukan izolasyonu

Alfa- ve beta-glukan izolasyonu icin lokal
marketlerden P. ostreatus temin edilerek Palacios ve ark.
(2012) tarafindan olusturulan glukan izolasyon ydntemi
kullanilmistir. izolasyon igin paketlenmis ve ticari olarak
satilan bes farkh P. ostreatus érnegi (n=5) kullaniimistir.
Bu protokole goére distile su ile yikandiktan sonra
mantarlar kigik pargalara ayrimis ve 40°C'de
kurutularak icerdigi su mantardan uzaklastiriimigtir. Kati
pargalar o6gutilerek saf metanol (1:10) igerisinde
60°C’de, 100 rpm hizda 24 saat calkalanmistir. Kati
parcalar suizildikten sonra distile suyla (20-25°C) 1.5
oraninda karistirilarak 100 rpm hizda 24 saat inkilbe
edilmigtir. Karisim oda sicakhdinda 3800g hizda 20
dakika santriftij edilerek (Eppendorf R5801, Mannheim,
Almanya) ¢é6zinmeyen pargalar ¢oktlirulmastir. Kati
pargalar toplanarak 1:10 oraninda sicak distile su ile
karistirilarak 95°C’de 24 saat boyunca inkiube edilmistir.
Karisim 6000g’de 5 dakika boyunca santrifij sonrasi
alfa-glukan iceren sivi kisim ayri kaba aktariimistir. Kati
kisim alinarak 1:10 oraninda 2M NaOH (Merck,
Darmstadt, Almanya) ile 95°C’'de 24 saat boyunca
inkibe edilmistir. Karisim 3800g’de 20 dakika boyunca
santrijuj edilerek beta-glukan igeren sivi ayriimistir.

Alfa- ve beta-glukan iceren sivilar santrifdj islemi
sonrasinda 40 pm’lik naylon filtreyle stzllerek tekrar
6000g’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Sivi kisim alinarak
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2:1 oraninda etanol ile karistiriimis ve polisakkaritlerin
¢okmesi icin ekstraksiyon sivilari 4°C’de gece boyu
bekletilmistir. Coken kati maddeler 8000g'de 30 dakika
santrifuj edilerek toplanmis ve %20 trikarboksilik asit
(TCA; Merck) iceren 10 mL distile su icerisinde
¢ozdiurlimustir. 24 saat inkibasyon ve 8000g’'de 30
dakika  santrifij sonrasinda  ¢oken  proteinler
uzaklastirilmistir.  Sivi kisma son konsantrasyonu %1
olacak sekilde NaCl (Merck) ¢ozeltisi eklenmis ve 2:1
oraninda etanol ilave edilerek 4°C’da polisakkaritler
¢okturtulmustir. Coken glukanlar 8000g’de 30 dakika
santrif(j islemi sonrasinda toplanmis ve eklenen 5 mL
saf asetonun (Merck) oda sicakliginda ugmasi ile kuru
bir ekstrakt elde edilmistir.

Alfa-glukan igerigindeki  safsizigin  ylksek
olmasindan dolayl 6érnek tekrar 1:10 oraninda sicak
distile su ile karistirilarak 95°C’de 24 saat boyunca
inkiibe edilmis ve alfa-glukan saflastirma proseduri
tekrar edilmistir. Alfa-glukan ve beta-glukan izolasyonu
sonuglari 5 ayr1 6érnek (parti) icin ortalama deger alinarak
standart sapma hesaplanarak sunulmustur.

Fenol-sulfurik asit metodu

Toplam polisakkarit miktarini 6lgmek i¢in polimerik
yapilar sicak sllfirik asit igerisinde monomerlerine
ayristirilarak fenol ile reaksiyona sokulmustur (DuBois ve
ark., 1956). Analiz edilecek 6rnege 0.05 mL %80’lik fenol
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya) ¢ozeltisi ve 5mL
sulfurik asit (Merck) eklenerek 25-30°C su banyosunda
10-20 dakika su banyosunda bekletilmistir. Ornekten 200
ML alinarak spektrofotometre (VersaMax microplaka
okuyucu, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, ABD)
kullanilarak 480 nm dalga boyunda optik yogunluk
OlcUimustlr. Her oOrnek icin analiz bes kez tekrar
edilmigtir. Kantitatif veri icin glukoz standart egrisi
hazirlanmistir. Distile su igerisinde ¢6zulmus glukoz
(0.02-0.1 mg/mL) ¢ozeltisi yontemin ayni basamaklari
kullanilarak fenol ile reaksiyona sokulmus ve renk
degdisimi sonrasi optik yodunluk o&lgtilmuistir. Analiz
sonrasinda hesaplanan polisakkarit ve toplam glukan
miktarlari i¢cinde ¢6zuldigu sivinin hacmiyle carpilarak
kutlesi hesaplanmistir.

Alfa- ve beta-glukan miktarinin belirlenmesi

Ekstraksiyon isleminden 6nce kurutulmus mantar
orneklerinde ve ekstraksiyon sonrasinda her fraksiyonda
glukan miktarlarinin élgimud igin B-Glucan Yeast &
Mushroom Assay Kit (K-YBGL, Megazyme, Belfast,
irlanda) kullanilmigtir (Sari ve ark., 2017). Test (retici
firmanin  belitmis  oldugu protokol uygulanarak
gerceklestiriimistir. Kit sivi érneklerde ¢6zinlr toplam
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glukan ve beta-glukan miktarlarini ayrn deney
asamalarinda enzim reaksiyonuna gore farkli glikozidik
baglarin kesimi ve ortaya ¢cikan monomerlerin miktarinin
Olclilmesi esaslyla galismaktadir. Polisakkaride 6zgin
enzimlerin reaksiyonu sonucunda renk degisimi
spektrofotometre kullanilarak 560 nm dalga boyunda
optik yogunluk O&lglimesiyle glikoz standartina karsi
hesaplanmistir. Toplam glukan tayini icin ekzo-1,3--
glukanaz ve B-glukosidaz ve alfa glukan igin
amiloglukosidaz ve alfa-amilaz kullaniimistir. Glukan
kitinin Uretici firma (Megazyme) tarafindan saglanan
kullanim kulavuzunda yer alan hesaplama ydntemiyle
toplam glukan, alfa-glukan ve beta-glukan miktarlari
analiz baslangicindaki toplam madde miktarina goére
kutle orani (w/w) hesaplanmistir. Toplam glukan ve alfa-
glukan miktarlar arasindaki fark alinarak beta-glukan
miktari belirlenmistir.

izolasyon veriminin ve saflik degerlerinin

hesaplanmasi

izolasyon veriminin belirlenebilmesi igin ilgili
izolasyon sonrasinda elde edilen alfa-glukan ya da beta-
glukan miktari ekstraksiyon ©6ncesinde kuru mantar
kutlesindeki alfa- ya da beta-glukan miktarina
oranlanmasiyla bulunmustur (Temelli, 1997; Symons ve
Brennan, 2004). Alfa- ve beta-glukan miktarlar kit
(Megazyme) kullanilarak olgtlmustir. Verim hesabi igin
asagidaki formuller kullaniimistir:

Verim alfa-glukan (%) = [(alfa-glukan miktarl) ekstraksiyon sonrasi /
(alfa-glukan miktart) kuru mantar] X100

Verim beta-glukan (%) = [(beta-glukan miktarl) ekstraksiyon sonrasi/
(beta-glukan miktari) kuru mantar] 100

Saflik derecesi aseton ile kurutulan 6rnegin tekrar
¢ozulmesinden sonra belirlenmistir. Bu asamada
analizde kullanilan toplam polisakkarit miktari fenol-
stlfirik asit ydontemiyle tekrar dlgtilmuis ve bu polisakkarit
karisimi igerisinde ne kadar alfa- ve beta-glukan
bulundugu kit (Megazyme) kullanilarak olgiimustir.
Saflik degerlerinin  hesaplanabilmesi igin asagidaki
formdaller kullaniimigtir;

Saflik ara-giukan (%, w/w) = [ekstraksiyon sonrasi alfa-
glukan miktari,(w/w)] / [toplam polisakkarit miktari] x100

Saflik veta-giukan (%, w/w) = [ekstraksiyon sonrasi beta-
glukan miktari,(w/w)] / [toplam polisakkarit miktari] x100
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Kaplanan yiizeylerdeki glukan miktarinin

Olciimu ve kaplama siiresinin optimizasyonu

Alfa-glukan %3'lik asetik asit (1:1; Merck) icinde,
beta-glukan %3’lik asetik asit (1:1) ve DMSO (20:1;
Sigma-Aldrich) icinde c¢ozilerek 100 pg/mL olacak
miktarda seyreltilmistir.  Polistren malzemesinden
Uretilmis hicre kaltird kabini (SPL Life Sciences,
Pocheon-si, Gliney Kore) kaplamak icin 0.16 mL/cm2 sivi
eklenmis ve inklbatorde 37°C’de farkli slrelerde
bekletilerek kaplama gergeklestiriimistir. Kaplama
suresinin optimizasyonu icin literatirde tercih edilen
kaplama sureleri dikkate alinarak 1 saat, 8 saat, 16 saat,
24 saat, 48 saat ve uzun sirenin etkisinin gézlemlenmesi
icin 72 saat inklbasyonlar tercih edilmistir. Negatif
kontrol olarak kaplanmamis ylzey kullaniimistir. Hiicre
kultiri oncesinde kiltir kaplari DPBS (Gibco, Paisley,
ingiltere) ile 2 kez yikanmistir. Yiizeyi kaplayan glukanin
miktar tayini i¢in fenol-sulfurik asit metodu kullaniimistir.

Hiicre kiiltiirii ve canlilik, gogalma ve hiicre

adezyonu

Calisma igin KU-GOKAEK 2016/20.3 no.lu etik
kurul onayr alinmis ve calismada KOGEM hiicre
arsivinden insan kemik iligi kdk hucreleri kullaniimigtir
(Erdem ve ark., 2013). Hicreler DMEM-F12 besiyeri
(%10 FBS, %21 Antibiyotik) icerisinde 37°C, %5 CO:
kontrolli atmosfer ortaminda kiltire edilmistir. Hicre

kultiri calismalari sirasinda kullanilan tim sarf
malzemeler Thermo/Gibco'dan (Paisley, ingiltere)
alinmigtir.  Ylzeyi kaplanmamis  kdltir  kabinin

kullanildigi grup kontrol olarak ¢alismada yer almistir.
Hucre canlihdi, godalmasi ve tutunmasi ¢alismalarinda
literatlrle karsilastirma yapabilmek icin kolajen kapli
yuzeyler kullaniimigtir. YUlzeylerin kolajen tip 1 (C3867,
Sigma-Aldrich) ile kaplanmasi igin stok soliisyon PBS ile
sulandirilarak 100 pg/mL  ¢ozelti elde edilmigtir.
Kaplamak icin 0.16 mL/cm? sivi kiltir kabina eklenmis
ve inklbatérde 37°C’'de 1 saat bekletilerek kaplama
gerceklestirilmistir

Hicre canlihgr icin WST-1 (Roche) analizi
kullaniimigtir.  Test  dretici  firmanin  talimatlari
dogrultusunda &6nce hicreler DPBS (Dulbecco's
Phosphate-Buffered Saline, Gibco) ile yikanmis ve her
bir kuyucuga 100 uyL WST-1/DMEM-F12 soliisyonu
(%10, v/v) eklenmistir. 37°C %5 CO:2 inkibatdrde 1 saat
inkibe edilmis ve spektrofotometrede 480 nm’de 6lglim
yapilarak canl hicrelerin sayisi belirlenmigtir. Hlcre
¢ogalma analizi icin 96 saat silre igerisinde hucre
sayilarindaki artis WST-1 ile belirlenmistir.

Huicre tutunma (adezyon) analizi i¢in hucreler ayni
kosullar altinda 48 saat boyunca kiiltiire edilmis ve sonra
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iki kez DPBS ile yikanarak ylkanma sonrasi ylzeyde
asili kalan hucreler WST-1 ydntemiyle sayllmigtir
(Duruksu ve Aciksari, 2018).

LDH toksisite testi

Glukanlarin hiicre Uzerindeki toksik etkisinin
Olcilmesinde LDH Cytotoxicity Detection Kit Plus
(Roche, Mannheim, Almanya) kullaniimigtir. Kit sivi
besiyeri ortaminda laktat dehidrogenaz enzim
aktivitesinin dlgtilmesi temeline dayanmaktadir. 48 saat
kiltir sonrasinda kiltir ortamindan 300 pL oOrnek
alinarak substrat ¢Ozeltisiyle karigtiriimis ve karisim 30
dakika 37°C inkube edildikten sonra spektrofotometrede
490 nm’de 6lgim yapilarak toksisite orani belirlenmistir.
Kaplanmamig yuzey Uzerinde Kkultir edilen hcreler
negatif kontrol olarak kullaniimistir. Pozitif kontrol olarak
kullanmak ve %100 toksisite optik sogurma degerini
belirlemek icin kit ile birlikte gelen liziz sollisyonu ile
hiicre membrani tamamen sindirilmistir. Acida ¢ikan
LDH enzim aktivitesi ayni yontemle belirlenmistir.
Olglimler en az bes kez tekrar edilmistir.

istatistiksel analiz

Sonuclar ortalama tstandart sapma olarak ifade
edilmistir. Coklu gruplar, ¢ift yonli varyans analizi ve
ardindan post-hoc karsilastirmalar igin  Student-
Newman-Keuls metodu kullanilarak gergeklestirilmigtir.
Her deney eger belirtimediyse en az l¢ kez tekrar
edilmis ve deney ve kontrol gruplari arasindaki fark
p<0.05 oldugunda anlamli olarak degerlendirilmigtir.
Sonuglarin istatistiksel analizleri igin SPSS10.0 (SPSS,
Chicago, ABD) programi kullaniimistir.

Bulgular

Alfa- ve beta-glukan izolasyonu ve saflik orani

Sicak su ekstraksiyonu sonucunda alfa-glukan ve
sicak kostik ¢ozeltisi ekstraksiyonundan sonra beta-
glukan polisakkaritleri elde edilmistir. izolasyon bes farkli
parti halinde tekrarlanmis olup sirasiyla 34 g, 31 g, 30 g,
30 g ve 35 g kuru mantar kutlesi kullaniimistir. Elde
edilen toplam glukan miktari her parti basina ortalama
baslangic miktarinin %2.66 +0.19 'U seviyesinde olup
parti basina ortalama 55.25 mg +8.50 alfa-glukan (n=4)
ve 789.91 mg +33.71 beta-glukan (n=5) elde edilmistir.
ilk sicak su ekstraksiyonu sonrasinda elde edilen
orneg@in alfa-glukan miktarinin bu 6rnekteki toplam
polisakkarit miktarina oranlanmasiyla alfa-glukanin
%68.29 +28.30 saflikta oldugu hesaplanmistir. Bu
ornekte beta-glukan miktarinin dlgiimesiyle alfa-glukan
ekstraksiyonu sonrasinda érnege yiksek oranda beta-
glukanin (%31.71 £28.30) karistig1 belirlenmistir. Alfa-
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glukan icin ayni igslem basamaklari tekrar edilerek daha
saf ornek %97.87 £1.45 olan alfa-glukan elde edilmigtir.
Her iki safliktaki alfa-glukan érnekleri saklanarak sonraki
deney asamalarinda kullaniimistir.

Beta-glukanin saflastiriimasinda tek bir
ekstraksiyon basamagi  kullaniimis  olup iglem
sonrasinda beta-glukanin saflik orani %97.79 +0.28
olarak bulunmustur (Tablo 1).

Kaplanan kiiltiir ylizeylerindeki glukan miktari

Alfa- ve beta-glukanlar ayri polistren ylizeylerin
kaplanmasinda kullaniimig olup optimum kaplama
suresinin yaklasik 24 saat oldugu bulunmustur. 24
saatten kisa slrelerde alfa- ve beta-glukan
kaplamalarinin belirgin olarak daha az miktarda
gerceklesirken 48. saatten sonra kaplanan beta-glukan
miktarinin azaldigi gorllmastir. 24 saat sonunda
kaplanan alfa-glukan miktari 32.55 pg/cm? +5.83 ve
beta-glukan miktari 32.33 pg/cm? +3.85 olarak
Olgilmastir. Alfa- ve beta-glukan kaplama oranlari
arasinda belirgin bir farkin olmadigi belirlenmistir
(p>0.05).

Hucre toksisitesi

Hucrelerin alfa- ve beta-glukan kapl ylzeyler
Uzerinde Kkiltird sonrasinda hicre morfolojilerinde
belirgin bir farkhlik gézlemlenmemistir (Sekil 1 A-E).
Saglikli  mezenkimal kok hicrelerde gbzlemlenen
fibroblasta benzeyen hiicre morfolojisine sahip tek
cekirdekli hucrelerin kaltdr  kabini kapladig
g6zlemlenmistir. 48 saat sonunda gergeklestirilen
toksisite analizi sonucunda toksik oranlarin %1’in altinda
Olcllerek alfa- ve beta-glukanlarin yol actigi bir
toksisitenin olmadigi belirlenmistir (Sekil 1 F; Tablo 1).

Hiicre tutunmasi (adezyonu)

Hucre tutunmasi (adezyonu) dlgildiginde alfa-
glukan (%97.87 saflikta) kapli ylzeylerde tutunma
kontrole gére %95.75 16.70 oraninda oldugu
hesaplanmistir. Saflik orani %68.29 olan alfa-glukan
kullanildidinda hucre tutunmasi %88.10 £2.04 oranina
kadar indigi gordlmastur (Sekil 2). Alfa-glukanin i¢indeki
beta-glukan Kkirliliginin artmasiyla hicre tutunmasinin
dustigu goézlemlenmistir. Beta-glukan kapli yuzeylerde
ise hiicre tutunmasinin ciddi oranda azaldigi ve %97.79
safliga sahip beta-glukan (zerinde kiltire edilen
hicrelerin kaplanmamig yizey (kontrol) Uzerindekilere
gore %61.26 +8.04 oraninda oldugu 6l¢llmustdr.
Kolajen kapli ylzey Uuzerinde hicrelerin tutunmasi
kontrole gore %107.34 +3.14 olup alfa-glukan ve beta-
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glukan gruplariyla karsilastinildiginda hicreler kolajen
kapl ylzeye daha yuksek oranda tutunmustur (p<0.05).

Tablo 1. P. ostreatus’tan alfa- ve beta-glukan ekstraksiyonu sonrasi trun 6zellikleri ve

hicreler Gzerindeki etkileri

Alfa-glukan Alfa-glukan*
Beta-glukan Kolajen Tip 1
(1x Saflagtirma) (2x Saflagtirma)
Saflik %68.29 +28.30 %97.87 £1.45  %97.79 +0.28 >9%99
Verim %0.06 %2.37

Yuzeye tutunurluk 32.55 pg/cm?

(polistiren) +5.83

Hucre Adezyonu
%88.10 +2.04
(Kontrol ylizeye goére

Hucre Toksisitesi

(LDH)
<%l
(Kaph ylizey

Uzerinde)

Hucre Cogalmasi

(Baslangictaki hicre ~ 10.97 kat

saylisina gore)

Hucre Cogalmasi

(96. saatin sonunda 1.39 kat

Kontrole gore)

32.55 pg/cm?
+5.83

%95.75 +6.70

<%1

12.35 kat

1.56 kat

32.33 pg/cm?
+3.85

%61.26 +8.04

<%1

8.56 kat

1.08 kat

%107.34 £3.15

<%2

12.86 kat

1.62 kat

* Alfa-glukanin ilk izolasyonu sonrasi beta-glukan ile kirliligin fazla olmasi nedeniyle ikinci

kez ekstraksiyon yenilenmigtir.
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Sekil 1. Kemik iligi kaynakli mezenkimal kdk hicrelerin farkh glukanlarla kapli yizeyler Uzerinde 96 saat
kultirG sonrasi i1sik mikroskobu altindaki géruntileri (A-E) ve toksisite (LDH) analizi (F). Alfa-glukan
(%97.87 saflikta, A), alfa-glukan (%68.29 saflikta, B), beta-glukan (C), kolajen tip-1 (D) kaph ve kapl
olmayan (kontrol, E) yiizeyler. Olgek gubugu: 500 um.
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Sekil 2. Hicre tutunma (adezyon) deneyi sonrasinda 48 saat sonra ylizey
Uzerinde asil kalan hiicrelerin kontrole gére oranlari

Hiicre cogalmasi ve sitotoksisite

96 saat boyunca kiltire edilen hicreler alfa-
glukan uzerinde en yiksek cogalma hizi géstermislerdir.
Saflik derecesi %97.87 olan alfa-glukan tGizerinde 96 saat
icerisinde sayilari 12.35 kat artarken saflik orani
%%68.29 olan alfa-glukan Uzerinde hilcre sayisi 10.97
kat artmigtir (Sekil 3). Kontrol grubu hicreleri bu sire
icerisinde 7.92 kat artigi gerceklestirerek alfa-glukanlar
Uzerinde kiltire edilen hicrelerin kontrole gbére
istatistiksel olarak anlamh bir farklihk gostermistir
(p<0.05). Beta-glukan tzerinde kiiltire edilen hicreler
96 saat sonra sayilarini 8.56 kat artmis olup bu artisin
kontrole gore istatistiksel olarak anlaml olmadig
gordlmuastar (p>0.05). Beta-glukan Uzerinde kdlture
edilen hicrelerde 48 saat sonra kontrole goére daha
disUk bir cogalma gbézlemlenmis olup bu verinin ylizeye
tutunabilen daha dusik hicre sayisi ile iligkili oldugu
distnilmektedir. Ancak 96 saat sonunda beta-glukan
kapli ylizey Uzerindeki hiicre sayisinin kaplanmamis
(kontrol) ylizeyine vyakin bir seviyeye ulastig
g6zlemlenmistir. Ylzeylerin hiicre ¢odalmasi (zerine
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etkileri incelendiginde 96 saatin sonunda beta-glukan
kapli ylizey ve kaplanmamis ylizey arasinda istatistiksel
olarak belirgin bir farkin olmadigi goériulmastar. Alfa-
glukan kapli ylzeylerin hicre gogalmasini destekledigi
ve alfa-glukan safligi arttikga mezenkimal kék hticrelerin
daha hizli ¢cogaldiklari belirlenmigtir (Sekil 3). Kolajen
kapl ylzey Uzerinde hicreler 96 saat sonrasinda
sayilari baslangica gore 12.86 kat artmis ve kontrol
grubuna goére anlamli derecede fark gdstermesine karsin
yuksek safliktaki alfa-glukan grubuyla karsilastirildiginda
hiicre cogalmalari arasinda istatistiksel olarak belirgin bir
fark bulunamamistir.

LDH analizi sonucunda yizey kaplamasinda
kullanilan malzemelerin hiicre toksisitesi (sitotoksisite)
Uzerine bir etkisinin olmadidi belirlenmigtir. Alfa- ve beta-
glukanin, hicre membraninin batanligine olumsuz bir
etkisinin olmadigi enzim aktivitesiyle belirlenmigtir.
Kolajen kapli yuzeyin toksisite degeri %2 degerinin
altinda ¢ikmis olmasi gene toksik etkinin olmadigini
gOstermektedir (Tablo 1).
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Sekil 3. Alfa- ve beta-glukan kapli ylzeyler Gzerinde 96 saat boyunca
kiltare edilen hicrelerin gogalma hizlari.

Tartisma

P. ostreatus ’'tan alfa- ve beta-glukan
ekstraksiyonlari sonunda alfa-glukan ekstraksiyon verimi
baslangi¢ kuru mantar kitlesine gére %0.06 oraninda ve
beta-glukan ekstraksiyon verimi %2.37 oraninda
gerceklesmistir. Farkli mantar turlerinde dlguimus beta-
glukan miktar1 degiskenlik gostermektedir: Pleurotus
cinsine ait ¢Ozunebilir beta-glukan icerigi %0.6 iken
Shiitake mantarinda (Lentinus edodes) bu oran kuru
agirhgin %1.5’i olarak bildirilmistir (Otakar ve ark., 2009).
Yiuksek miktarda beta-glukan iceren Sparassis crispa'nin
kuru katlesinin - %40'min  ¢ézlndr beta-glukandan
olustugu olgtlmistir (Kimura, 2013). P. ostreatus and P.
eryngii mantarlarinda gergeklestirilen bir calismada
toplam glukan miktarlar sirasiyla %3.02 + 31.2 ve
%48.27 + 2.35 olarak bulunmustur (Vetvicka ve ark.,
2019). ilgili galismada alfa- ve beta-glukan miktarlari P.
ostreatus igin sirasiyla %3.93 + 0.87 ve %2.72 + 27.27
oraninda ve P. eryngii igin ise sirasiyla %4.57 + 0.07 ve
%43.70 £ 0.89 olduklar gdsterilmistir. Bu calismada
ulasilan beta-glukan ekstraksiyon verimi (%2.37) ilgili
yayinda belirtilen degere (%%2.72) yakin ¢ikmistir.
Ancak alfa-glukan miktarlari arasindaki fark yiksek olup
bu yiksek fark ilgili calismada soguk su ekstraksiyonu
yapllmadan dogrudan sicak su ekstraksiyonu ile hem
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alfa-glukan hem de alfa-galaktan miktarlari beraber
hesaplanmis olmasiyla agiklanabilir.

Bu calismada kullanilana benzer bir yéntemi
kullanmis, Palacios ve ark.’nin (2012) ¢calismasinda alfa
ve beta glukan ekstraksiyon verimleri kuru agirliga goére
%1.5 ve %4.5 olarak gerceklestigi bildiriimistir. Bir diger
calismada ise ekstraksiyon verimleri alfa-glukan icin
%1.39 verimle yakin bir deger bulunmus olsa da %14.18
beta-glukan ekstraksiyon verimiyle ¢cok daha yuksek
deger bildirilmigtir (Khan ve ark., 2017). Sicak su ve alkali
¢Ozeltinin kullanildig1 baska bir calismada yulaftan elde
edilen beta-glukanin ekstraksiyon verimi %5'in altinda
¢ikarken protein, sellloz ve diger hemi-selllozlari hedef
alan enzimatik islemle ekstraksiyon verimi %5'in Ustline
ciktigr ve beta-glukanin geri kazaniminin ise %82.1-86.6
araliginda oldugu bildirilmistir (Ahmad ve ark., 2010).
Enzim kullaniimadiginda bu geri kazanim yulafta %60-
76 oraninda oldugu ve geri kazaniminin alkali islemlerde
disuk ciktigi belirtiimistir (Dawkins ve Nnanna, 1993;
Ahmad ve ark., 2009). Yapilan ¢alismada ise elde edilen
ekstraksiyon verimi literatrdeki degerlerin ¢ok altinda
¢ikmis olup ticari olgide glukan Uretimi igin metot
optimizasyonunu gerektirdigini gOstermektedir.
Metilotrofik bir maya olan Pichia pastoris 'ten temelde
sicak su ekstraksiyonu ve ultrasonikasyon tekniklerini
kullanarak ¢ok basamakli bir saflastirma yontemi
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kullaniimis ve saflastirma sonrasinda %11.7 verimlilikte
toplam glukan eldesi gerceklesirken elde edilen Urinin
safligi %85.3 oraninda oldugu belirtilmistir (Xing ve ark.,
2018). Verimin bu kadar yiksek ¢ikmasinin
sebeplerinden bir tek hicreli stspanse bir kiltirden
ekstraksiyonu gercgeklestirmeleri olabilir. Ayrica bir
sebep de tercih ettikleri yontemde kullandiklar
ultrasonikatér (20 kHz ve 10 s) ile daha kiiguk pargalarin
elde edilebilmesi ve ekstraksiyon verimini
artirabilmesidir. Ancak bu ydntemin orta ve buyuk
Olgekte kullanimi sinirli olacaktir. Ultrasonikasyonun
disinda yuksek basing homojenizasyon ydntemini de
kullanildigi ve yuksek verim alindigi (verim %11.18 ve
saflik %93,12) belirtimisse de o6zellikle 1,6-D-beta-
glukanlarin yapisinin bozuldugu belirtiimistir (Sandula ve
ark., 1999; Liu ve ark., 2008). Daha kiiglk pargalarin
elde edilmesiyle daha yiiksek ekstraksiyon verimlilik
degerlerinin eldesi ilgili calismalarda mimkin olmustur.
Calismamizdaki tek basamakl ekstraksiyon yénteminde
elde edilen beta-glukanlarin verimi disik olmasina
karsin safligi literatirde belirtilen bir diger beta-glukan
ekstraktina gdre daha yuUksektir. Satitmanwiwat ve
ark.'nin  (2012) c¢alismasinda HPLC saflastirmasi
sonrasinda Pleurotus sajor-caju beta-glukan saflidi
%90.2 oldugu bulunmustur. Agaricus blazei Murill'in su
ile ekstraksiyonu sonrasinda alfa-glukan DEAE-
Sepharose ve Sephacryl S-500 kolonlariyla saflastiriimis
ve %96 saflikta Urin elde edilmistir (Zhang ve ark.,
2018). Ancak ¢ogu galismada elde edilen alfa- ve beta-
glukanlarin safliklar incelenmemis ya da bildiriimemis
oldugundan karsilastirilmasi mimkin olmamistir. Buna
karsin ticari birgok beta-glukan safligi >%95 oldugu
belirtiimistir. Arpadan elde edilmis beta-glukanin (Sigma,
Cat. No. G6513) HPLC saflastirmasi sonrasindaki
safliginin - %95 oldugu bildirilmistir. Saccharomyces
cerevisiae 'dan glukan izolasyonunda asetik asit, kostik
ve sicak su ekstraksiyon sisteminin kullanildigi
calismada elde edilen glukanin %8.4 verimlilikte ve %55
saflikta (Thammakiti ve ark., 2004), asetik asit ve %3
H202 ekstraksiyonunun kullanildigi sistemde %80.5
saflikta (Hunter ve ark., 2002) ve sodyum hipoklorat ve
DMSO'nun kullanildig sistemde verimin %3.7 (Ohno ve
ark., 2001) oldugu belirtilmistir.

Kit ile birlikte temin edilen enzimlerin
kullaniimasiyla alfa- ve beta-glukan ekstraktlarinin diger
glukan ile ne kadar karistigi olgliimustir. Beta-glukan
izolasyonunda yuksek saflikta trlin elde edilirken alfa-

glukan izolasyonuna beta-glukanin karistig
bulunmustur. Ancak glukan miktarlari farkh tdrler
arasinda farkliliklar gOsterebilecedi gibi ayni tir

icerisinde kulltir kosullarina bagh olarak da farkli
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miktarlarda olabilmektedir (Rop ve ark., 2009). Daha iyi
bir saflastirma icin DEAE-Sepharose/Sephacryl S-500,
Sephadex G-15 ya da DEAE-cellulose kolon
kromatografisi kullaniimis olsa da dogal malzemelerde
gorilen ve polimerin dallanmasindan kaynaklanan
yuksek heterojenite tek tip bir Griinin elde edilmesini
zorlastirmaktadir (Camelini ve ark., 2005; Kao ve ark.,
2012; Zhang ve ark., 2018).

Bu calismada ulasiimak istenen hedeflerden biri
elde edilen glukanlarin hicre Uzerindeki etkilerinin
belirlenmesi ve rejeneratif tipta bir biyomalzeme olarak
kullanilabilirliginin ortaya konmasidir. Bu c¢alismada
beta-glukan Uzerine olan hicre tutunmasinin disuik
(%61,26) oldugu gorilmustir. Arpadan %95 saflikta elde
edilen beta-glukanin fibroblast hiicrelerinin gogalmasini
ve hidcre migrasyonunu destekledigi ve bodylece yara
ivilestirmede kullanilabilecedi ortaya konmustur (Fuste
ve ark., 2019). Ancak ilgili calismada arpa beta-glukan
hicre tutunmasini engelleyerek kontrole gére yaklasik
%60 oranda kalmasina sebep olmus ve bu calismada
ortaya konan %61.26 tutunma degerine yakin oldugu
gorulmektedir. Kolajen tip-1 kapl yuzeylerin hicre
tutunmasini iyi destekleyen polistiren malzemesine gére
daha iyi bir tutunma sagladigi goérilmustir. Yuksek
safliktaki (%97.87) alfa-glukanin hiicre tutunmasini ve
hicre c¢ogalmasini kolajen tip-1 kapl ylzeye yakin
bulunmus ve bu bulgu alfa-glukanin bir biyomalzeme
olarak kullanilabilecedi gosterilmistir. a-1,4- ve a-1,6-
glikosidik bag ile bagli glukoz monomerlerinden olusmus
ve bir alfa-glukan olan Aureobasidium pullulan kaynakli
pullulan  kullanilarak yapilan ¢aligmalarda toksik
olmamasi, immun cevap olusturmamasi ve karsinojenik
etki tasimamalari nedeniyle iyi bir ilag tasiyici ve
kaplama malzemesi olarak kullanilabilecedi bildirilmistir
(Jo ve ark., 2006; Singh ve ark., 2017). Pozitif yiklenmis
(katyonize) pullulanlarin  kalp-damar cerrahisinde
kullanilan stentlerin kaplanmasinda kullanilabilecegi
ongorulmastur  (Singh  ve ark., 2017). Belirtilen
calismalarda ilag olarak kullanilacak kapsdllerin
kaplanmasi amaciyla kullanildigindan kaplanan alfa-
glukanin miktari bildirilmemistir. Alfa-glukanin kontrol
grubuna goére hicre c¢ogalmasini yaklasik 1.6 kat
artirdigi bu galismada olgulmustir. Literatirde yalniz
alfa-glukanlarin hiicre kiltirid veya doku implantinin
kullanimini igeren yayina rastlanmamistir. Kolajen tip-1
kaynaginin hayvansal olmasindan dolayi olusturacagi
kontaminasyon riski yiziinden medikal alanda kullanimi
olduk¢a sinirlandinimigtir. Bu yuzden alfa-glukan gibi
hayvan ya da insan kaynakli olmayan bir kaplama
malzemesinin medikal ya da doku muhendisligi
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alanlarindaki kullanimi
sahiptir.

Beta-glukan ile yapilan galismada bu polimerin
hicre tutunmasi Uzerinde olumlu ya da olumsuz bir
etkisinin oldugu veya hucre canlihigini azaltacak bir
toksisite gosterdigi belirlenememistir. Beta-glukanin
hlcre gogalmasini da desteklemeyerek kultlr ortaminda
kullanilmasinin bir avantaj saglamadidi goésterilmistir.
Beta-glukanlar hidrojel ya da diger biyo-malzemelerle
birlestirilerek saglik alaninda kullanilabilecek biyo-film ya
da 3-boyutlu yapilarin olugturulmasinda kullanila bilecegi
bircok c¢alismada gosterilmistir (Zhu ve ark., 2016;
Borkowski ve ark., 2017; Klimek ve ark., 2017). Ancak
beta-glukanlarin hiicrelerde laktozil seramidler ile
baglanti kurdugu ve bunun sonucunda MAPK sinyal
yolaginda fosforilasyonu sagladigi tespit edilmistir
(Brown ve ark., 2002; Lin ve ark., 2007). Bu yiizden bu
malzemenin tek basina kullaniminin  organizma
Uzerindeki etkilerinin arastiriimasi devam etmektedir.
Kitosan nano-parcaciklarin  1,3-B-glukan  (%1) ile
kaplanmasi sonrasinda partikillerin negatif yUklendigi
(=33 £ 2 mV) dlcumlerle ortaya konmustur (Singh et al.,
2018). Ancak beta-glukan kapli bu nano-pargaciklarin
tasidigi ilaglarin C6 ve LN18 glioblastoma hiicre
hatlarina daha etki bir sekilde endositoz ile aktarildigi ve
bunu gergeklestirirken hlicre ylzey reseptoru araciligiyla
gerceklestirebilecegi belirtiimistir (Singh et al.,, 2018).
Fungal alfa- ve beta-glikozidik baglarin immun sistemi
Uzerine etkisini inceleyen bir calismada belirtildigi gibi bu
zincirlerin  uzunlugu, dalli yapisi veya polisakkariti
olusturan zincir dizisinin heterojenitesi bu immun tepkiyi
belirlemektedir (Kataoka ve ark., 2002). Saccharomyces
cerevisiae kaynakl beta-glukanin karaciger kanseri
hicreleri Uzerine dolayll toksik etkisinin oldugu
gosterilmistir (Javmen ve ark., 2015). ilgili ¢alismalar
dallanma diginda ayni molekiler omurgaya sahip S.

oldukga yuksek potansiyele

cerevisiae kaynakli glukanlar kullanilarak
gerceklestirildiginden P. ostreatus kaynakli beta-
glukanlarin  etkisi bu ¢alismayla gdésteriimeye

calisiimistir. Pleurotus tuber-regium ‘'tan elde edilen
beta-glukanin biyo-uyumlu olma &zelligi kullanilarak
kanser tedavisinde kullanilacak toksik nanomalzemenin
beta-glukan ile kaplanmasi sonrasinda sitotoksik
etkisinin azaltildig bildirilmistir (Li ve ark., 2018). ilgili
calismada beta-glukanla kaplama yo6ntemiyle biyo-
uyumlu fonksiyonel nanomalzemelerin tasarlanabilecegi
ve klinik uygulamalar icin daha genis firsatlar
sunabilecegi belirtiimistir.

Yapilan ¢alismada alfa- ve beta-glukanlarin biyo-
uyumlu olduklari  ylzey kaplamasi sonrasinda
incelenmistir.  Sivi besiyerine eklenmesi yerine
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mezenkimal kdk hicrelerin tutundugu ylzeyin Uzerine
kaplanmasiyla bu malzemenin biyomedikal
uygulamalara uygun bir  biyomateryal oldugu
gOsterilmeye calisiimistir. Yiksek oranda dallanmig bir
polimer yapisinin immun tepkinin kuvvetinin azalmasina
hatta immdn modulatér etkinin yaratilabilecegi ortaya
konmustur (Paulik ve ark., 1996; Sun ve Liu, 2009;
Carbonero ve ark., 2012).

Sonug olarak bu ¢alismada P. ostreatus 'tan alfa-
ve Dbeta-glukan izolasyonlari  gergeklestirildi  ve
biyomedikal uygulamalar i¢in uygun biyo-uyumiu
malzemeler olduklari gosterildi. Ayrica alfa-glukanin
hiicre tutunmasi ve gogalmasi gibi hiicre canliligina 6zgu
belirtegleri destekledigi ortaya kondu. P. ostreatus

kaynakh  alfa-glukanin  Ozelliklerinin ~ daha iyi
incelenmesiyle bir biyo-malzeme olarak
kullanilabilirliginin onundeki belirsizlik ortadan
kalkacaktir.
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