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OZET

Maya hiicre duvarinin Onemli bir bileseni olan beta glukan (B-glu), D-glukoz
monomerlerinin beta glukozidik baglarla birbirine bagli oldugu dogal bir polisakkarittir. -
glukan igerigi acgisindan mayalar diger kaynaklara gore daha zengin oldugundan ticari
tiretimde tercih edilmektedirler. Bu tez ¢alismasinda, probiyotik Pichia kudriavzevii M16
maya susunun hiicre duvarindan B-glukan biyopolimeri (B-gluM16) ekstrakte edilerek
kimyasal bir modifikasyonla (karboksimetilasyon-CM) suda ¢oziintirligi artirilmis ve
ardindan karakterizasyonu (molekiiller agirligi ve fonksiyonel gruplarl) ve bazi
biyoaktiviteleri (antioksidan, antimikrobiyal, antibiyofilm, adezyon yetenegi, sitotoksisite,
sitokin seviyeleri) incelenmistir. Elde edilen CMp-gluM16 biyopolimerinin antioksidan
aktivitesi DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal siipiiriicii aktivite, hidroksil radikali
slipiiriicti aktivitesi ve Siiperoksit anyonu siipliriicii aktivitesi yontemleriyle belirlenmistir.
DPPH radikal siipiiriicii aktivite metodu sonucu biyopolimerin farkli derisimlerde (0,2-100
mg/mL) uygulanmasi ile %75-96; Siiperoksit anyonu siipiiriicii aktivite metodu sonucu %45-
76; hidroksil radikali siipiiriicii aktivite sonucunda ise %51-70 antioksidan aktivite
belirlenmistir. CMB-gluM 16’ nin antibiyofilm aktivitesi farkli test bakterilerine kars1 farkli
dozlarda (0,2-0,5-1-5-10-20-30-100) %57-80 oraninda tespit edilmistir. CMB-gluM16’nin
MTT testi ile sitotoksisitesi iki farkli hiicre hattinda incelenmis ve HT-29 insan kolorektal
adenokarsinom hiicre hattinda anti-proliferatif etki bulunurken, 1.929 saglikli fibroblast
hiicrelerinde dikkate deger bir toksisite bulunmamistir (p>0,05). CMp-gluM16’nin
antimikrobiyal aktivitesine rastlanmamistir. Lactobacillus plantarum LP1 probiyotik
bakterisi ve farkli dozlarda (50-200-500 pg/mL) CMB-gluM16 sinbiyotigi kullanilarak
cesitli kombinasyonlarda adezyon deneyi yapilmig ve CMp-gluM16’nin probiyotigin
bagirsak epitel hiicrelerine adezyon yetenegini arttirdig1 belirlenmistir. CMB-gluM 16 nin
IL-1B, IL-6, IL-10 ve TNFa ELISA kitleri ile sitokin seviyeleri belirlenmis olup doza ve
uygulama saatine baglh olarak IL-1f, IL-6, TNF-a salinimini azalttigi, IL-6 salinimini ise
ayni sekilde doza ve uygulama saatine bagl olarak azalttig1 goriilmiistiir.
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ABSTRACT

Beta glucan (B-glu), an important component of the yeast cell wall, is a natural
polysaccharide in which D-glucose monomers are linked by beta glycosidic bonds. Since
yeasts are richer in B-glucan content than other sources, they are preferred in commercial
production. In this thesis, the solubility of the probiotic Pichia kudriavzevii M16 yeast strain
was increased by chemical modification (carboxymethylation) by extracting B-glucan
biopolymer from the cell wall, and then its characterization (bond structures, molecular
weight, functional groups) and some bioactivities (antioxidant, antimicrobial, antibiofilm,
adhesion ability, cytotoxicity, cytokine levels) were investigated. The antioxidant activity of
the obtained CMp-gluM16 biopolymer was determined by DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazil), hydroxyl radical scavenging, and superoxide anion removal methods. The
result of the DPPH method was 7540.07-96+0.01% with the application of the biopolymer
at different concentrations (0.2-100 mg/mL); the result of superoxide anion removal method
was 45-76%; As a result of hydroxyl radical activity, 51-67% antioxidant activity was
determined. Antibiofilm activity of CMB-gluM16 was determined at the rate of 57-80% at
different doses against different ATCC test pathogens. The cytotoxicity of CMpB-gluM16
was examined in two different cell lines with the MTT assay, and there was no significant
toxicity in L929 healthy fibroblast cells, while the anti-proliferative effect was found in the
HT-29 human colorectal adenocarcinoma cell line. No antimicrobial activity of CMp-
gluM16 was found. An adhesion test was performed in various combinations using
Lactobacillus plantarum LP1 probiotic bacteria and various doses (50-200-500 pg/mL)
CMB-gluM16 synbiotic, and it was determined that CMpB-gluM16 increased the adhesion
ability of the probiotic to intestinal epithelial cells. Cytokine levels of CMB-gluM16 were
determined with IL-1p, IL-6, IL-10, and TNFa ELISA kits, and it decreased IL-1p, IL-6,
TNF-a release depending on the dose and application time, and IL-6 release was determined.
Likewise, it was observed that it decreased depending on the dose and application time.
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TESEKKUR
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saglayan, tiim sorunlarimi paylagsma samimiyetini gosteren, her daim ulasilabilir olan, bilgi
ve tecriibelerini benimle paylasmaktan biiylik mutluluk duyan, akademik kariyerim igin
alacagim her kararda destegini hissettigim, bu yiiksek lisans tezinin tamamlanmasinda yol
gosteren cok degerli danisman hocam Prof. Dr. Zehranur YUKSEKDAG’a en derinden
saygl, sevgi ve minnetlerimi sunarim. Yiksek lisans egitimim boyunca tarafima ayni
samimiyetle yaklasan, hicbir bilgi birikimini ve hayat tecriibesini esirgemeyen, bana her
tirlii calisma olanaginmi saglayan ve yol gosteren cok degerli hocam Prof. Dr. Belma
ASLIM’a en igten saygi, sevgi ve minnetlerimi sunarim. Yiksek lisans egitimimi eksiksiz
ve en giizel sekilde tamamlamam i¢in bana destegini ve anlayigini higbir zaman esirgemeyen
cok degerli sayin hocam Prof. Dr. Aysun ERGENE’ye tesekkiirlerimi sunarim. Caligsmalarim
stiresince  karsilastigim deneysel problemlerde yanimda olan, caligmanin hiicresel
deneylerini kapsayan kisimlarinda sonsuz bilgi, tecrilbe ve emegi olan Ogr. Gér. Serap
NIGDELIOGLU DOLANBAY ve laboratuvar ekip ruhu deneyimini bana yasatan basta
Buse DENGIZ, Abdullah DEMIR ve Merve ICIN olmak iizere tiim Biyoteknoloji

Laboratuvari ekibine yanimda olduklari i¢in tesekkiir ederim.

Emekleri sayesinde bugiinlere gelmemi saglayan, her zaman elini omzumda hissettiren
canim babam ilhan GULDESTE ve biricik annem Meral GULDESTE ye beni diinyanin en
sansli evladi yaptiklar1 i¢in; bilgi ve tecriibeleriyle destegini bir giin bile eksik etmeyen
ablalarim Giilsen GULDESTE OT ve Giilseren GULDESTE’ye ve abim Yunus OT’a beni
diinyanin en sansli kardesi yaptiklari i¢in tesekkiir ederim. Tez yazim asamasinda gegirdigim
stresli siiregte her daim yanimda olan biricik dostlarim Fatih ORHAN, Ceren OZKAN ve
Burak YILMAZ’ a da tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca, Bilim Insani Destekleme Baskanligi 2210-A Genel Yurt
I¢i Yiiksek Lisans Burs Programi 2021/2 kapsaminda sunulan burs icin TUBITAK’a
tesekkiir ederim. Bu ¢alisma, Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) birimi
tarafindan FGA-2022-7437 kodlu genel arastirma projesi ile desteklenmistir. Desteklerinden

dolay1 Gazi Universitesi Rektorliigii’ne tesekkiir ederiz.
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1. GIRiS

Mayalar, ¢ok hiicreli atalardan evrimlesmis tek hiicreli 6karyotik mikroorganizmalardir. Bu
mikroorganizmalar binlerce yildir insanlhiga fayda saglamaktadir (Jacques ve Casaregola,
2008). Mayalarin baslica yararli 0Ozellikleri arasinda probiyotik etkileri, fitatin
biyodegradasyonu, folat biyofortifikasyonu, mikotoksinlerin bozunmasi ve mikotoksinlerin
absorbsiyonu yer almaktadir. Mantarlara kars1 antagonistik etkileri nedeniyle baz1 mayalar
gidada bozulmay1 onleyen biyokontrol ajanlar1 olarak da kullanilmaktadir. Mayalar, besin
kaynaklar1 i¢in rekabet ederek, ortamin pH'in1 degistirerek, yiliksek konsantrasyonlarda
etanol tiireterek ve Oldiiriicii toksinler veya “mikosinler” gibi antimikrobiyal bilesikler
ureterek diger mikroorganizmalara karsi antagonistik aktivitelerini  gergeklestirirler
(Homayouni-rad, Oroojzadeh ve Abbasi, 2021). Mayalar, diger herhangi bir endiistriyel
mikroorganizma grubunun iiretimini, kapasitesini ve ekonomik gelirlerini asan, diinya
capinda biyoteknoloji liriinlerinin ana tireticisidir. Cevresel faktorler ve siirdiiriilebilir enerji
kaynaklarina duyulan ihtiya¢ nedeniyle, mayalar biyokiitleden yakit alkolii ve diger
endiistriyel trlinlerin iretimi iginde oldukga ilgi ¢eken bir konuma sahiptir. Ayrica son
yillarda gida, yem ve tarim da dahil olmak iizere geleneksel pazarlar i¢in 6nemli bir enzim

kaynagi haline gelmistir (Rebello ve digerleri, 2018).

Mikroorganizmalar lokalize ii¢ farkli tipte Beta glukan (B-glukan) iiretir: Hiicre igi
(depolama), hiicre dis1 (kapstiler, bal¢ik veya biyofilm) ve hiicre duvarinda (yapisal). Maya
hiicre duvari, dis katmanda mannoproteinlerden ve i¢ katmanda p-(1-3), B-(1-6) glukan ve
kitinden olusmaktadir (Ishimoto ve digerleri, 2018). B-glukan, birbirine glukozidik baglarla
baglanan, ayni veya farkli monosakkaritten olusan ve 6zellikle mikroorganizmalarda yaygin
olarak bulunan bir tiir yliksek molekiiler agirlikl bilesiktir. Cesitli bag tiplerine sahip beta
glukanin yalnizca 3-(1-3,1-6) konformasyonu gosteren ¢esitleri insan sagliginda daha aktif
rol oynayict Ozellikler gostermektedir. B-glukan kozmetik, gida, yem ve saglk
endiistrilerinde kullanilan bir biyoaktif bilesiktir. Fonksiyonel gidalarda ayni zamanda
kivam arttirici, kalinlastirict ve stabilize edici olarak da kullanilmaktadir. B-glukan
probiyotik iiriinlerde kullanildiginda diyet lifi olarak prebiyotik O6zellik gosteren bir
polisakkarittir (Karabiyikli ve Donat, 2019).

Probiyotikler yapilan tanimlara gére uygun miktarlarda kullanildiginda konakgtya olumlu

etki saglayan canli mikroorganizmalardir. Probiyotiklerin kullanimi son yillarda oldukca



popiiler olmasina ragmen zamanla kullanimlar ile ilgili baz1 endiseler ortaya ¢ikmistir. Bu
endiselerden birkagi; yashi bireyler, anormal gastrointestinal sisteme sahip bireyler,
prematiire bebekler veya diisiik viicut bagisiklifina sahip bireylere verilmesinde canli
mikroorganizmalarin ne derece giivenli oldugu ile ilgilidir. Literatiirde probiyotik alimina
bagli olarak meydana gelen enfeksiyon, sepsis gibi vakalar bulunmaktadir (R. L. Costa,
Moreira, Lorenzo ve Lamas, 2018). Canli mikroorganizmalarin kullanimu ile ilgili yasanan
tim bu sorunlar “canli olmayan probiyotikler”, “hayalet probiyotikler” veya “inaktive/
tindalize probiyotikler” olarak da adlandirilan paraprobiyotiklerin kullanimina olan ilgiyi
artirmistir. Paraprobiyotiklerin de tipki probiyotikler gibi hiicre yiizeyindeki molekiiller ile
(teikoik asit, peptidoglikan, polisakkarit, duvar proteinleri vb.) etkilestigi bilinmektedir
(Teame ve digerleri, 2020). Paraprobiyotikler gida giivenligini sagladiklari i¢in gidalarin 1s1l
islemlerinden 6nce eklenebilirler ve antibiyotik gibi tedavilerden etkilenmezler. Bu sebeple
birgok gidaya eklenebilir, fonksiyonel gida tasarimlarinda yeni kullanimlara yol acarlar.
Inaktive edilmis probiyotikler (paraprobiyotik) soguk zincir gerektirmemesi gibi 6zellikleri
sayesinde depolama, tasima, raf omrii gibi Ozellikler acisindan probiyotiklerden daha
verimlidir. Paraprobiyotiklerin bir diger ilgi cekici 6zelligi, genis pH ve sicaklik
araliklarinda stabilitesini koruyabilmesi ve bu sebeple yiiksek oranda asit igeren gidalara

eklenebilme potansiyelidir (Siciliano, Reale, Fiorella Mazzeo, ve digerleri, 2021a).

Bu tez calismasinda maya hiicre duvarindan ektrakte edilen B-glukanin gida endiistrisinde

paraprobiyotik ve/veya nutrasotik olarak kullanim potansiyelinin belirlenmesi amaciyla;

1. Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvar Kiiltiir
Koleksiyonu’nda bulunan, peynirden izole edilen ve 18SrRNA analizi ile tanimlanmig
olan potansiyel probiyotik Pichia kudriavzevii M16 mayasinin hiicre duvarindan -
glukanimn (B-gluM16) ekstrakte edilmesi,

2. Elde edilen B-glukanin (B-gluM16) sudaki c¢Ozlintirliglinii arttirmak amaciyla
karboksimetilasyon yapilmasi (CMp-gluM16),

3. CMB-gluM16’nin SEC ve FT-IR ile molekiiler agirligi ve fonksiyonel gruplarinin
belirlenmesi,

4. Farkli derisimlerde (0,2-100 mg/mL) CMp-gluM16’nin antioksidan, antimikrobiyal
aktiviteleri ve antibiyofilm 6zellikleri gibi bazi biyolojik aktivitelerinin tespit edilmesi,

5. CMB-gluM16’nin L-929 fibroblast hiicre hatti ile ¢alisilarak bagirsak epitel hiicrelerine

yapisma yeteneklerinin belirlenmesi,



6. CMpB-gluM16’nin HT-29 insan kolorektal adenokarsinoma hiicre hattt ve L929
fibroblast hiicre hatt1 izerinde MTT testi uygulanarak sitotoksisitesinin tespit edilmesi,
7. CMB-gluM16’nin L-929 ve HT-29 hiicre hatlar1 lizerinde farkli uygulama siirelerinde
(18 ve 36 saat) ¢esitli interlokin kitleri (IL-1pB, 1L-6, IL-10, TNF-a) kullanilarak sitokin

seviyelerinin belirlenmesi hedeflenmistir.






2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Mayalar

Mayalar ilk olarak Siimerler, Babiller ve Giirciiler tarafindan alkol fermentasyonunda,
Misirhilar tarafindan ise ekmek yapiminda kullanilmistir. Mayalarin mikroskobik olarak
incelenmesi ilk kez 1680 yilinda Leeuwenhoek tarafindan gergeklestirilmis ve 1837 yilinda
Meyen'in malt mayasina Saccharomyces cerevisiae adin1 vermesi ile maya iizerine yapilan
caligmalar genislemistir. Giinlimiizde mayalar iizerine bir¢cok biyoteknolojik calisma
yapilmaktadir. Mayalar genel olarak tek hiicreli, baz1 tiirlerinde ¢ok hiicreli olabilen
Okaryotik canlilardir. Hiicre biytkliikleri yetistikleri kiiltliriin bilesenlerine ve cevresel
kosullara direkt olarak baglidir (Pamir, 1985). Mayalar da tipki bitki hiicreleri gibi hiicre

ceperi, ¢cekirdek ve sitoplazmadan olusurlar. Mayalarin habitatlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Mayalarin dogal habitatlar1 (Péter, Takashima ve Cadez, 2017)

Birkag patojenik olmayan maya, sicak kanli hayvanlarin bagirsak sistemi ve derisi ile iligkilidir;
Hayvanlar | mayalar (6rnegin Candida albicans) insanlar ve hayvanlar i¢in firsat¢1 patojenlerdir; mayalar,
dogal dagilimda 6nemli vektorler olarak hareket eden boceklerle ortaklasa iliskilidir.
Metrekiip hava basina birkac canli maya hiicresi beklenebilir. Genel olarak, Cryptococcus,
Atmosfer | Debaryomyces spp., Rhodotorula ve Sporobolomyces, toprak yiizeylerinin iizerindeki
katmanlardan hava yoluyla dagilir.

Mayalar binalarda oldukca yaygindir. Ornegin, Aureobasidium pullulans mayasi nemli evlerde
Cevre duvar kagitlarinda yaygindir. S. cerevisiae ise sarap imalathanelerindeki ylizeylerden
kolaylikla izole edilebilir.

Toprak, biiylime i¢in bir habitattan ziyade yalnizca mayanin uzun siireli hayatta kalmasi i¢in
bir rezervuar olabilir. Mayalar ekili topraklarda bulunabilirler ve topragin yalnizca iist yani

Toprak aerobik toprak katmanlarinda (10-15 cm) bulunurlar. Lipomyces ve Schwanniomyces yalnizca
topraktan izole edilen maya tiirlerine drnektir.
Bitki Bitki dokular1 (yapraklar, ¢igekler ve meyveler) tercih edilen maya habitatlaridir.
Mayalar, tatl ve tuzlu sularin yiizey katmanlarinda baskindir ancak ¢ok sayida bulunmazlar
Su (yaklagik 1000 hiicre/L). Suda yasayan maya izolatlarinin ¢ogu kirmizi pigmentli cinslerdendir

(Rhodotorula). Debaryomyces hansenii tiirli, neredeyse doymus tuzlu su c¢ozeltilerinde
biiyiiyebilen, halotolerant bir mayadir.

Gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan ve beslenmede potansiyel kaynak olarak
degerlendirilen mayalar bol miktarda karbonhidrat, protein, yag ve vitamin i¢ermektedirler.
Mayalar farmasotik ve kimya endiistrilerinde dogal ve heterolog enzim kaynaklar1 olarak
daha fazla kullanilmaya baslanmistir. Fonksiyonel genomik ve sistem biyolojisindeki
gelismeler sayesinde S. cerevisiae su anda Okaryotik biyoloji ve insan hastaliklarinin
incelenmesi icin birincil model organizma olarak kabul edilmektedir. Ozellikle gida, tip ve

tarim disiplinlerinde (biyokontrol, biyoremediasyon ajanlari ve c¢evresel kalitenin



gostergeleri) genis kapsamli temel ve endiistriyel oneme sahiptirler. Farkli bir¢ok tiirii
bulunup tiirlere gore boyutlar1 degiskenlik gostermektedir. Tiirlerin siniflandirilmasi, hiicre
morfolojisi, fizyolojisi ve molekiiler biyoloji 6zellikleriyle ilgilidir. Su zamana dek yaklasik
1000 maya tiirii tanimlanmis ve yeni maya tiirleri diizenli olarak karakterize edilmektedir.
Mayalar bakteriler gibi her yerde bulunmazlar. Fakat bir¢ok kaynaktan elde edilebilirler. Pek
cok alanda kullanilan mayalar kolayca tireyebilir ve biyolojik analizleri hizli bir sekilde
yapilabilmektedir. Genellikle bitki dokularinda, yaprak, ¢icek ve meyvelerde
bulunmaktadirlar. Birgok farkli tiir i¢in besin kaynagi olusturmakla birlikte ayn1 zamanda
iiremelerine de fayda saglarlar. Karbon, nitrojen ve kiikiirt dongiilerinde 6nemli bir role
sahip olan mayalar karbon kaynaklarimi genis bir sekilde kullanabilmektedirler.
Hibridizasyon, mutasyon ve nadir c¢iftlesme, sitodiiksiyon, sferolast flizyonu, tek
kromozamal transfer ve rekombinant teknolojisi kullanilarak transformasyon yoluyla

genetik olarak manipiile edilebilirler (Rosa ve Gabor, 2006).

Mayalar ¢esitli alanlarda, farklt amagclar i¢in kullanilmaktadir. Modern maya
biyoteknolojilerinin iiriinleri; gida, i¢ecek, kimyasal, farmasoétik, endiistriyel enzim ve tarim
da dahil olmak fizere ticari agidan Onemli bircok sektorde kullanilmaktadir. Fermente
gidalardaki aroma gelistirmeye 6nemli katkilarinin yani sira, istenmeyen bakterilere karsi
antagonist aktiviteleri nedeniyle mayalar artitk yaygin olarak bilinmekte ve bu alanda
kullanilmaktadirlar. Bu aktiviteler; besin maddelerindeki rekabetcilikleri, biiylime
ortamlarin1 asitlendirmeleri, yliksek etanol konsantrasyonlarina direncleri, antifungal
toksinler (mikotoksinler) ve antibakteriyel bilesikler gibi antimikrobiyal bilesikleri
iretmeleri gibi aktivitelerdir. Mayalar toksin liretmemeleri, patojenite gdstermemeleri
(Cryptococcus sp. ve Candida sp. harig), antibiyotiklere duyarli olmamalari, midenin diistik,
bagirsagin yiiksek pH degerlerine ve sicakliklara direngli olmalari, bakterilere gore 10 kat
biiyiik olmalari nedeniyle daha iyi bir yapisal engel olusturabilmeleri gibi 6zelliklere

sahiptirler (Loureiro ve Querol, 1999); (Rosa ve Gabor, 2006);(Oztiirk, 2008).

Maya hiicresi distan ige dogru; hiicre zar1, sitoplazma zar1, sitoplazma ve ¢ekirdekten olusan
bir olusuma sahiptir (Sekil 2.1). Maya hiicrelerinin igermekte oldugu vakuoller protein ve
diger karmasik molekiilleri parcalar, besin maddelerini depolar ve hiicre i¢ci homeostazi
saglar. Icerdikleri mitokondri organeli bitki ve hayvan hiicrelerinde bulunan mitokondriye

benzer bir rol oynamaktadir. Tiim canli organizmalarda oldugu gibi mayalarda da solunum,



biiyiime, homeostaz i¢in gerekli enerji mitokondri tarafindan saglanir. Mayalarin organelleri

ve gorevleri Cizelge 2.2°de verilmistir.

Mitokondri

Tomurcuk vakuolu

Tomurcuk ——

Golgi aygiti

Vakuol

Endoplazmik retikulum
Vakuol zari

Lipid graniilii

Hiicre zan
Hiicre duvari —

Vakuol graniilleri

Depo maddesi

Cekirdek

Mitokondri 7

Sekil 2.1. Maya hiicresinin yapis1 (Russell ve Stewart, 1998)

Cizelge 2.2. Mayalarin organelleri ve gorevleri (Feldmann, 2012)

Bilesen

Gorevi

Hiicre Duvari

Maya hiicrelerine sekil vererek hiicrenin biiyiikliigiinii belirler. Igeriginde
polisakkaritler, proteinler ve lipidler yer almaktadir. Hiicre duvarina fibriler
Ozelligini veren ise kitin veya seliiloz icermesidir.

Hiicre duvarinin altinda yer almaktadir. Ug tabakadan olusur. Absorbsiyon ve

Sitoplazmik sekresyon olaylarinda hiicreye biiyiik avantaj saglar. Fosfolipit, protein ve sterolleri
Membran ) .

icermektedir.
Sitoplazma Igerisinde biiyiik bir vakuol ve vakuolun bir tarafinda niikleus bdlgesini igerir.
Niikleus ve Cekirdegin etrafinda cift katli ve porlar barindiran bir membran bulundurur.
Niikleolus Cekirdek icerisinde DNA vardir ve birden fazla sayidadir.

Endopolazmik
Retikulum (ER)

Protein sentezlenmesinde ve metabolizma igin gerekli olan maddelerin taginiminda
etkili olmaktadir. Lipoprotein yapisina sahiptir.

Vakuol

Iceriginde pigment, kristal ve bazi maddeler bulunmaktadir. Hiicre i¢i pH
kontroliinden sorumludur.

Graniiller

Golgi Aygitt Sentez olaylarinda gorevlidir. Endositoz ve egzositoz olaylarinda rol alir.
. Yapisinda %50-70 oraninda RNA ve %35-50 oraninda protein vardir. Protein
Ribozom -
sentezinden sorumludur.
L Hiicre duvari ve sitoplazmik membran arasinda yerlesmis ve ige dogru ¢okiintiiler
omasom e . . . o g
meydana getirmis bilesenlerdir. Sekresyon ve sitoplazma sentezinde gorevlidir.
Mitokondri Hiicrelerin enerji merkezi olarak bilinir. Yapilarinda ribozom, protein ve DNA
bulunan mitokondriler béliinerek veya tomurcuklanarak ¢ogalmaktadir.
Sitoplazmik

Lipid, glikojen graniilleri, kristal ve pigmentlerdir.




Mayalarin kullanim alanlarini asagidaki gibi siniflandirmak miimkiindiir (G M Walker,
1999);

e Fermentasyon Endiistrileri (Bira-sarap mayalama, Biyoetanol iiretimi)

e (Gida/ Kimyasal Endiistriler (Asitlik diizenleyici, lezzetlendirici)

e Cevresel Teknolojiler (Biyoremediasyon, metal biyosorpsiyonu)

e Biyomedikal Arastirmalar (flag metabolizmalari, genotoksisite ve sitotoksisite
belirlenmesi)

e  Saglik Hizmetleri Endiistrileri (ilag, as1, probiyotik, hormon ve kan faktorleri)

e Temel Biyolojik Arastirmalar (Hiicre biyolojisi, genetik, molekiiler biyoloji)

2.2. Mayalarin Hiicre Duvan Bilesenleri ve Gorevleri

Maya hiicre duvari, hiicre morfolojisini koruyan, destekleyen, savunan ve ozmotik basinci
saglayan Ozel bir yapidir. Glukanlar (B-1,3 glukan veya B-1,6 glukan), mannoproteinler ve
kitinden olusmaktadir (Klis, Boorsma ve De Groot, 2006). Bu bilesenler, saglam bir hiicre
duvari olusturmak iizere bir araya getirilen makromolekiiler kompleksler olusturmak tizere
kovalent olarak baglanirlar. Maya hiicresinin %45°1 hiicre duvari, %55°1 de sitoplazmadir.
Hiicre duvarinin da %46°s1 glukan, %43’{i mannan oligosakkarit, geri kalan %11’lik kisim
da iz mineraller ve B grubu vitaminleridir. Maya hiicre duvarinin elastik bir yapis1 vardir ve
ozmotik yolaklardan gelen olasi zararlardan hiicrenin korunmasi, hiicrenin seklinin
belirlenmesi, gecirgenlik gibi gorevleri vardir. Maya hiicre duvar bilesenleri Cizelge 2.3,

Sekil 2.2 ve Sekil 2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.3. Maya hiicre duvari bilesenleri (Klis, Mol, Hellingwerf ve Brul, 2002)

Bilesenler Duvar Kiitlesinin %'si Sentezlendigi Bolge Ortalama Molekiiler Agirlik (kDa)

B 1,3 Glukan 50-55 Plazma membrani 240
B 1,6 Glukan 10 Plazma membrani 24
Mannoprotein 40 Salg1 yolu 100-200

Kitin 1-3 Plazma membranm 25
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Sekil 2.2. Maya hiicre duvar1 yapist (Kogan, M Pajtinka, Babincov4, Miadokova ve
Slamenova, 2008)
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Sekil 2.3. Maya hiicre duvarinin yapis1 (Anwar, Muhammad, Awais ve Akhtar, 2017)

2.2.1. Mannoproteinler

Mayalarin hiicre duvarmin bir bileseni olan ve hiicre duvar1 kuru maddesinin %20-50'sini
olusturan bir bilesen olan mannoproteinler, ¢ok yiiksek oranda glikolize edilmis ve
proteinlere ve peptitlere kovalent/kovalent olmayan baglarla baglandig1 polipeptitlerdir.

Agirlikga %50-95 karbohidrattan olugmaktadir. Maya hiicre duvarinin en dis tabakasina
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lokalize olmus filamentsiz glikoproteinlerdir. Mannoproteinlerin yapilart ve molekiiler
agirliklart  glukozilasyonun derecesine ve tipine bagli olarak degismektedir.
Mannoproteinler saflastirilmis maya hiicre duvarlarindan glukan 1,3 B-glukosidaz enzimi
kullanilarak enzimatik ekstraksiyon veya 1s1l islem yoluyla ekstrakte edilmektedir. Enzim,
hiicre duvarmin hidrolizini saglayarak mannoproteinlerin ¢éziinmesine yol agmaktadir. Isil
islem yolu ise B-glukanlarla olan baglar1 koparir. Mannoproteinlerin molekiiler agirligi 20
kDa'nin altindan 450 kDa'nin tizerine kadar degismektedir (Bzducha-Wrobel, Btazejak ve
Tkacz, 2012). Mannoproteinin kimyasal yapis1 Sekil 2.4’de verilmistir.

Sekil 2.4. Mannoproteinin kimyasal yapis1 (Alexandre, 2011)

2.2.2. Kitin

B-1,4 bagh N-asetilglukozamin kalintilarindan olusan, lineer ve dogal olarak bol miktarda
bulunan bir mukopolisakkarit olan kitin, maya hiicre duvart kiitlesinin %1 ila %15'ini
olusturmaktadir. Maya hiicre duvarmin kiiciik bir bileseni olmasina ragmen, kitin, hiicre
duvarinin sertligine ve giiciine 6nemli katkisi ve O6zellikle hiicre bdliinmesindeki rolii
nedeniyle hiicrenin hayatta kalmasi i¢in gereklidir. Ayrica kitinin farkli polisakkaritlerle
iliskisi konuma bagli olarak degismektedir: Boyunda kitinin ¢ogu [-1,3-glukan ile
baglantiliyken, yan hiicre duvarinda B-1,6-glukana baglanma baskindir (Arroyo, Farkas,
Sanz ve Cabib, 2016). Kitin, y1llik 100 milyar tonluk biyosentez ile bolluk agisindan seliillozu
takip etmektedir (Tharanathan ve Kittur, 2003). Kitin, kabuklularin kabuk atiklarinda ana
bilesendir ve ayrica boceklerin ve yumusakgalarin dis iskeletlerinde ve bazi mantarlarin
hiicre duvarlarinda bulunmaktadir (Abo Elsoud ve El Kady, 2019). Kitin molekiiliiniin

kimyasal yapis1 Sekil 2.5’de verilmistir.
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Sekil 2.5. Kitin molekiiliiniin kimyasal yapis1 (Okay, Ozdal ve Kurbanoglu, 2013)
2.2.3. Glukanlar

Dogada en bol bulunan polisakkaritler glukozdan yapilmaktadir ve bunlara glukanlar adi
verilir. Glukanlar, baglant: tiirlerine ve birlesmelerinde yer alan karbonlara gore adlandirilip
siniflandirirlar. Maya hiicre duvarinin en 6nemli yapisal polisakkaritidir ve kuru agirligin
%50-60"m1 olusturmaktadir. Yapilari oldukca degiskendir 6rnegin glukoz kisimlari alfa veya
beta baglarindan biri veya her ikisini de i¢erebilir. Alfa glukanlar hiicre duvarina dayaniklilik
saglayan yapisal mikrofibriller seklinde bulunmaktadirlar. Beta glukanlarin yapisi ise daha
karigiktir. Dogrusal ya da dallanmis olabilirler ve mikrofibriller seklinde bulunurlar. Beta
(1,3) ve (1,6) baglarini icermektedirler. Kitin ile maya hiicre duvarmin en 6nemli bilesenini
olustururlar. Mayalarda birkag cesit alfa glukan yer almaktadir. Alfa glukanlarin en yaygin
polisakkariti a (1,4) ve a (1,6) baglariyla glukoz tarafindan yapilan glikojendir. Alfa
glukanlarin aksine, mayalardaki beta glukanlarin siniflar1 daha fazladir ve yapilar1 daha

komplekstir. Glukanin kimyasal yapis1 Sekil 2.6’da verilmistir.

Sekil 2.6. Glukanin kimyasal yapis1 (Novak ve Vetvicka, 2008)
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Glukanlar; viicudun sagligina olumlu etkiler gosterme, hiicre farklilagsmasini kontrol etme,
hiicre biiylimesini ve yaslanmayr diizenleme, hiicre tanima, hiicre metabolizmasi,
embriyonik gelisim, viral enfeksiyon, bagisiklik tepkisi gibi biyoaktif tepkiler gosterebilir
ve boylelikle yasam etkinliklerine katilabilmektedirler. Glukanin kimyasal yapis1 biyolojik
aktivitelerini belirleyen 6nemli bir faktordiir. Glukanlar, genel glukanlar, dogal glukanlar ve
sentetik glukanlar seklinde ayrilmaktadirlar. Dogal aktif glukanlar hayvanlardan, bitkilerden
ve mikroorganizmalardan elde edilmektedirler. Giliglii biyolojik aktivite 6zelliklerini
gosteren glukan bag tipi (1-3) glukozidik bagdir. Glukanlar, anomerik konformasyonlarina
gore a- ve B-D- glukanlar olmak lizere 2 gruba ayrilirlar. Mikrobiyal $-glukanlar tipik olarak,
cesitli glukozidik baglar ile baglanmais, tekrarlanan glukoz birimlerinden olusan ve dallanmis
konfigiirasyonlar gosteren homopolisakkarit ¢esitlerindendir. Bag tipleri (1-3), (1-3, 1-6) ve
(1-6) seklinde diizenli sekilde bakteriyel ve diizensiz yapida mantar ve alglerde omurga
zincirleri halinde bulunmaktadir. Konak bagisiklik sistemini uyararak, bakteri, viral, mantar
ve parazit kaynakli ¢esitli deneysel hastalik durumlari {izerine faydali bir etki gosterirler
(Clarke, 2009)(Bohn Dz ve Bemiller, 1995). B-(1-3), B-(1-6)- glukanlar sadece D-glukandan
olustugundan dolayr hayvanlar ve insanlar icin toksisite gdstermemektedir. Bunlarin
¢ozliniir tiirevlerinin kullanimi sentetik ilaclara kiyasla bir¢ok avantaja sahiptir, bu da etkili
olmasina ragmen siklikla sitotoksik aktivite gostermektedir. Sadece enfektif ajana karsi
degil, ayn1 zamanda konakg1 hiicrelere de yoneliktir (S6hretoglu ve Kuruiiziim Uz, 2015).
B-(1-3), B-(1-6)- glukanlarin antitimoér ve antimetastik aktivitesi bir dizi murin timor
modelinde ve insanlarda klinik uygulamada gdsterilmistir (Babincova, Batova, Machova ve
Kogan, 2002). B-Glukanlar viicudu viral, bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara, tiimorlere,
radyasyon etkilerine ve strese dayali immiinosupresyona karsi koruyan bagisiklik sisteminde
onemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Ayrica gli¢lii antioksidan 6zelliklere ve serbest radikal
temizleme yeteneklerine sahiptir ve antibiyotiklerin etkinligini arttirdig1 ve viicuttaki LDL

kolesterol seviyesini diisiirdiigii bilinmektedir (Othman, Moghadasian ve Jones, 2011).

B (1,3) ve B (1.6) glukanlar

B (1,3) glukanlar, esas olarak B-1,3 glukozidik baglarla baglanan glukoz polimerleridir ve
maya hiicre duvarinin en 6nemli, en bol bulunan polisakkaritidir. Bunlarin miktarlar
duvarda bulunan toplam glukanlarin %65-90'nin1 kapsadigi hesaplanmistir (Bowman ve
Free, 2006). Hiicre duvarinin direncinde ve mimarisinde rol almalarinin yani sira bir diger

onemleri ise enzimatik sindirimin veya 3 (1,3) sentez inhibisyonunun hiicre lizisine ve hiicre
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morfolojisinde degisikliklere yol agtigi yapilan caligmalarla ortaya cikmustir. B (1,3)-
glukanlar, giiclii bagisiklik diizenleyici etkiler sergiler. Bu aktiviteler esas olarak f (1,3)
glukanlarin konakg¢1 bagisiklik sisteminin hiicresel ve hiimoral bilesenlerini aktive etme

yeteneginden kaynaklanmaktadir.

B (1,6) glukanlar, yaklasik 130 glukoz monomerinin bir araya gelmesi sonucu olusan
oldukca dallanmig glukanlardir. Glukanlarin ag sistemine B (1,3) glukanlara baglanarak
dahil olurlar. Bu baglanma ise glukozil fosfatidil inositol (GPI) varlig: ile ger¢eklesebilir
(Yigit ve Benli, 2005). Maya ve mantarlarda bulunan B-glukan (1,3)-glukan baglantis1 ve
bazen (1,6) baglanti i¢erirken, tahillardan (yani yulaf ve arpa) gelen -glukanlar (1, 3) ve (1,
4) baglanti icermektedir. Mayadan tiiretilen beta-(1, 3/1, 6) glukanin (1,3/1,4)
muadillerinden daha fazla biyolojik aktiviteye sahip oldugu ileri siiriilmektedir. Beta glukan
bag yapilar1 ve sekilleri Sekil 2.7°de verilmistir. B (1,3) ve B (1,6) glukanlarin Sekil 2.8’de

verilmistir.

A Beta glukan Bag -Yapﬂarl
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Sekil 2.7. Beta glukan bag yapilar1 ve sekilleri (Neun, Cedrone, Potter, Crist ve
Dobrovolskaia, 2020)
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Sekil 2.8. B (1, 3) (1, 6) glukan molekiiliiniin yapis1 (Elena De Marco Costra, Philip C.
Calder ve Helen M. Roche, 2020)

2.3. Polisakkaritler

Polisakkaritler, tiim canlilarda bulunan ve O6nemli biyolojik fonksiyonlar1 olan
makromolekiiler polimerlerdir. Antitimor, immiinomodiilator, antimikrobiyal, antioksidan,
antikoagiilan, antidiyabetik gibi bircok aktiviteye sahip olmalarindan dolay1 ¢ok ilgi
gormektedirler. Antiviral ve hipoglisemik aktiviteleri polisakkaritleri biyomedikal ve ilag
sektoriinde de popiiler molekiiller haline getirmektedir. Polisakkaritler bitki, mantar,
mikroorganizma, alg ve hayvan gibi bir¢ok kaynakli olabilirler. Dogadaki karbonhidratlarin
en bol bulunan formu olan polisakkaritler, iki gruba ayrilir. 1) Homopolisakkaritler; ayni
monosakkaritlerin bir araya gelmesiyle olusurken, 2) heteropolisakkaritler farkli
monosakkarit birimlerinin bir araya gelmesi sonucu olusurlar. Glukanlar homopolisakkarit
glukoz olarak degerlendirilirken mannan, mannoz homopolisakkariti olarak degerlendirilir.
Polisakkaritlerin d-fruktoz, d-galaktoz, I-galaktoz, d-mannoz, l-arabinoz, d-ksiloz gibi
bircok Dbileseni olmasina ragmen en yaygin bilesen d-glukozdur (Bhatia, 2016a).

Polisakkaritlerin siniflandirilmasina iliskin bilgiler Cizelge 2.4’te verilmistir.

Cizelge 2.4. Polisakkaritlerin siniflandirilmasi (Bhatia, 2016a)

Polisakkaritler Siniflar

Bakteriyel Polisakkaritler: seliiloz, hiyaluronik asit, ksantan, emulsan,
B-D-glukanlar, curdlan, aljinat, gellan, pullulan, skleroglukan,
sizofilan, kefiran, ekzopolisakkarit (EPS).

Fungal Polisakkaritler: Kitin, skleroglukan, lentinan, sizofilan krestin,
galaktofuranoz.

Maya Polisakkaritleri: Zimosan, glukan, glikojen, mannan
Glukozaminoglikanlar (hiyaluronik asit veya hiyaluronan, kondroitin
stilfat, jelatin ve heparin siilfat, kitin ve kitosan

Cesitli dogal kaynaklardan (maya, tahil, mantar, deniz yosunu gibi)
elde edilen B-1,3-glukanlar

Mikrobiyal Polisakkaritler

Memeli Polisakkaritleri

Digerleri
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Biyopolimerler, canli organizmalar tarafindan olusturulmaktadir. Canlilarin hayati
fonksiyonlarindan bagimsiz olarak tabiatta var olan organik polimerlerdir (Cankaya, Nevin
ve Sokmen, 2017). Polyester, protein, karbonhidrat, yag, yag asitleri, polifenoller ve 6zel
polimerler olmak tizere alt1 ana gruba ayrilirlar. Polisakkaritler (monosakkaritlerin poliasetal
ve/veya poliketal organizasyonlar1), proteinler (a-aminoasitlerin  poliamidleri),
poliniikleotitler (niikleositlerin ve fosforik asidin poliesterleri) olmak iizere {i¢ ana grupta
siiflandirilmistir. Polisakkaritler biyopolimerlerin olduk¢a karmasik grubu igerisinde yer
alir. Monomerleri birbirine baglayan seker molekiillerinin farkli baglanma sekilleri ¢ok
farkl1 6zelliklere sahip polimerler ortaya ¢ikarmaktadir. Boylece ¢ok ¢esitli polimer yapilar
olusturulabilir (Miinzberg, Rau ve Wagner, 1995). 20 farkli seker molekiilii bulunan ve
biyolojik kaynaklardan elde edilen polisakkaritler tespit edilmistir. Ozellikle
mikroorganizmalar  aracilifiyla iretilen polisakkarit polimerleri  biyoteknolojik
arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda Pichia
kudriavzevii M16 mayasinin hiicre duvarindan ekstrakte edilen 3-glukan da olduk¢a 6nemli

bir mikrobiyal polisakkarit grubunu olusturmaktadir.

Polisakkaritler ayrica polielektrolitten pozitif yiiklii polisakkaritlere (kitosan) ve negatif
yiiklii polisakkaritlere (alginat, heparin, hiyaluronik asit ve pektin) gore siiflandirilabilir.
Heparin, heparan siilfat, hiyaluronan, kondroitin siilfat, dermatan siilfat ve keratan siilfat,
memeli dokularindaki en 6nemli glukozaminoglikanlar (GAG) kapsamli bir sekilde ¢alisilan
polisakkaritlerdir. ~Siilfasyon, fosforilasyon ve karboksimetilasyon gibi kimyasal
modifikasyonlarin polisakkaritlere uygulanmasi sonucu polisakkaritlerin biyokimyasal ve
fiziksel oOzelliklerinin biyomedikal uygulamalarima katki sagladigi tespit edilmistir

(Mohammed, Naveed ve Jost, 2021).

Mikrobiyal polisakkaritler; birgok bakteri tarafindan iiretilebilen ve suda ¢6ziiniir 6zellige
sahip olan yenilenebilir, biyolojik olarak pargalanabilir ve biyolojik olarak uyumlu
polimerlerdir (Giavasis ve Biliaderis, 2006). Mikroorganizmalarda sentezlendikleri yerlere
gore hiicre ici, hiicre dis1 ve hiicre duvari olmak iizere ii¢ ayr1 grupta incelenebilirler. Bunlar,

hiicre i¢in karbon ve enerji depolamada gorevli olan intraseliiler polisakkaritler, hiicre

duvarinin ayrilmaz bileseni olarak etki gdsteren, lipopolisakkarit ve tekoik asit gibi hiicre

yapilarinin bileseni olan yapisal polisakkaritler ve ekzopolisakkaritlerdir. Hiicre disina

sentezlenen mikrobiyal bir polisakkarit olan ekzopolisakkaritler bakteri, arke ve farkl

okaryotik tiirleri tarafindan sentezlenmektedir. Mikroorganizmalarin ortama salgiladiklart,
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molekiil agirliklar yiiksek olan, geri doniisebilen, ¢cevre dostu, sagliga yararlari olan dogal
polimerlerdir. Ekzopolisakkaritler gastrointestinal sistemde sindirilmeden bagirsaktaki
probiyotik mikroorganizmalara ulastig1 i¢in prebiyotik 6zellik gostermektedir (Bikric ve
digerleri, 2022a). Ekzopolisakkaritlerin saglik iizerinde; antitiimor, antiiilser, antidiyabetik
ve kolesterol diisiiriicii gibi dnemli biyolojik etkinlikleri bulunmaktadir. Ekzopolisakkaritler
fermente tiriinlerin stabilitesini, biyoteknolojik ve reolojik yapisini gelistirirken, bakterileri;
viriislere, toksik bilesiklere, kurumaya ve ozmotik strese karsi koruyucu o&zellikler
gostermektedir. Ekzopolisakkaritler zincir yapisi1 ve biyosentez sekillerine gore iki grupta
incelenmektedir. Heteropolisakkaritler; mikroorganizma hiicresinin ic¢inde sentezlenip
cesitli monosakkaritlerden olugsmaktadir. Homopolisakkaritler ise tek tip monosakkarit
icerip mikroorganizma tarafindan harici olarak salinan enzim tarafindan iiretilmektedir. a-
D-glukanlar, B-D-glukanlar, fruktanlar ve poligalaktanlar homopolisakkaritler grubunda

bulunmaktadir (Soyucok, Ekiz ve Bagyigit Kilig, 2016).

Mikrobiyal polisakkaritler, sahip oldugu reolojik ve biyolojik 6zelliklerden dolay1 baglayici,
pihtilastirici, emiilsifiye edici, film olusturucu, jellestirici, stabilize edici ve koyulastirict
ajanlar olarak kimya, tip, gida ve farmasoétik endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Endistriyel kullanim sebebiyle dogal polimerlere talep olduk¢a fazladir. Birbirine
glukozidik baglarla bagli uzun monosakkarit birimlerinden meydana gelen polisakkaritlerin,
piyasada mevcut olan diger geleneksel polisakaritler ile biiyiik bir rekabette oldugu
goriilmektedir (Huang, Liang, Tang, Ding ve Wang, 2013). Ayrica, mikrobiyal
polisakkaritlerin anti-inflamatuar, antitimor ve antimikrobiyal aktivite gibi potansiyel saglik
yararlart oldugu bildirilmistir (Giavasis ve Biliaderis, 2006). Mikrobiyal polisakkaritler
onemli Glgiide ticari oneme sahiptir. Gida endiistrisinde, ¢esitli endiistriyel ve farmasotik
bilesiklerin gelistirilmesinde rol alirlar. Polisakkaritin ticari 6nemi, reolojik 6zelliklerine
baghidir. Viskoziteyi artirarak koyulastirict ve jellestirici maddeler olarak kullanilabilirler.
Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen polisakkaritler, gida endiistrisinde oldugu kadar petrol
endiistrisinde de yaglarin geri kazaniminda ve petrol sizintilarinin 6nlenmesinde rol alarak
onemli yer edinmistir (Bhatia, 2016). Bircok mikrobiyal polisakkarit olmasinin yani sira en

onemli endiistriyel 6neme sahip olanlar Cizelge 2.5.”de belirtilmistir.

Polisakkaritlerin, 0Ozellikle siilfatlanmis polisakkaritlerin anti-timor, antioksidan ve
antikoagiilan aktiviteleri kanitlanmistir. Karides, yengec, istakoz vb. kabuklu deniz

hayvanlari, deniz yosunlari, deniz mantarlari, mikroalgler, bitkisel polisakkaritler gibi farkli
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kaynaklardan elde edilen dogal polisakakritler potansiyel antikoagiilan (pthtilagma 6nleyici)
ajan olarak kabul edilmektedir (Ling Chen ve Huang, 2017).

Bulasict ve viral hastaliklar diinyada her zaman insan hayatini tehlikeye atan, ¢ok ciddi
saglik problemlerine yol agmistir. Bu sebeple antiviral ajan olarak kullanilabilecek
molekiillerin arayisi ortaya ¢ikmistir. Hayvan, bitki, mikroorganizma gibi kaynaklardan elde
edilebilen makromolekiiller olan polisakkaritlerin sahip oldugu terapotik ozellikler, diisiik
toksik etkileri ve kolay elde edilebilirligi sebebiyle dikkat ¢ekici olmus ve {izerinde ¢esitli
antiviral deneyler yapilmistir. Polisakkaritlerin Herpes simplex viriisii (HSV), insan immiin
yetmezlik virlisii (HIV) dahil olmak tizere zarfli viriislere karsi replikasyon inhibe edici
ozellik gostererek antiviral 6zellige sahip oldugu kanitlanmistir. Polisakkaritleri bitkisel
kaynakli, hayvansal kaynakli, mikrobiyal kaynakli ve sentetik olanlar olarak ayirmak
miimkiindiir. Bunlarin i¢inde yer alan mikrobiyal polisakkaritler; bakteri, mantar, maya gibi
mikroorganizmalar tarafindan dogal metabolizma siirecinde tiretilen biyopolimerler olarak
tanimlanmaktadir (Ling Chen ve Huang, 2017). Uzerinde en c¢ok calisilan polisakkarit
grubunun mikrobiyal polisakkaritler olmasinin sebebi; immiinmodiilator, anti-tiimdr, anti-
viral, anti-radyasyon, anti-aging gibi etkileri bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica
polisakkaritlerin biyolojik aktivitelerinin yapist ile yakindan iligkili oldugu ve uygulanacak
kimyasal modifikasyonlarla bu aktivitelerinin iyilestirilebilecegi kanitlanmistir (Huang ve

digerleri, 2013).



Polisakkarit

Dekstran

Ksantan

Pullulan

Gellan

Rekombinant
Hiyaluronan

Curdlan

Skleroglukan

Bakteriyel
Aljinat

B-Glukanlar

Levan

Emiilsan

Kaynak(lar)
Leuconostoc mesenteroides, Acetobacter sp.,
Streptococcus mutans

Xanthomonas campestris

Aureobasidium pullulans mantar1 tarafindan

nisastadan  dretilen  bir  polisakkarit
polimeridir.
Sphingomonas  elodea  (eski  adiyla

Pseudomonas elodea)

rDNA teknolojisi ile tiretilir.

Agrobacterium biobar gibi patojenik olmayan
bakteriler tarafindan {retilir. Alcaligenes
faecalis tarafindan tiretilen curdlan tiretimi jel

tretiminde de kullanilmak lizere
gelistirilmektedir.
Filamentli mantar Sclerotium rolfsii'nin

fermantasyonu ile tretilir.
Pseudomonas aeruginosa ve Azotobacter
vinelandii bakterileri ve algler

Tahillarin, mayalarin, bakterilerin  ve
mantarlarin hiicre duvarlarinda dogal olarak
bulunur.

Pseudomonas syringae

Acinetobacter calcoaceticus

Tanim

3-2000 kDa uzunluklarinda zincirlerden olusan birgok glukoz
molekiilinden yapilmis, bilinen en eski kompleks bakteriyel
polisakkarittir.

2:2:1 molar oraninda glukoz, mannoz ve glukuronik asit igeren
pentasakkarit tekrar birimlerinden olusur.

a-1,4-;a-1,6-glukan olarak da bilinen ve bir a-1,4 glikosidik bag
ile birbirine baglanan ii¢ maltotrioz biriminden olusur.

Gellan zamki suda ¢éziiniir bir anyonik polisakarittir. Tki D-
glukoz kalintisindan ve her bir L-ramnoz ve D- glukuronik asit
kalintisindan olusan bir tetrasakkarit polimerin tekrarlanan
biriminden olusur.
Dogada dagilmis
glukozaminoglikandir.

anyonik, stilfatlanmamus bir

Yiiksek molekiiler agirlikli bir glukoz polimeri olan dogrusal
bir beta-1,3-glukandir. B-(1,3)-bagh glukoz kalintilarindan
olusur ve sulu siispansiyonda 1sitildiginda elastik jeller
olusturur.

Suda ¢dziiniir, dogadan tiiretilmis bir polisakkarittir.

Algin veya aljinat olarak da adlandirilan alginik asit,
kahverengi alglerin hiicre duvarlarinda ve suyla baglanarak
viskoz bir sakiz olusturdugu gesitli bakteri suslarmim hiicre
duvarlarinda yaygin olarak bulunan bir anyonik polisakKarittir.

Kaynaga bagli olarak onemli 6lciide degisen fizikokimyasal
dzelliklere sahip bir grup B-D- glukoz polisakkaritinden olusur.
Tipik olarak, B-glukanlar, 1-3 B-glikosidik bag ile dogrusal bir
omurga olustururlar ancak molekiiler kiitle, c¢oziinirlik,
viskozite, dallanma yapisi ve jellesme ozelliklerine gore
degisiklik gosterirler ve hayvanlarda gesitli fizyolojik etkilere
neden olurlar.

Bir grup fruktandur.

Polianyonik bir heteropolisakkarit biyoemiilgatordiir.

Uygulama Alani

Tromboz Onlemede adsorban olarak kullanilir. Gidalarda,
kozmetikte, yara pansuman malzemelerinde yaygm olarak
kullanilmaktadir.

Gida sektoriinde stabilize edici, jellestirici olarak kullanilir. Petrol
endiistrisinde yagm geri kazanimmi artirmak amaciyla; dis
macunu ve boya imalatinda kullanilmaktadir.

Gida paketleme ve ambalajlamada kullanilir, biyolojik olarak
parcalanabilir.

Kivam arttirict ve Kkatilastirict ajan olarak gida sektoriinde
kullanilmaktadir.

Kanser, yara onarimi, inflamasyon, hiicre migrasyonu, cilt
iyilesmesi, fetal yara iyilesmesi gibi amaglarla kozmetik
endiistrisinde kullanilmaktadur.

Pismis gidalarda jellestirici olarak ve enzim immobilizasyonunda
kullanilmaktadir.

Lateks boyalarini ve matbaa miirekkeplerini stabilize etmede
kullanilmaktadir.

Kalmlagtiric1, jellestirici, iyon degistirici ajan olarak gida
endiistrisinde kullanilmaktadir.

Cesitli nutrasotik ve kozmetik tirtinlerde, tekstriire edici ajanlar ve
¢oziiniir lif takviyeleri olarak kullanilmaktadir.

Mikro elementlerin giivenli ve verimli bir sekilde verilmesini
saglamada gida endiistrisinde kullanilmaktadir.

Petrol endiistrisinde petrol geri kazanimimi arttirmak ve petrol
sizintilarinin temizlenmesinde kullamlmaktadir.
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2.4. Beta Glukanlar

B—glukan, maya, mantar, yulaf, arpa, deniz yosunu, bugday gibi canlilarin hiicre duvarlarinin
bir bileseni olan ve glukoz polimerlerinden olusmus dogal bir polisakkarittir. Bu dogal
polisakkaritler, birbirine p—glukozidik bag ile baglanmis olan 250.000’den fazla D-glukoz
monomerlerinden olusan birer biyopolimerdir. f—glukanlarin biyolojik aktiviteleri sahip
olduklar1 konformasyon, bag sikligi, molekiiler agirlik, ¢oziiniirliik ve viskozite gibi
Ozelliklerine bagli olarak degisiklik gosterebilir. Literatiirde p—glukanlarin anti-oksidan,
anti-inflamatuvar, anti-kolesterol, yaslanmay1 geciktirici, anti-timor, kan sekeri diizenleyici
Ve anti-timor ajan, makrofajlar, notrofiller ve graniilositler dahil olmak iizere dogustan gelen
bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonu ile konak¢1 immiin tepkisinin modifikasyonu yoluyla
etki eden immiinomodiilatér bir molekiil olarak birgok 06zelligine rastlanmaktadir.
B-glukanlar; saglik, ilag, gida, kozmetik, kimyasal endiistrilerinde, hayvancilik, besicilik ve

veterinerlik gibi sektorlerde ¢ok ciddi kullanima sahiptir (Zhu ve digerleri, 2016).

Beta glukanlar, glukanlarin dogada en yaygin bulunan grubudur. Beta glukanlar birer
prebiyotiktir ve insan saglhigi ilizerinde c¢ok ciddi faydali etkileri vardir. Bir bilesigin
prebiyotik olarak degerlendirilebilmesi icin oral yoldan alindiginda bagirsaklara kadar
sindirilmeden hidrolize ugramadan gelebilmesi gerekir. Maya alerjisi olan kisiler tarafindan
giivenle tiiketilebilir ¢iinki mayalarin hiicre duvarindan beta glukan elde etme siireci
boyunca gerceklestirilen islemler sonucu mayada alerjiye sebep olabilecek tiim bilesenler
ortadan kaldirilmis olur. Beta glukanlar makrofaj, dogal katil hiicreler, nétrofiller gibi
savunma hiicrelerimizin aktivitesini arttirarak bizlerin bagisikligin1 giiclendirerek son
zamanlarda kanser tedavisinde adjuvan olarak kullanilma potansiyellerini ciddi anlamda
arttirmigtir. Beta glukanlarin immiin stimiile edici etkisi sayesinde alerjik rinit, osteoporoz,
menopoz, artrit gibi hastaliklarin tedavisinde kullanimi da yayginlagsmis bir 6zelligidir. Beta
glukanlarin yara iyilesmesi lizerine etkilerine yonelik yapilan caligsmalarla ilgili ise bu
polisakkaritlerin insan venoz iilserlerinde epitelyal hiperplaziyi, anjiyogenez ve fibroblast
proliferasyonunu arttirdig1 yapilan ¢caligmalarla kanitlanmistir (Medeiros ve digerleri, 2012).
Ayrica beta glukanlarin kozmetik sektoriinde de 6nemli bir yer igsgal etmesinin sebebinin
altinda topikal olarak cilde uygulandiginda ciltte yenilenme, onarma, kirisiklik giderme,
beyazlatma gibi etkileri oldugu kanitlanmigtir. 2020 yili itibariyle beta glukanlarin
kullanimindaki artts COVID-19 ile ilgisini gozler Oniine sermektedir. Beta glukanlar

bagisiklik kuvvetlendirici etkisiyle ve viicutta viriisle savasan hiicrelerin aktivitesini arttirma
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yetenegi ile virlise karst savunmamizi arttirarak koronaviriisiin sebep oldugu sitokin

firtinasin1 hafifletmektedir (Bedirli ve digerleri, 2007).

Beta glukan, kirisiklik giderici, genel koruyuculuk saglayan kremler, tozlar ve
stispansiyonlarda kullanilmaktadir. B-glukan kollejen {iretimini arttirarak kirisikliklari,
egzamaysl, sivilceleri, seliiliti, sedef hastaligini, cilt rahatsizliklarini, dermatiti azaltmaktadir.
Yaslanma deride proteinlerin ¢apraz baglanmasi, kollagenler ve elastinlerin oksidasyonu ile
olusur, bu oksidasyon B-glukanin antioksidan aktivitesi ile engellenebilir. Antioksidanlar
UV sebebiyle olugsan ROS'u dnleyebilmektedir. Yara iyilesmesinde kullanilabilmektedir. -
glukanlar, makrofajlarin yaraya tasinmasini ve iyilestirmeyi, doku graniilasyonunu
arttirmayi, tekrar epitelizasyon yapilmasini saglamaktadir (Du, Bian ve Xu, 2013).. B-
glukanlar fibroblastlarda NF-1 aktivitesini artirarak kollajen doku sentezini uyardiklari ve
prokollojen mRNA miktarin1 ve tipl ile tip 3 kollajen seviyelerini artirarak yara
iyilesmesinde rol oynadigi anlagilmistir (Tokmak, 2017). B-glukanin sistemik ve lokal
uygulamalari sonucu yanikla olusan oksidatifleri 6nleyici etkisi bulunmaktadir. B-glukan A
vitamini eksikliginden kaynaklanan bir g6z hastalig1 olan kseroftalmiyi azaltmak i¢in g6z
damlalarinda da kullanilabilmektedir. B-glukanlar bagisiklik arttirici ve antitiimor aktivitesi
sebebiyle hayvan yemlerine katilabilmektedir. B-glukanin alabaliklarla yapilan bir deney
sonucu serumdaki antikor salinimi yapan hiicrelerin miktarini ve immiinoglobulin seviyesini
arttirdigit ve sonu¢ olarak bagisikligi stimiile edici 6zelliginin oldugu kanitlanmistir

(Altintas, 2006).

Bir gida bilesenini prebiyotik olarak smiflandirmak igin g¢esitli in vitro testler
uygulanmaktadir. Ornegin bahsi gegen gida bileseninin mide asidi, memeli enzimleri veya
hidroliz tarafindan bozunmaya diren¢ gdstermesi, bagirsak mikroplar1 tarafindan
fermantasyonu (pargalanma, metabolizma) ve bagirsaktaki yararli mikroorganizmalarin
biliylimesi ve aktivitesinin selektif tahmin edilmesi gibi 6zellikler tasimasi onun bir
prebiyotik olarak siniflandirilmasini saglar. B—glukan biyopolimeri, yapilan tiim bu testlere

gore ¢ok popiiler olarak kullanilan bir prebiyotiktir (Russo ve digerleri, 2012).

Kolon kanseri diinyamizda ciddi bir prevalansa sahip olup 6liim oranlarindan sorumludur.
Kanser tedavisinde kemoterapi, radyasyon terapileri ve daha bir¢ok dogal iirlinler igeren
tedaviler kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢calisma sonucu, B-glukanlarin kolon kanseri dnleyici

etkileri bulunmustur (Sekil 2.20). Mantarlardan ekstrakte edilen ve iizerinden en c¢ok
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caligilan B-glukan cesitlerinden lentinan, skleroglukan, schyzophyllan ile c¢alismalar
yiritilmistir. B-glukanlarin inflamatuvar sitokinlerin {iretiminde, 16kositlerin aktive
edilmesinde ve metastaz ile yayilimini inhibe ettigi bulunmustur (Jayachandran, Chen,
Chung ve Xu, 2018).

Mantar kaynagindan elde edilen p-glukanlar, tahillardan daha yiliksek antikanser
potansiyeline sahiptir. Kolon kanserinde biitirat, kolon kanseri olusumunu 6nleyen hayati
bir SCFA oldugu icin kilit bir rol oynamaktadir. Bu profilaktik etki, bagirsagin epitel
hiicrelerini yeniden olusturma yeteneginden kaynaklaniyor olabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Yapilan bir ¢alismada, 25 saglikli goniilliiye 8-12 hafta boyunca yulaf kepegi f-glukan diyet
takviyesi verilmis ve ardindan digkidaki biitirat konsantrasyonunda Onemli bir artis
gbzlenmistir. Bu durum da kolon kanserine karsi potansiyel bir korumaya isaret etmistir

(Jayachandran ve digerleri, 2018).

B -glukanlar ¢cekum ve kolonda fermentasyona ugrayan ve mikrobiyotadaki diger faydal
bakterilerin (probiyotik) sayisinin artmasina yardimci olan polisakkaritlerdir. Kolon
kanserinde 6nemli bir rol alan ¢ok bilinen bir kisa zincirli yag asidi (SCFA) olan biitirat
molekiiliiniin konsantrasyonunun f -glukan tiiketimiyle arttig1 da Nilsson ve arkadaglarinin
2008°de saglikli goniilliiler ile yaptig1 bir ¢alisma ile sonug¢lanmigtir (Nilsson, Johansson,
Nilsson, Bjorck ve Nyman, 2008).

2.4.1. Beta glukan kaynaklari

B—glukanlarin pek cok kaynagi olmasina ragmen insan sagligi tizerinde olumlu etkileri
kanitlanmis olan ve en sik kullanilani mayalarin hiicre duvarindan ekstrakte edilen
gruplaridir. Maya hiicre duvarinda iki farkli f — D glukan bulunmaktadir. Bunlar hiicre
duvarmin yaklasik %50-55’inden fazlasini olusturan f—(1,3)-D glukan ve B-D-(1,6)
glukandir. B—(1,3) glukan maya hiicre duvarinin mekanik 6zelliklerinden sorumludur ve
toksin emilimine fayda saglamaktadir. f—(1,6) glukan ise —(1,3) glukani diger hiicre duvari
bilesenleri olan kitin ve mannoproteinlerle baglayarak hiicre duvarimi gii¢lendirmektedir
(Varelas, Liouni, Calokerinos ve Nerantzis, 2016). Beta glukan polisakkariti ¢esitli
kaynaklardan ekstrakte edilebilmektedir. Ekstrakte edilen kaynaga gore beta glukanlarin
etkilerinin ve yapilarinin degistigi bilinmektedir. Bircok ekstraksiyon yontemi mevcut

olmakla birlikte en uygun yontem f-glukanlarin kaynaklarina ve yapilarina baghdir. Alkali
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ekstraksiyonu(Kao ve digerleri, 2012), ultrason destekli ekstraksiyon (Zhu ve digerleri,
2016) mikrodalga ekstraksiyonu (Ookushi, Sakamoto ve Azuma, 2006)enzim ekstraksiyonu
(Zhu ve digerleri, 2016) ve sicak su ekstraksiyonu, asidik ekstraksiyon (Jeon, Park ve Yoo’,
2001) gibi yontemler mevcuttur. Iclerinde en yaygmn kullanilan ydntemin sicak su
ekstraksiyonu oldugu bilinmektedir. B-glukanlarin kaynaklar1 ve yapilar1 Cizelge 2.6’da

verilmistir.

Cizelge 2.6. Farkli beta glukan kaynaklar1 ve yapilar1 (Noss, Doekes, Thorne, Heederik ve
Wouters, 2013)

Glukan Kaynak Tiir Bag Yapisi Ag{?lik(ﬁljga)
Firinc1 Mayasi Glukan Maya Saccharomyces cerevisiae B-(1,3), B-(1,6) 35-5000
Arpa Glukani Bitki Hordeum vulgare B-(1,3), B-(1,4) 23-137
Curdlan Bakteri = Alcaligenes faecalis B-(1,3), B-(1,6) 53-2000
Laminarin Alg Laminaria digitata B-(1,3), B-(1,6) 3,5-7,7
Lichenan Liken Cetraria islandica B-(1,3), B-(1,4) 20-35
Yulaf Glukani Bitki Avena sativa B-(1,3), B-(1,4) 1-300
Pachyman Mantar  Poria cocos B-(1,3), B-(1,6) 21-100
Paramylon Alg Euglena gracilis B-(1,3) 118
Pullulan Mantar  Auerobasidium pullulan a-(1,3), a-(1,4) 200
Pustulan Liken Umbilicaria sp. B-(1,6) 20
Schizophyllan Mantar = Schizophyllum commune B-(1,3), B-(1,6) 76,8-450
Scleroglucan Mantar = Sclerotium glucanicum B-(1,3), B-(1,6) 1000-5000
Xyloglucan Bitki Tamarind B-(1,4) 202

Tahil B- glukanlan

Tahillardan ekstrakte edilen - glukanlar, diger polimerlerden fizikokimyasal yonlerden
farklidir. Tahil B-glukanlari, yiiksek molekiiler agirlikli, lineer ve uzun zincirli B-(1—4) ve
B-(1—3) baglarindan olusan homopolisakkaritlerdir (Henrion, Francey, L& ve Lamothe,
2019).Molekiil yapist Sekil 2.9°da verilmistir.
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Sekil 2.9. Tahil B-glukaninin yapisi (Abdi ve Joye, 2021)

Tahil B- glukanlar1 %4,5 B-glukan igeren yulaf've arpada dogal olarak bulunan bu diyet lifleri
kan kolesterol seviyelerini iyilestirmek, tip II diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
onlenmesi gibi birgok saglik iizerinde olumlu etkilere sahiptir (Cho, 1993). Yulaf ve arpa
haricinde bugday ve ¢avdarda da daha diisiik konsantrasyonlarda bulundugu bilinmektedir.
B-glukanlarin obezite ile iligkili metabolik bozukluklar1 kontrol etmede kullanilabilmesinin
yan1 sira Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan yulaf p-glukanlarinin hiperkolesterolemiye
sahip bireylerde kandaki kolesterol seviyesini diislirebilecegi ve isitme hastaliklarin1 da
onleyici etkileri oldugunu aciklamistir (Bidrklund, van Rees, Mensink ve Onning, 2005). Ek
olarak tahillardan elde edilen B-glukanlar kahvaltiliklara, ekmek, kek, makarna gibi unlu

mamiillere, et ve siit iiriinlerine dahil edilmistir (Lazaridou ve Biliaderis, 2007).

Tahil B-glukanlarinin mide-bagirsak i¢ viskoziteyi artirmasi sonucu karbonhidratlarin
sindirimini yavaglattigi bu sebeple de kolesterol, safra asidi, metabolitlerin emilimini
azalttig1 ve hiperglisemiyi 6nledigi bulunmustur. p-glukanlarin kan sekeri iizerinde olumlu
etkileri oldugu Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan onaylanmistir. Bu
mekanizmanin  glukanlarin viskozite Ozellikleri sonucu alinan besinin emilimini
geciktirdigi, boylelikle glukozun kan akisina daha yavas karismasini sagladigi ve sonug
olarak stabil kan sekeri seviyeleri ile sonuglanmaktadir. Arpa pB-glukanlarinin anti-
hiperkolesterolemik, antioksidan ve antimikrobiyal etkileri yapilan ¢alismalar (Jeddou ve
digerleri, 2016) (Kong ve digerleri, 2020) sonucu kanitlanmakla birlikte Lee ve arkadaslar
(2020) tarafindan yapilan bir caligmada, arpa [-glukanindan elde edilen B-gluko-
oligosakkarit (B-GOS) bilesiginin probiyotiklerin gelisimini ve antimikrobiyal aktivitesini
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modiile ederek prebiyotik aktivitesi gosterdigi kanitlanmistir (Jeddou ve digerleri, 2016)
(Kong ve digerleri, 2020).

Mantar beta glukanlari

Mantarlarda en yaygin bulunan polisakkaritler kitin, hemiseliiloz, beta-glukan, alfa-glukan,
mannan, ksilan ve galaktandir. Mantar polisakkaritlerinin biyolojik aktiviteleri, yapilarinda
barindirdiklart monomerlerin molekiiler agirligina, dallanma derecelerine, suda ¢oziiniirliik
kabiliyetlerine bagl olarak degismektedir. Yapilan baz1 ¢alismalar B-(1,3) bag yapisina
sahip olan mantar glukanlarinin yiiksek derecede anti-kanser 6zellikte oldugunu gostermistir
(H. Xu, Zou, Xu ve Zhang, 2016) (Zhang, Cui, Cheung ve Wang, 2007). Lentinula edodes
mantarinin hiicre duvarindan elde edilen B-glukanin (Lentinan) tlimorlii hiicre apoptozunu
indiikleyici hatta tiimor hiicrelerini dogrudan 6ldiirmek gibi gesitli mekanizmalara sahip
oldugu Wang ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma ile kanitlanmistir (Huang ve digerleri,
2013). L. edodes mantarindan elde edilen B-glukanin diisiik seviyede toksisiteye sahip
olmas1 onu tibbi ve farmakolojik yonden popiiler hale getirmis ve lizerinde bir¢cok ¢alisma
yiiriitiilmiistiir. Immiin sistemi uyarici, antikanser, antioksidan o6zelliklerinin yani sira
kandaki lipid seviyesini diisiirticii 6zelligi de kesfedilmistir (Rodriguez-Morales ve digerleri,
2020) (Zi, Jiang, He ve Liu, 2020).

HS  “oH

Sekil 2.10. Lentinan’in kimyasal yapis1 (Bisen, Baghel, Sanodiya, Thakur ve Prasad, 2010)

Schizophyllum commune mantarindan elde edilen Schizophyllan glukani (Sekil 2.11), B-

(1,3), (1,6) dallanmaya sahip, iyonik olmayan, suda ¢oziinir Ozellikte olan bir
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homoglukandir (Huang ve digerleri, 2013). Yapilan son caligmalar, Schizophyllan’in
farelerin makrofaj hiicrelerinde anti-inflamatuvar yanit gelistirdigini, proinflamatuvar
sitokin seviyesini arttirdigini 6zellikle interlokin 10 (IL-10)’un iiretimini arttirdigini ortaya

koymustur (Mironczuk-Chodakowska, Kujawowicz ve Witkowska, 2021).
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Sekil 2.11. Schizophyllan’in kimyasal yapis1 (Mizu, Koumoto, Kimura, Sakurai ve Shinkai,
2003)

Japonya’da ¢ok popiiler bir ilag olan ve Trametes versicolor mantarindan ekstrakte edilen
Krestin adli B-glukan (Sekil 2.12) bilesiginin ise meme, karaciger, mide, kolon, akciger ve
prostat gibi bir¢cok kanser tiirlinden muzdarip olup kemoterapi goren hastalarin tizerinde T
lenfosit ve antijen sunan hiicreleri uyarmak gibi olumlu etkileri oldugu saptanmistir
(Lemieszek ve Rzeski, 2012). Krestin’in immiin sistem giiglendirici, antiviral etkinlik,
hipokolesterolemik ve prebiyotik aktiviteye sahip oldugu da yapilan ¢alismalar sonucu

ortaya ¢ikarilmistir (Yamashita ve digerleri, 2007) (Maehara ve digerleri, 2012).
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Sekil 2.12. Krestin’in kimyasal yapis1 (Mironczuk-Chodakowska ve digerleri, 2021)
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Pleurotus ostreatus mantarindan elde edilen -(1,3), (1,6) dallanmaya sahip olan Pleuran
(Sekil 2.13) ilag sektoriinde “Immunoglukan” ticari adiyla diyet takviyesi olarak satilan bir
glukan c¢esitidir. Pleuran’in epitelyum olusturucu yetenegi ve HSV (Herpes Simplex
Viriis)’ye karsi antiviral etkinligi kanmitlanmistir (Jesenak ve digerleri, 2013) (Urbancikova
ve digerleri, 2020). Ayrica Bergendiova vd., (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada
Pleurotus’tan tiiretilen B-glukanin patojenleri ortadan kaldirmaya yonelik olan fagositoz
olaymnin uyarilmasini igeren en giiclii immiinomodiilator ajan oldugunu kanitlamistir

(Bergendiova, Tibenska ve Majtan, 2011).

CH,OH

n

Sekil 2.13. Pleuran’in kimyasal yapisi (Selvamani ve digerleri, 2018)

2.5. Beta Glukanlarim Kullanim Alanlari

Biyopolimerler gida endiistrisinde gida maddelerinin yapimindan ambalajlarina kadar
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bazilar1 emdiilgatorler, sertlestirici maddeler veya
koyulastiricilar olarak kullanilirlar. Aljinatlar gibi poliiironatlar, diyet takviyeleri igin
vitaminleri ve az yaglh gidalar i¢in misel sistemlerini kapsiillemek i¢in kullanilmaktadir.
Gida ambalaji ve yenilebilir filmler, gida endiistrisinde nisasta bazli biyolojik olarak
parcalanabilen polimerlerin iki ana uygulamasidir (Augustine, Rajendran, Cvelbar, Mozeti¢
ve George, 2013). B-glukan, koyulastirma, stabilize etme, emiilsifikasyon ve jellesme gibi
cesitli fiziksel 6zelliklere sahiptir (Ahmad, Anjum, Zahoor, Nawaz ve Dilshad, 2012). -
Glukan, c¢ok cesitli ek saglik yararlar1 sunan kabul edilebilir saglik iirlinlerinde kullanim
potansiyeline sahip bir dogal polisakkarittir. B-Glukanlar tip ve eczacilik, gida, kozmetik ve
kimya endiistrilerinde, veterinerlik ve yem liretiminde potansiyel uygulama alanina sahiptir

(Zhu ve digerleri, 2016).


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/emulsification
https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/gelation
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2.5.1. Gida endiistrisinde kullanimi

Polimerler, gida iiretiminde yogun sekilde kullanim alanina sahip olan 6zellikle jellesme,
stabilize etme gibi fizikokimyasal ozelliklere sahiptir. Karagenan, guar zamki, ksantan
zamki, alginat, pektin, agar, nisasta ve farkli kaynaklardan elde edilen B -glukanlar gibi
bir¢ok dogal polisakkarit hali hazirda gida endiistrisinde kullanilmaktadir. Glisemik yaniti
manipiile edici beta glukan iceren yogurtlar, beta glukan iceren kolestrol diisiirlicii ve
kalorisi azaltilmig ekmekler bu uygulamalardan yalnizca birkagidir. Farkli kaynaklardan
elde edilen B -glukanlar gida koyulastirici, emiilgator, diyet lifi takviyesi gibi alanlarda sikg¢a
kullanilmaktadir (Krpan, Srecec ve Krbavci¢, 2010). Beta-glukanlar, gida iiriinlerine dahil
edildiginde prebiyotik ozellikler gosterebilmektedir (Lam ve Chi-Keung Cheung,
2013).Bunlarin yani sira biskiivilerde, kurabiyelerde, siit ve siit iiriinlerinde, mayonezlerde,
sirkelerde kullanilmaktadir (Krpan ve digerleri, 2010). Saglik ve beslenme faydalarinin yani
sira B-glukan ayrica koyulastirma, stabilize etme, emiilsifikasyon ve jellesme gibi ¢esitli
uygun fonksiyonel Ozelliklere sahiptir. Bu 0Ozellikler, B-glukanin c¢orbalara, soslara,
iceceklere ve diger gida iiriinlerine katilma uygunlugunu belirlemektedir (Dawkins ve
Nnanna, 1995) (Burkus ve Temelli, 1999). B-glukanlarin gida sektériinde gesitli kullanim

ornekleri Cizelge 2.7°de verilmistir.

Cizelge 2.7. B-glukanlarin gida endiistrisinde kullanim alanlar1 (Krpan ve digerleri, 2010)

Gidadaki Islev B-glukan Adi Biyolojik Orjin Referans
.. Alcaligenes faecalis | (Jezequel, 2009)

Eiloﬁzlzgcl?a :\Z/Iuard;ag_ lukans Saccharomyces (Shukla ve Gregory, 2005) (Reed ve

yuias yap-g cerevisiae Nagodawithana, 1991)

< (Laroche ve Michaud, 2008); (Brennan ve
R{AZ%SZT:? E/Ia;n;%'_gllu 1;2:111 g{gama asi Tudorica, 2007); (Worrasinchai,

ya p-glu Y Suphantharika, Pinjai ve Jamnong, 2006)

s . (Laroche ve Michaud, 2008); (Thammakiti,
Emiilsifiye EPS Bakieri Suphantharika, Phaesuwan ve Verduyn,
Edici Maya B-glukan1 | Bira Mayasi 2004.)
Su Tutucu Maya B-glukan1 | Bira Mayasi (Thammakiti ve digerleri, 2004)
Yag baglayici Maya B-glukan1 | Bira Mayasi (Thammakiti ve digerleri, 2004)
Film Ozellikleri | SUrdian Alcaligenes faecalis | ) . ocne ve Michaud, 2007)

B-glukan Mantar

LDL Kolesterol ) (Nicolosi ve digerleri, 1999) (Queenan ve
Diisiiriicii p-glukan Yulaf digerleri, 2007)
Kan Sekeri . . . . .

o Kida ve digerleri, 1992) (Nicolosi ve
Seviyesi B-glukan Maya Eiigerleri 1599) ) (
Diisiiriicli ’

. - Saccharomyces (Sucher R. E, Robbins E. A., Sidoti D. R,
Diyet Lifi P-glukan cerevisiae Schuldt Jr. E. H., 2002)
R B-glukan

Prebiyotik hidrolizatlann | U1af (Synytsya ve digerleri, 2009a)
Uygulamalar B-glukan Pleurotus mantari
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2.5.2. Kozmetik endiistrisinde kullanimi

[-Glukan, genel koruyucu kremler, merhemler, tozlar ve siispansiyonlarda kullanilmaktadir
(Zhu ve digerleri, 2016). Biyopolimerler, dogal ve siirdiiriilebilir hammaddeler olduklar1 i¢in
kozmetik biliminde popiilaritesi artmaktadir. Protein ve karbonhidratlar da dahil olmak
iizere farkli tiirde biyopolimerler, eski zamanlardan beri kozmetik ajanlar olarak yaygin
olarak kullanilmaktadir (Augustine ve digerleri, 2013). Yapilan ¢calismalar -glukanin deriye
epidermise ve dermise derinlemesine niifuz ettigini gostermekte ve saglikli cilt bakimi ve
yaslanma belirtilerinin kozmetik tedavisinde B-glukanin kullanimimi desteklemektedir. -
glukanin cilt yaslanmasimi geciktirebildigini, cilt beyazlatma etkisi sagladigin1 ve cilt

hasarin1 etkili bir sekilde iyilestirdigini gostermistir (Jeon ve digerleri, 2001).

Kozmetik sektoriinde 6zellikle hiicre yenileyici 6zelliginden dolay1 beta glukan igerikli
kremler bulunmaktadir. Yapilan c¢alismalarda; beta glukanin epidermis hiicrelerini
yeniledigi, yashlik etkilerini geciktirdigi, cilde esneklik kattig1 goriilmiistiir (Aslankog ve
digerleri, 2020). Bir¢ok marka beta glukan igerikli serumlar, sa¢ kremleri, viicut losyonlart,

cilt maskeleri gibi tirlinleri piyasaya stiriilmiistiir.

Seliiloz, kitin, dekstrinler, pektin, ksantan zamki, hiyaliironik asit, kondroitin siilfat, guar
zamki, agar, alginatlar ve karagenan gibi polisakkaritler, dogal kaynaklari nedeniyle ucuz ve
kolay temin edilebilir olduklarindan, kozmetikte uzun siiredir kullanilmaktadirlar
(Augustine ve digerleri, 2013). Uzun siireli bir glukan kullanimi, muhtemelen fibroblastin
uyarilmasindan ve kolajen iretiminin artmasindan kaynaklanan kirigik derinliginde,
yiiksekliginde ve genel piiriizliiliikte azalma gostermektedir (Vetvicka, Vannucci, Sima ve
Richter, 2019).

2.5.3. Yem endiistrisinde kullanimi

B-Glukanlar sadece gida ve ilag endiistrilerinde antikanser ve immiinomodiilator ajanlar
olarak degil, aym1 zamanda su lriinleri ve hayvancilik endiistrilerinde hayvanlarin dogal
bagisikligini arttirmak icin {retilmistir (Hee JUNG ve digerleri, 2007).Hayvancilik
endiistrisinde de beta glukan antibiyotiklerin hayvan ve insanlar iizerindeki olumsuz

etkilerini Onlemek amaciyla kullanilmaya bagslanmistir. Yapilan c¢alismalar sonucu
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hayvanlarda immiinstimiilant ve performans iyilestirici etkileri oldugu goriilmiistiir (Keser,
2008).

2.6. Beta Glukanlarin Coziiniirliigiinii Arttirmak: Karboksimetilasyon

Karboksimetilasyon, polisakkarit zincirine karboksimetil gruplarinin katilmasidir.
Polisakkaritlerin %10 ve/veya %20 alkol gruplarinin karboksimetil gruplar ile
eterlestirilebildigi Williamson eter sentezine dayanmaktadir. ilk asamada, polisakkaritlerin
hidroksil gruplarmm sodyum hidroksit ile reaksiyonu ile alkoksit gruplari iiretilir. ikinci
asamada, karboksimetil gruplar1 daha sonra alkoksit ve monokloroasetik asit (MCA)

arasindaki SN reaksiyonu yoluyla olusturulur (Chakka ve Zhou, 2020).

D-glukanlar, immiin stimiile edici etkileri ve terapdtik ajanlarin gelistirilmesinde biiyiik
potansiyele sahip oldugu bilinmektedir ve bu biyopolimerlerin biyolojik aktiviteleri gesitli
kimyasal modifikasyonlar yoluyla arttirilabilmektedir (Nie, Shi, Ding ve Tao, 2006).
Fonksiyonel gruplarin (karboksimetil, fosfat, siilfat) eklenmesi sonucu polisakkaritler sulu
ortamlarda daha ¢Oziiniir hale gelerek biyolojik etkinliklerini arttirmaktadir. Glukanlarin
¢Ozliniirliiglinii  artirmak amaciyla g¢esitli modifikasyonlar gelistirilmistir. Bunlar
karboksimetilasyon, siilfonasyon, asetilasyon, fosforilasyondur (D. L. Williams ve digerleri,

1991).

Karboksimetilasyon, polisakkaritin yapisindaki hidroksil (-OH) gruplarinin yerini karboksil
gruplarinin almasi sonucu olusur ve bu islem genellikle karboksimetillenecek biyopolimerin
alkali kosullarda monokloro asetik asit (MCA) igerisinde siispanse edilmesi sonucu
gergeklesir.  Primer ve sekonder alkol gruplarmin eterlestirilmesini  igerir.
Karboksimetilasyon az miktarda su ve suyla karisabilen organik ¢oziiciilerle gerceklestirilir.
Literatiirdeki ¢ogu yontemde, etil alkol ve su karisiminda sodyum hidroksit ve
monokloroasetik asit (MCA) kullanilarak gergeklestirilmistir (De Nooy, Rori, Masci,
Dentini ve Crescenzi, 2000).

Beta glukan (B-glukan) biyopolimerinin suda ¢Oziiniir ve ¢Oziinmez formlar
bulunmaktadirHer iki formun da nutrasotik sektorli icin gesitli amaglarla kullanildig:
bilinmektedir. Maya hiicre duvarlarindan elde edilen B-glukan, ¢dziinmeyen bir pargacik

yapisina sahiptir. Bu biyopolimerin ¢esitli kimyasal yontemlerle ¢oziindiiriilmesi, farkli
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sektorlerde kullanimiin Oniinii agmaktadir. Ciinkii polisakkaritlerin biyolojik aktiviteleri
coziiniirlikklerine bagl olarak degismektedir. Coziiniir f-glukanin bir¢ok biyolojik aktivitesi
olmakla birlikte c¢ozlinmeyen B-glukanin ¢oziindiiriilmesi, B-glukanlarin  olasi
uygulamalarinin da Oniinii agacaktir. B-glukanin ¢Oziinlirliglniin  ¢esitli  kimyasal
modifikasyonlar uygulanarak artirilmasi s6z edilen maddenin biyoyararlanimini arttiracaktir

(Karshioglu, Ertung, Hitit ve Akay, 2021a).

Karboksimetil beta glukanlar o6zellikle kimya, gida, ilag ve kozmetik sektorlerinde
kullannmda biiyiik potansiyel tasimaktadir. Polisakkaritlere yapilan bu kimyasal
tiirevlendirmeler polisakkaritlerin yapisinda bulundurduklari hidroksil (-OH) gruplarina
kimyasal gruplarin eklenmesi sonucu molekiiller arast ve molekiil i¢indeki etkilesimleri
azaltarak molekiiliin hidrofisitesini arttirmaya yoneliktir (Huang ve digerleri, 2013) (Ai ve
digerleri, 2007). B-glukanlarin suda ¢oziintirliikleri, insanlarda ve hayvanlarda kolesterol ve
tokluk serum glukoz seviyelerini diisiirmede 6nemli bir rol oynar (Kahlon ve Chow, 1997).
Cozilintir B-glukanlar sulu ¢ozeltide yiiksek viskozite gosterirler ve viskoziteyi artirarak
(sindirim sistemindeki hidrasyonun bir sonucu olarak) veya jel halindeki maddeler
olusturarak cesitli besinlerin absorpsiyonunu yavaslatabilirler. Coziiniir arpa p-glukanlari,
bagirsak yolunda sindirimin viskozitesini arttirir ve bdylece nisastanin sindirim ve emilimini
yavaglatir (Gaosong ve Vasanthan, 2000). Karboksimetillenmis p-glukanlarda (CM-
glukan), glukanin yapist yer degistirme derecesine baglidir ve bu ikame derecelerinin
artmas1 sonucu glukan ii¢lii sarmal yapisindan tekli sarmal yapiya gegis yapar ve ¢oziiniirliik
artirtlmis  olur. Coziinilirliigli artirilan  B-glukanin, farmasotik, kozmetik, biyomedikal

uygulamalarinda kullanim alan1 genisler (Yuan, Lan, He, Li ve Ma, 2020).

Karboksimetillenmis polisakkaritler, demir iyonu indirgeme kapasitesini artirarak
antioksidan Ozelliklerini de gelistirmektedir (Francini Y. Kagimura ve digerleri, 2015a).
Ayrica karboksimetillenmis beta glukanlarda ortaya ¢ikan ¢oziiniirliilk ve azalan viskozite
sonucu kanserli hiicrelerin antiproliferasyonu ve daha gelismis antioksidan aktivitelere sahip
olacagi da belirlenmistir (Babincovéa ve digerleri, 2002). CMPglu'nun radikal siipiiriicii
aktivitesi dolayisiyla antioksidan 6zelliginin artmasi sonucu artrit tedavisinde kullanimi1 da
olas1 tibbi uygulamalarindan yalnizca biridir. Karboksimetillenmis beta glukanin radyoaktif
etkileri, kan kaybina kars1 giiclii koruyucu etkileri (hemopoezi) oldugu yapilan ¢alismalarla
kamtlanmistir (Alekseev, Reznitskii, Vereshchagin, Vasil’ev ve Vakalova, 1994); (Kofuji
ve digerleri, 2012).
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(Sandula, Kogan, Kadurdkova ve MacHova, 1999) yapmis olduklarini bir calisma
sonucunda karboksimetillenmis Saccharomyces cerevisiae mayasina ait beta glukanin (1-
3)-B-D-glukanin, karsinom hiicrelerini inhibe ederek dolayisiyla pulmoner metastazlar1 da
inhibe ettigini bulmustur. Beta glukanlarin bir¢ok hastaliga (insan vendz iilserleri, tip I ve
tip I diyabet, artrit gibi) tedaviye ek terapotik ajan olarak kullanimi ve ¢dziiniirliigiiniin
arttirtlmasi ile dolayisiyla biyoyararlanimimin da arttirilmasi biyolojik ve biyoteknolojik
acidan ¢ok oOnemli olmakla birlikte bu konuda yapilacak klinik c¢aligsmalara ihtiyag
duyuldugunu gostermektedir. (Upadhyaya, Singh, Agarwal ve Tewari, 2014), yapmis
olduklar1 bir c¢alismada karboksimetilasyonu wugratilmis kitosanlarin  biyomedikal
potansiyellerini aragtirmistir. Biyouyumluluk, yiiksek oranda nem tutma kapasitesi gibi
ozellikleri karboksimetil kitosanin normal kitosandan daha fazla antimikrobiyal 6zelligi
oldugunu ve bu sebeple hidrojel ve yara iyilestirme uygulamalarinda potansiyel bir
kullanim1 oldugu goriilmiistiir. Karboksimetilasyon yapilmis kitosanin biyouyumlulugu,
biyomateryal olarak ¢esitli doku miihendisligi ¢alismalarinda kullanilabileceginin bir
gostergesidir. Kitosanin karboksimetilasyonu, ¢oziiniirliigiinii arttirarak ¢6ziinmez haldeki
ilaclarin verilmesi i¢in bir ara¢ haline getirerek biyoyararlaniminmi arttirir. Karboksimetil
kitosanin nanopartikiillere islenmesinin de biyosensor, gen tedavisi, ilag dagitimi gibi
sektorler i¢in 6nemli bir unsur oldugu da bu arastirma sonucu ortaya konmustur. Ayrica
birgok immiinomodiilator aktiviteye sahip olan fungal B-glukanlar, eger suda ¢oziinmez
formda parentetal yolla uygulanirsa ¢ok ciddi yan etkilere (graniilom olusumu,
mikroembolizasyon, agri, inflamasyon) sebep olmaktadir. Bu durumu 6nlemek igin B-
glukan biyopolimerinin suda ¢Oziniir forma gecirilmesi ve bu amagla kimyasal

modifikasyonlarin uygulanmasi 6nemlidir (Upadhyaya ve digerleri, 2014).

B-glukanlara uygulanan bazi kimyasal modifikasyonlar ve fizyolojik islevleri Cizelge 2.8’de

verilmistir.
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Cizelge 2.8. B-glukan modifikasyonlar1 ve iirtinlerinin fizyolojik islevleri (Bai ve digerleri,

2019)
Uygulanan Kullanilan Beta Beta Glukan .
Modifikasyon Glukan Kaynagi Fonksiyon Referans
i . ('Sun, Shi,
Siilfonasyon [(31_;_ 3|)u I((lan_) 6) rilélistilra virescens / Antitimor Wang, Fang ve
g Huang, 2017)
. 1-3)1—6)- Immiin sistem (Sunve
Sillfonasyon B -D-glukan Maya module edici digerleri, 2017)
i - . (Francini
Karboksimetilasyon (1—3) (1 —6) Lasiodiplodia Antioksidan Kagimura ve
B -D-glukan theobromae / mantar .o .
digerleri, 2015a)
L (1 > 3)(1 - 6)- | Pleurotus tuber - (H. Xu ve
Karboksimetilasyon B -D-glukan rejimi / mantar Antitimor digerleri, 2016)

Karboksimetilasyon | (1 — 3) (1 — 6) - . . .. e M. Wang ve
- siilfonasyon y E -D—gl)uE(an ) Poria cocos /mantar | Immunomodiilatér Eligerleri,QZOl 6)
Safra aside
. 1—-3)(1 —>6)- baglama De Souza ve
Asetilasyon E& -D—gl)uE(an : Yulaf kaﬁasitesinin Eiigerleri, 2015)
artirtlmasi
Fosforilasyon (1 -3)(1—6)- | Saccharomyces hn_m_l'in stimiile (Shi, Shi ve Li,
B -D-glukan cerevisiae /maya edici etki 2014)

2.7. Serbest Radikaller

Oksijen molekiilii insan yasami i¢in olduk¢a dnemli bir unsur olmasina ragmen metabolizma
esnasinda {iretilen bazi reaktif oksijen tiirleri viicuda zarar verme egilimine sahiptir (Diplock
ve digerleri, 1998). Hiicreler enerji iiretimi i¢in oksijen kullanarak mitokondri tarafindan
serbest radikaller dedigimiz yan iirlinler {iretilmesine yol agmaktadir. Serbest radikaller, dis
orbitalinde bir veya birden fazla sayida eslenmemis elektron barindiran, kararsiz, saldirgan
ve diger radikallerle etkilesime girme yetenegine sahip olan molekiillere verilen addir
(Balakrishnan, Kandasamy ve Nithyanand, 2014). Reaktif oksijen tiirleri (ROS), normal
oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda olusan siiperoksit radikali (O -—), hidrojen
peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OHe)'dir (Cizelge 2.9). Giinliik hayatimizda sigara
icmek, giines 1sinlarina uzun siire maruz kalmak, duygusal stres, sagliksiz beslenme gibi
sebeplerden otiirli serbest radikallere siirekli maruz kalinmaktadir (Tiwari ve Jatawa, 2011).

Reaktif oksijen tiirlerinin kaynaklar1 Cizelge 2.10’da verilmistir.
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Cizelge 2.9. Reaktif oksijen tiirleri (Chiurchiu ve MacCarrone, 2011)

Radikal reaktif oksijen tiirleri Radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri
Siiperoksit Radikal Hidrojen Peroksit
Hidroksil Radikal Lipid Hidroperoksit
Alkoksil Radikal Hipoklorik Asit
Peroksil Radikal Ozon

Cizelge 2.10. Reaktif oksijen kaynaklari (Aslankog ve digerleri, 2019)

Endojen kaynaklar Ekzojen kaynaklar
Mitokondri UV iginlari
Peroksizom Radyasyon
Lipoksijenaz Sigara ve hava kirliligi (Cevresel toksinler)
NADPH Oksidaz Inflamatuvar Sitokinler

Bazi serbest radikaller normal metabolizma esnasinda ortaya ¢ikarak yararli roller

istlenebilir (Das Sarma, Mallick ve Ghosh, 2010). Bunlardan birkagz;

e Atardamarlardaki kan akisinin kontrolii,

e Enfeksiyona kars1 savasmak,

e Beyni uyanik ve odakta tutabilmek,

e Diistik seviyelerdeki bazi serbest radikaller sinyal molekiilleri olarak gérev yapmasi,

e Nitrit oksit ve siiperoksit gibi serbest radikallerin, virus ve bakterileri zehirlemek

amaciyla bagisiklik hiicreleri tarafindan yiiksek miktarda tiretilmesi.

Oksidanlar DNA, lipid, protein, hiicre zar1 gibi kisimlarda ¢esitli hasarlara sebep olarak bazi
hastaliklarin olusumunda rol alirlar. Bu hastaliklardan birkaci kanser, ateroskleroz, diyabet,
astim gibi ¢esitli solunum yolu rahatsizliklari, nérolojik bozukluk, hipertansiyon, romatoit
artrit, deri hastaliklar1, Behcet hastaligi, iskemi, katarakttir (Balakrishnan ve digerleri, 2014);
(Z. X. Gao, Rao ve Li, 2017). Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu inflamasyon,
radyasyon, yaslanma, kimyasal maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin etkisiyle artar.
Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasar, yasla birlikte artar ve kronik
rahatsizliklara, bagisiklik sisteminin zayiflamasina ve yasami tehdit eden diger birgok
hastaliga neden olur (Tiwari ve Jatawa, 2011). Bu serbest radikaller metabolizma igerisinde

durmaksizin tretilmekte ve antioksidanlar adi verdigimiz savunma sistemleri ile ortadan
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kaldirilmaktadir. Fakat serbest radikal (oksidan) artisinda veya onlari baskilayan antioksidan
savunma sisteminde azalma meydana geldiginde sistem ¢okmekte ve bu durum sonucunda
oksidatif stres adin1 verdigimiz bir durum ortaya ¢ikmaktadir (Pham-Huy, He ve Pham-Huy,
2008). Oksidatif stresin, serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasariyla birgok
kronik hastaligin komplikasyonlarina (aterogenez, amfizem/bronsit, Parkinson hastaligi,
Duchenne tipi muskiiler distrofi, serviks kanseri, alkolik karaciger hastaligi, Diabetes
mellitus, akut renal yetmezlik, Down sendromu, yaslanma, serebrovaskiiler bozukluklar)
gibi durumlarin patogenezinde oksidatif stresin roliinden sb6z edilmektedir. Serbest

radikallerin sebep oldugu bazi hastaliklar Cizelge 2.11°de verilmistir.

Cizelge 2.11. Serbest radikaller ve yarattig1 hastaliklar

Hastaliklar

Kaynak

Kanser

Serbest radikaller, genetik materyalin yapisindaki bilesenler ile
reaksiyona girerek DNA’nin  bazlarma ve omurgasina
modifikasyon, mutasyon gibi zararlara sebep olur ve kanser
dokularinda hasar meydana getirmektedir. Bu durum onkogen
aktivasyonuna ve krozomozal bozukluklara yol agabilir. Serbest
radikallerin saldirisin1 durduran antioksidan adli bilesiklerin anti-
tiimor rolii oldugu da bilinmektedir.

Tiwari ve
Jatawa, 2011

Romatoit Artrit

Romatizmal eklem iltihabinin ilerlemesi, inflamasyon bolgesinde
bulunan reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine baglidir.

X. Wang ve
digerleri, 2022

Kalp-damar
hastaliklar1

Notrofiller, makrofajlar gibi spesifik inflamatuvar hiicreler veya
oksidaz, mitokondri gibi bazi enzimler serbest radikalleri
rettiginde lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres sonucu felce yol
acabilmektedir. Deneysel kanitlara gore oksidatif stress; iskemi,
kardiyomiyopati, hipertansiyon ve kalp hipertrofisi gibi 6nemli
hastaliklarin olusumunda rol oynamaktadir. Diyet
antioksidanlarinin bir kisminin, atheroskleroz gen ekspresyonunu
potansiyel olarak olumlu ydnde etkileyebilecegi kanitlanmigtir

Pham-Huy ve
digerleri, 2008

Akciger
Hastaliklar:

Serbest radikallerin hiicrelerde meydana getirmis oldugu hasar,
bronglardaki iltihaplanmanin bir sebebi olarak kabul edilmektedir
ve yapilan bazi aragtirmalar sonucu ROS tiirlerinin astima yol
acabilecegi goriillmiistiir.

Percival, 1996

Diyabet

Serbest radikallerin yol actig1 oksidatif hasar, insulin direnci, tip II
diyabet ve disglisemi gibi rahatsizliklarda onemli &lglide rol
almaktadir. Diyabet hastalarinda yiikksek ROS konsantrasyonu
gozlenmektedir.

Jay, Hitomi ve
Griendling, 2006

Norodejeneratif
hastaliklar

Reaktif oksijen tiirlerinin ndron kaybina sebep olmasinin ardindan
hafiza kayb1, MS (multiple skleroz), depresyon gibi hastaliklara yol
acma olasiliginin oldugu bulunmustur.

Pham-Huy ve
digerleri, 2008

Yaglanma

ROS iiretimi yasa bagl olarak artar ve oksidasyon sebebiyle olusan
mitokondriyal hasar olasilig1 da bununla birlikte artar. Oksidatif
stress, antioksidan aktiviteye sahip olan diyet bilesenleri ile module
edilebilir ve bu da olusabilecek hastaliklarin azalmasina neden
olmaktadir.

Meydani, 2001

Nefropati

Kronik bdbrek yetmezligi, tiremi, glomeriilonefrit ve proteiniiri
gibi bobrek hastaliklarinda oksidatif stres 6nemli rol oynar. Reaktif
oksijen tiirleri, diyabetik nefropatiyi destekleyen diisiik yogunluklu
lipoproteinlerin ve diger lipidlerin oksidasyonunu baslatir.
Plazmadaki endojen antioksidanlar oksidasyon hizini baskilar.

Mshelia, 2004




35

Birgok rahatsizliga sebep olmasindan dolay1, metabolizmay1 serbest radikallerden korumak
ve bu radikallerin yarattig1 oksidatif hasari en aza indirgemek i¢in yeni dogal
antioksidanlarin kesfi ¢ok onemlidir. Hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda bol miktarda
bulunan polisakkaritlerin radikal siipiiriicii etkileri kanitlanmistir (Tsiapali ve digerleri,
2001); (Zhang, Li, Xiao, Xie ve Yang, 2022). Polisakkaritlerin biyolojik aktivitelerinin ise
suda ¢oziiniirligline baglh oldugu yapilan ¢alismalar sonucu belirlenmistir (Xia ve digerleri,
2021).

2.7.1. DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) radikali

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidraz) (Sekil 2.17), kararli ve serbest bir radikaldir (Sharma ve
Bhat, 2009). DPPH radikalinin iiretim gerektirmemesi, sabit olmas1 gibi sebeplerden dolay1
antioksidanlarin aktivitesini belirlemede ucuz, hizli, dogru ve kolay bir yontem olarak kabul
edilen yaygmn kullanilan spektrofotometrik yontemdir. DPPH reaktifinin zayif
antioksidanlarda dahi etkilesim meydana getirmesi yontemin avantajlarindan biridir (Kedare

ve Singh, 2011).
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Sekil 2.14. DPPH radikali (Pyrzynska ve Pe, 2013)

2.7.2. Hidroksil radikali

Hidroksil (OH") radikali, Sekil 2.18’de de gosterildigi gibi hidrojen peroksitin bazi gegis
elementleri varliginda indirgenerek hidroksil (OH")’e doniistiiriillmesi sonucu olusur. Bu
indirgenme reaksiyonuna Fenton reaksiyonu adi verilir. Siiperoksit radikalinin fenton
reaksiyonu sonucu olugsan metal iyonlart ile yeniden kullanilmasinda da Haber-Weiss
reaksiyonu etkilidir. Hidroksil radikali, biyolojik molekiiller ile olusturdugu giiclii
reaksiyondan dolay1 reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) arasinda en giicliisii olarak

degerlendirilmektedir (Aslankog ve digerleri, 2019).
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Fe** + 0, Fe®*+ 0,
Fe’* +H.,0, Fe* + HO + OH- Fenton Reaksiyonu
0, + H,0; 0O, +HO +0H  Haber-Weiss Reaksiyonu

Sekil 2.15. Hidroksil radikali tepkimeleri (Chawla, Beers-Mulroy ve Tidmarsh, 2019)

2.7.3. Siiperoksit anyon radikali

Stiperoksit radikali (O2) (Sekil 2.19), aerobik hiicrelerde organizmanin yasami igin gerekli
olan ve oksijen molekiiliiniin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelen bir
radikaldir. Bu serbest radikal, programli hiicre 6limii (apoptoz), yaslanma gibi bircok
biyolojik prosesi diizenleyen sinyal gorevi goren bir molekiildiir. Antioksidan savunma
sisteminin yetersiz kalmasi sonucu olusan asir1 siiperoksit anyon radikali olusumunda
meydana gelen oksidatif stres biyomolekiillere zarar vererek fizyolojik fonksiyonlari
bozmaktadir. Bu bozulmalar sonucu hastaliklar ortaya g¢ikmaktadir. O2’nin ortamdan
stiptiriilmesi, ¢esitli bilesiklerin antioksidan aktivitesini test etmekte yaygin kullanilan bir

yontemdir (Chiste, Freitas, Mercadante ve Fernandes, 2015).

O,+e = 0O,

Sekil 2.16. Siiperoksit anyon radikalinin yapisi (Ann Liebert, Evans ve Goldfine, 2000)

2.8. Oksidatif Stres

Viicut hiicrelerin enerji ihtiyacint karsilamak amaciyla siirekli oksijen molekiiliiyle
reaksiyona girmektedir. Oksidatif stres ise, bu reaksiyonlar sonucu olugsan serbest radikaller
ile hiicrelerin antioksidan ozellikleri arasindaki dengesizlikten kaynaklanan bir hasardir.
Serbest radikallerin ¢ogalmasi ve antioksidan miktarinin {istiine ¢ikmasi sonucu hiicrelerde
olusan oksidatif stress, birgok norodejeneratif hastalifin olusumunda rol alir. Parkinson
hastaligi bunlardan biridir (Gandhi ve Abramov, 2012). Ayrica (Pisoschi ve Pop,
2015)tarafindan yapilan bir ¢alisma sonucu oksidatif stresin Down sendromunun biyolojik

yapisinda rol aldig1 da kanitlanmistir (Pisoschi ve Pop, 2015). Oksidatif stresin atheroskleroz
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gibi ciddi damar tikaniklig1 hastaliklarinda, reaktif oksijen tiirlerinin onkogenleri stimiile
etmesi sonucu olusan oksidatif stresin de kanser patogenezinde rol aldigr gorilmiistiir

(Tandon, Sharma, Mahajan ve Bardi, 2005).

2.9. Antioksidanlar

Reaktif oksijenlerin olusumunu bloke etmek, serbest radikallerce meydana gelen oksidatif
stresin hiicrelere verdigi hasar1 Onlemek gibi gorevlere sahip savunma sistemlerine

“antioksidan savunma sistemi” denmektedir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Antioksidanlarin etki mekanizmasi;

1. Toplayici etki: Oksidanlar1 baskilayarak zayiflatma etkisidir.

2. Bastiricr etki: Oksidanlarla etkilesime girme sonucu onlara bir hidrojen (H) atomu
vererek saldirganliklarinit durdurma, inaktive etme etkisidir.

3. Zincir kiricr etki: Oksidanlar1 baglayarak zincirlerini ayirip fonksiyonlarini engelleme
etkisidir.

4. Onarici etki: Oksidanlarin meydana getirmis oldugu hiicre hasarlarin1 onarma etkisidir.

Antioksidanlar, iki ana grupta incelenmektedir. Bunlar; 1) enzimatik antioksidanlar, 2) non-
enzimatik antioksidanlardir. Enzimatik antioksidanlar kendi igerisinde alt gruplara
ayrildiklart gibi, enzimatik olmayan antioksidanlar da endojen kaynakli ve ekzojen kaynakli
olmak tizere iki alt gruba ayrilmaktadir (Carocho ve Ferreira, 2013).Endojen antioksidanlar,

enzim ve enzim olmayanlar olmak tizere iki sinifa ayrilirlar (Cizelge 2.12).
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Cizelge 2.12. Endojen antioksidanlar (Da Costa, Badawi ve EI-Sohemy, 2012)

Enzim endojen antioksidanlar

Enzim olmayan endojen antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz

Melatonin

Glutatyon Peroksidaz

Seruloplazmin

Glutatyon S-Transferaz

Transferrin

Katalaz

Miyoglobin

Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz Sistemi

Hemoglobin

Hidroperoksidaz

Ferritin

Bilirubin

Glutatyon

Sistein

Metiyonin

Urat

Laktoferrin

Alblimin

Ekzojen antioksidanlar,

vitaminler,

siiflandirilabilirler (Cizelge 2.13)

Cizelge 2.13. Ekzojen antioksidanlar (Carocho ve Ferreira, 2013)

ilaclar ve gida antioksidanlari

olmak {zere

Vitamin ekzojen
antioksidanlar

flag olarak kullanilan ekzojen antioksidanlar

Gida antioksidanlari

a-tokoferol (vitamin E).

Ksantin oksidaz inhibitorleri

Biitil Hidroksi Toluen (BHT)

B-karoten

NADPH oksidaz inhibitorleri

Biitilhidroksianisol (BHA)

C vitamini (askorbik asit)

Rekombinant siiperoksit dismutaz

Sodyum Benzoat

Folat (folik asit)

Trolox-C (vitamin E analogu)

Etoksisin

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar

Propil Gallat

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar
(mannitol, albiimin)

Demir redoks dongiisii inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1 ve 10)

Demir selatorleri

Stiperoksit Dismutaz

Antioksidan savunma sisteminin etkinligi; E vitamini, C vitamini ve karotenoidler gibi

antioksidan vitaminleri ve esansiyel iz mineralleri iceren gidalarin yeterince alinmasina

baglidir (Duthie, Wahle ve James, 1989). Bu vitaminler birlikte etkin bir sekilde ¢alisarak

hastalik ve hasarlara neden olan zararli reaktif oksijen tiirlerinin etkisini yok etmektedir. E

vitamini (tokoferoller), yagda c¢oziinebilen baslica antioksidanlardan olup tiim hiicre
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membranlarinda bulunmakta ve ¢oklu doymamis yag asitlerini oksidasyona karsi
korumaktadir (Diplock ve digerleri, 1998). E vitamininin yiiksek dozlarda diyete ilavesinin
LDL diizeylerini 6nemli 6lclide artirdigi ve oksidatif strese karsi olduk¢a koruyucu oldugu
bildirilmektedir (Reaven, Khouw, Beltz, Parthasarathy ve Witztum, 1993). Askorbik asit de
viicudun ekstraseliiler sivilarinda bulunan ve suda ¢oziinebilen 6nemli bir antioksidandir.
Viicutta sentezlenemedigi i¢in gidalarla disaridan alinmasi gerekmektedir. Karotenoidler
ise; antioksidan aktivitelerini serbest radikal reaksiyonlarina katilarak zararli hidrojen
peroksitlerin olusum hizini1 azaltmak suretiyle gosterirler (Di Mascio, Murphy ve Sies,
1991). Ozellikle bitkisel gidalarda bulunan fenolik bilesikler de indirgen ajan, hidrojen
verici, tekli oksijen yakalayict ve metal kelator olmalart nedeniyle énemli antioksidanlar
arasinda sayilmaktadir (Rice-Evans, Miller’, Bolwell’, Bramley ve Pridham’, 1995).
Selenyum, bakir, manganez ve ¢inko gibi mineraller de koruyucu enzimlerin yapilar1 ve

katalitik aktiviteleri i¢in gereklidir (Diplock ve digerleri, 1998).

2.10. Sitokinler

Polisakkaritler; makrofaj, T lenfosit, B lenfosit, sitotoksik T lenfosit, dogal oldiiriicii
hiicreler gibi bir¢cok efektor hiicreleri TNF-o, IL-1 gibi sitokinleri eksprese ederek
aktivasyon saglamaktadir (Lei Chen ve digerleri, 2019).

Dogal polisakkaritlerin anti-inflamatuvar aktiviteleri deneysel olarak tespit edilmis ve
inflamasyonu engellemek ve kontrol etmek icin nanomalzemelerde yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir. Dogal polisakkaritlerin sitokinler (IL-1p, IL-6, TNF-a) ve nitrik
oksit (NO) gibi inflamasyonla ilgili aracilar iizerinde supresif bir etkisi oldugu ve iltihaph
hiicrelerin sismesini azalttig1 yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir (Ullah, Khalil, Shaukat ve
Song, 2019).

Sitokinler, bagisiklik tepkisini diizenlemek ve etkilemek icin makrofajlar ve lenfositler
tarafindan salgilanan ve immiin sistem hiicrelerinin proliferasyonunda ve farklilagmasinda
rol oynayan, hiicreler arasi iletisimi saglayan proteinlerdir. Proinflamatuar sitokinlerin
salinimi, bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonuna, iiretimine ve ayrica baska sitokinlerin de
salinmasina yol acacaktir. Yapilan calismalar ¢ok sayida hastaligin patogenez veya
tedavisinde sitokinlerin rolii bulundugunu ortaya koymaktadir (Habtemariam, 2013).Dogal

immiinitede rol oynayan sitokinler arasinda, timor nekrozis faktor-alfa (TNFa), interlokin 1



40

(IL-1), interldkin 6 (IL-6), interldkin 10 (IL-10) ve interldkin 12 (IL-12) vardir. interlokin-
1B (IL-1pB), monosit/makrofaj kokenli ikinci en belirgin proinflamatuar sitokin IL-1p'dir. IL-
1B'nin kronik inflamatuar durumlarin patolojisindeki rolii iyi bilinmektedir (Gabay,
Lamacchia ve Palmer, 2010). IL-1beta, otoinflamatuvar hastaliklara aracilik etme roli
nedeniyle IL-1 ailesinin en ¢ok ¢aligilan tiyesidir (Dinarello, 2009). Baz1 klinik ¢aligmalar,
IL-6'ya kars1 bir monoklonal antikorun, romatoid artrit tedavisinde faydal etki gdsterdigini
gostermistir (Blanco Alonso ve Agudo Bilbao, 2009). Arastirmalar IL-6’nin Crohn’s
hastaligi, Romatoid artrit, Alzheimer hastalig1 ve tip 2 Diabetes mellitus hastaliginda rol

oynadigini bildirmistir (Maggio, Guralnik, Longo ve Ferrucci, 2006).

TNF bir¢ok hiicre tipinde salgilanan bir glikoproteindir. TNF’nin hiicresel kaynagi LPS ile
aktive olan mononiikleer fagositlerdir. Iki cesit TNF vardir. Bunlar; genellikle aktif
makrofajlardan salman TNF-a (kasektin) ile aktif T hiicrelerinden salmman TNF-f
(Ienfotoksin)’dir (Habtemariam, 2013);(Raffacle Badolato ve digerleri, 1994) TNF-a,
monositler/makrofajlar tarafindan salgilanan baslica proinflamatuvar sitokenlerden biridir.
TNF-a nétrofiller, aktive olmus lenfositler, NK hiicreleri, endotelyal hiicreler ve mast
hiicreleri tarafindan salgilanan proinflamatuvar sitokindir (Steinke ve Borish, 2006). TNF-a,
fagostozu arttirarak ve siiperoksitlerin salinimina yol acarak solunumun bozulmasina neden
olur. Bunun disinda, 16kositleri uyararak mikroorganizmalara ve tiimor hiicrelerine karsi
etkinin ortaya ¢ikmasina neden olur (Steinke ve Borish, 2006); (Samlaska ve Winfield,
1994). TNF-a, monositlerin IL-6 ve 1L-8 gibi inflamatuvar sitokinleri yapma kapasitesini
arttirir. TNF-o artik romatoid ve osteoartrit, ankilozan spondilit, Crohn hastalig1 ve iilseratif
kolit, sedef hastalig1 vb. dahil olmak {izere kronik inflamatuar hastaliklar i¢in ana hedef
olarak kabul edilmektedir (Wong ve digerleri, 2008); (Vinay ve Kwon, 2012). TNF-a, IL-
1B ve IL-6 serbest birakildiktan sonra vaskiiler endotelyal hiicreleri ve l6kositleri aktive

ederek ¢esitli adezyon molekiillerinin ekspresyonuna yol agar (Habtemariam, 2013).

Interleukin-10 (IL-10), monositlerden ve diger aktive edilmis bagisiklik hiicrelerinden
salinan bagka bir sitokindir. IL-10, TNF-a dahil sitokinlerin iiretimini azaltma yeteneginden
dolay1 baslangigta sitokin sentezi inhibitér faktorii olarak adlandirilmistir (Mocellin,
Marincola ve Young, 2005). Bu sitokin bu nedenle immiinsupresif olarak kabul edilir ve
iretim seviyesi, AIDS gibi hastaliklarda yaygin olan enfeksiyona duyarhilikla iligkilidir

(Barcellini ve digerleri, 2000). IL-10 uygulamasi, soriasis, Crohn hastaligi, romatoid artrit



41

ve diger bircok kronik enflamatuar hastaliktan muzdarip hastalara fayda sagladigi

bilinmektedir (Mocellin, Marincola, Rossi, Nitti ve Lise, 2004).

Monositlerden/makrofajlardan proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1p ve IL-6) {iretimi
ve salinimi, kronik inflamatuar hastaliklarin patogenezinde kritik rol oynamaktadir. Birgok
bitkisel ilacin anti-inflamatuar etkisinin, TNF-a, IL-1B ve/veya IL-6 salmimimin giiglii

baskilayici etkisine atfedildigi gosterilmistir (Habtemariam, 2013).
2.11. Mikrobiyom, Probiyotik ve Paraprobiyotikler

2.11.1. Mikrobiyom

Insanlar da dahil olmak {izere bircok hayvanin ve birgok canlmin sahip oldugu toplam
mikroorganizma popiilasyonuna mikrobiyota ad1 verilir. Insan mikrobiyotasinda yaklasik
olarak 100 trilyon mikrobiyal birey vardir. Mikrobiyotalar kisiye spesifiktir ve mikrobiyota
cesitliligi bireyin yil, dogum sekli, diyet bi¢imi, antibiyotik kullanim1 ve g¢evresel birgok
etkene baglidir. Mikrobiyom adim1 verdigimiz ekosistem mikrobiyal hareketlilikler
sonucunda olusan metabolitler, genler, enzimler ve bulunduklari ortam i¢in kullanilan bir
kavramdir. Intestinal mikrobiyomumuzda yararli olan bakteriler bulunmaktadir. Bunlardan
en ¢ok bilinen ve iglerinde tizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan tiirler arasinda Lactobacilllus ve
Bifidobacterium vardir. Mikrobiyotay1 etkileyen bir diger 6nemli faktor ise prebiyotik ve
probiyotik gida tiiketimidir. Fonksiyonel gidalarin en 6nemli grubu olan probiyotikler yeterli
miktarda alindiginda konakgiya saglik yarari saglayan canli mikroorganizmalar olarak
tanimlanmaktadir. Probiyotikler sadece Lactobacillus, Bifidobacterium gibi bakteri tiirlerini
degil ayn1 zamanda Saccharomyces spp. gibi maya tiirlerini de igerebilir. Normalde zaten
mikrobiyotada bulunan bu yararli bakteri ve mayalar disaridan dogal olarak bunlar1 igeren

gidalarla, gida takviyeleriyle veya farmasotik sekillerde alinabilmektedir (Yangilar, 2015).

Son yillarda yapilan ¢alismalar sonucunda canli olmayan mikroorganizmalarin ve onlarin
bilesenlerinin de probiyotikler gibi saglik {lizerinde olumlu etkileri oldugu saptanmistir.
Canli olmayan probiyotiklere "paraprobiyotik” denmektedir. Postbiyotikler ise
organizmalarin metabolitleri, hiicre igermeyen silipernatantlar, fonksiyonel enzimler/
proteinler, hiicre disina salgilanan ekzopolisakkarit adin1 verdigimiz EPS'ler, teikoik asitleri

igeren bir gruptur. Ornegin fermente siit iiriinlerinde bulunan laktik asit bakterileri (LAB),
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laktik asit, bakteriyosin, peptidoglikan gibi bircok postbiyotik olarak degerlendirilecek

metabolit salgilamaktadir (Siciliano, Reale, Mazzeo, ve digerleri, 2021).

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak tanimlanabilmesi i¢in gereken esas Ozellik
bagirsaga kadar sindirilmeden ulasabilmesi ve bagirsakta epitel hiicrelere tutunma
yetenegine sahip olmasidir. Probiyotik bakterilerin bagirsaga yapisma 6zelliginin (adezyon)
patojenlere kars1 bir bariyer olusturmasi, patojenlerin epitel hiicrelere baglanmasini 6nemli
oOl¢iide azaltmaktadir (Yesilova ve digerleri, 2010). Probiyotiklerin canli olma zorunlulugu
onlarin bazi1 gidalarda kullanimimi kisitlamaktadir. Fakat postbiyotik ve paraprobiyotikler
iiretimi sirasinda 1s1l iglem gerektiren irlinlere kolayca eklenebilmeleri, canliligin yok
olmasi gibi bir kaygt olmadig1 i¢in soguk zincir sistemine gereksinim olmamasi, deponma
ve tasinma islemlerinin probiyotiklere kiyasla daha kolay olmasi1 gibi avantajlar1 sebebiyle

gidalarda daha sik kullanim1 6nem kazanmaktadir.

Gida Kaynakli Aminler

E3€ta Glucan / Mikrobiyot"q Oksidasyon
E— > Asetilasyon
Mikrobiyota Metabolitleri

ornegin SCFA

SCFA'larn islevleri (mikrobiyota metabolitleri)
-Mukozal gen ekspresyonunun diizenlenmesi.

-Farklilasma ve apoptoz.

-Daha diistik kolonik pH (patojenleri inhibe eder).
-Bifidobacteria ve lactobacilli gibi faydali bakterilerin

biiylimesini iyilestirir.
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Sekil 2.17. Bagirsak mikrobiyotast yoluyla beta glukanlarin kolon kanseri iizerine etkisi
(Jayachandran ve digerleri, 2018)

2.11.2. Probiyotik

Probiyotik kelimesi Yunanca bir terim olup “yasam i¢in” anlamina gelmektedir (Soyucok,
Ekiz ve Kilig, 2016).Fuller 1989°da probiyotikleri “konak hayvanin yararina olacak sekilde

intestinal mikrobiyal dengesini iyilestiren canli mikrobiyal besin katkis1” olarak ifade
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etmistir (N. T. Williams, 2010). Dogumda steril olan gastrointestinal sistem (GIS)
dogumdan 2-10 saat igerisinde bakterilerle kontamine olmaya baslamaktadir. Ilk dénemde
baskin olan E. coli, Streptococcus ve fakiiltatif aerob bakteriler zamanla yerlerini
Bifidobacterium ile Bacteroides gibi zorunlu anaerob bakterilere birakmaktadir. Dogumdan
hemen sonra maternal, vajinal ve intestinal flora baglar. Bir diger etken diyet ve ¢evredir.
Yetiskin  bir insanin  GiS’inde  Lactobacillus, Bacteroides, Bifidobacterium,
Peptostreptococcus ve Fusobacterium tiirleri baskin olmak tizere 500’iin tizerinde bakteri
cesidi bulunmaktadir. Probiyotikler konagi patojen organizmalara kars1 korur ve immiin
sistemi stimiile ederek etki gosterirler. Probiyotik olarak nitelendirdigimiz bakteri tiirleri
epitelyal hiicrelerin gen ekspresyonunu yoneterek uygun flora olustururlar. Bu olusum
patojen bakterilerin iiremesini engellemektedir. Patojen mikroorganizmalarin iliremesini
inhibe eden bir diger 6zellikleri ise probiyotik suslarin hidrojen peroksit, asit, bakteriosin
gibi maddeler salgilayabilmeleridir. Probiyotiklerin etki mekanizmast bu sekilde
Ozetlenebilir; gergek bir probiyotik tercihen insan kaynakli, giivenli ve antibiyotiklere ve
patojenite veya toksisite faktorlerine direng aktarabilen vektorlerden arindirilmis olmalidir.
Ek olarak, bir probiyotigin bagirsak kosullarinda (asidik pH, enzimler, safra tuzlari, vb.)
hayatta kalma kapasitesinin yiiksek olmasi gerekir (Plaza-Diaz, Ruiz-Ojeda, Gil-Campos ve
Gil, 2019).

Probiyotikler patojen organizmalara karsi antagonizma sergilemeli, bagisiklik sistemini
uyarmali ve nihayetinde konakgi tizerinde kanitlanabilir faydali etkilere sahip olmalidir. Bir
mikroorganizmanin probiyotik olarak nitelendirilebilmesi i¢in bazi 6zelliklere sahip olmasi
gerekir. Bunlardan ilki patojen ve toksijenik olmamasidir. Bir digeri gastrointestinal sistem
boyunca maruz kalacagi diisiik pH, safra tuzlari, pankreatik enzimlere karsi direncgli
olmalaridir. Laktobasillus cinsi bakterilerin ¢ogu tarafindan asetik asit ve laktik asit tiretilir.
Bu maddeler bagirsak limeninde pH't azaltarak patojenlerin {iremesini engeller ve
antibakteriyal etkinlik gozlenir. Probiyotiklerin immiin sistem iizerindeki etkilerinden
bazilar1 antikor {iretimi ve dogal 6ldiirticti (NK) hiicrelerinin aktivitesini arttirmak, niikleer
faktor kappa-B (NFkB) yolagint modiile etmek ve T hiicre apoptozisini indiiklemekten
olusmaktadir (Aziz ve Bonavida, 2016). Probiyotiklerin genellikle interlokin-10 (IL-10) ve
transforming growth factor-beta (TGF-beta) gibi intestinal antienflamatuvar sitokin
tretimini arttirdigi goriiliirken timor nekrosiz faktor-alfa (TNF-a), interferon-gama (IFN-
v), IL-8 gibi proenflamatuvar sitokin iiretimini diistirdiikleri gézlenmistir (Dogan, 2011).

Probiyotiklerin etki mekanizmalar1 Cizelge 2.14’de verilmistir.
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Cizelge 2.14. Probiyotiklerin etki mekanizmalar1 (Giirsoy ve Kinik, 2006; Ozden, 2008;
Goniilates, 2008)

Patojen bakterilerin iiremelerine engel olacak inhibe edici maddeler tiretirler ve patojenlerin sayilarini
azaltirlar.

Antimikrobiyal bilesik tiretimleri vardir.

Sindirim sistemini diizenleyen enzimleri iiretirler.

Amonyak, amin veya toksik enzimlerin liretimini azaltirlar.

Antikor diizeyinde artisa sebep olarak immiin sistemi gelistirirler.

Makrofaj aktivitesini arttirarak immiin sistemi giiclendirirler.

Paneth hiicreleri ve epitel hiicrelerde savunma olusturulmasinda rol alirlar.

Patojen bakterilerle besin rekabeti icerisine girip onlarin tiiketecegi besinleri de tiiketerek sistemde uzun
siire durmalarini engellemektedirler.

Bagirsak mukozasinin bariyer fonksiyonunu arttirir ve mukus tiretimini uyarir.

IL-10, TGF-B ve PGE2 ekspresyonunu arttirirken TNF-a ve INF—y ekspresyonunu azaltirlar.

Dogal 6ldiiriicii hiicrelerin ve T hiicrelerinin aktivitesini arttirirlar.

2.11.3. Paraprobiyotikler

Probiyotiklerin sagliga sayisiz faydalart oldugu iyi bilinmesine ragmen, bu tiir canh
mikroorganizmalarin islevselligi ve pratik kullanimi hakkinda endigeler dile getirilmistir;
ornegin, yem veya gida tirlinlerindeki probiyotik tiirlerin yasayabilirligi, farkli kolonizasyon
modelleri, kalicilig1 ve bagirsaktaki patojenik bir bakteriden bir viriilans geninin yatay gen
transferi olasilig1 gibi. Bu endiseler ve son ¢aligmalar, canli olmayan mikroorganizmalarin
bile, tiiketiciler i¢in canli emsallerine benzer bir sekilde faydali olabilecegini kanitlamis ve
son zamanlarda “paraprobiyotikler” olarak adlandirilan canli olmayan probiyotik
preparatlarin ~ kullaninmim1  hizlandirmistir.  Canli olmayan  mikroorganizmalarin
kullanilmasinin ardindaki fikir, canli mikroorganizmalarin uygulanmasiyla ilgili birgok
dezavantaji ortadan kaldirmaktir. Ornegin, probiyotik mikroorganizmalarin canlilig1 igin
belirli saklama gereksinimleri esastir ¢iinkii birgok probiyotik mikroorganizmanin istenen
canlilig1 saklama sirasinda kaybolabilir. Probiyotik destekli yem preparatlarinda canli ve
cansiz mikroorganizmalarin nispi orani degisebilir ve 6lii hiicrelerin popiilasyonu canl
hiicrelerden bile daha biiyiik olabilir. Canli mikroorganizma hiicrelerinin alimma iliskin
stiregelen glivenlik endiseleri artmaktadir ve bu endiseler, raf 6mrii sorunlarini biiytik 6l¢iide
azaltabilecekleri ve mikrobiyal translokasyon risklerini ortadan kaldirabilecekleri i¢in canli
olmayan mikroorganizmalarin veya mikrobiyal hiicre 6zlerinin kullanimina olan ilgiyi
yogunlagtirmistir (Taverniti ve Guglielmetti, 2011). Bu konular, paraprobiyotik uygulama

gibi alternatif yaklagimlar1 kesfetme ihtiyacin1 vurgulamaktadir. Giincel ¢calismalar, inaktive
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edilmis probiyotik mikroorganizmalarin saglik acisindan da fayda saglayabilecegini
gostermektedir. Kurutulmus veya parcalanmig maya probiyotik hiicreleri probiyotik aktivite
gosterebilir ve faydali bir etki yaratabilir. Bu triinler esas olarak B-(1,3)-D-glukanlar, -
(1,6)-glukanlar, kitin ve mannoproteinler, teikoik ve lipoteikoik asitler, hiicre homojenatlari,
S-katman proteinleri, pili proteinleri, moonlighting proteinleri ve LPTXTG proteinleri gibi
hiicre ylizey proteinleri, peptidoglikanlar, lipopolisakkaritler ve benzeri hiicre duvari

pargalarindan olusmaktadir (Akter, Park ve Jung, 2020).

Paraprobiyotiklerin takviye olarak gelistirilmesi ve yiyecek ve iceceklerde uygulanmasi,
probiyotiklerin zarar gérdiigii ve isleme ve/veya raf omrii sirasinda canli olmadig belirli
durumlara Onemli bir alternatif olusturmaktadir. Bu nedenle, paraprobiyotikler,
probiyotiklerin eklenmesinin teknolojik bir zorluk oldugu uygulamalarda kullanilma
potansiyeli olabilecektir. Ger¢ekten de paraprobiyotik {iriinler, canli probiyotik {iriinlere
gore daha gilivenli ve daha kararli friinlerin iretilmesine izin vermektedir.
Paraprobiyotiklerin artan popiilaritesi nedeniyle gida, ilag, takviye ve yemlerde yaygin

olarak kullanilabilecektir (Taverniti ve Guglielmetti, 2011).

Cogu durumda, paraprobiyotiklerin mekanizmalar1 ve saglik etkileri, sitokin
ekspresyonunun uyarilmasi ve hiicre sinyal sisteminin aktivasyonu agisindan probiyotikler
tarafindan uygulananlara ¢ok benzer, bu da hiicre inaktivasyonundan kaynaklanan canlilik
kaybinin faydali fonksiyonlar1 engellemedigini géstermektedir. Proinflamatuar sitokinlerin
(IL-8, TNF-a) ekspresyonundaki azalma ve anti-inflamatuar sitokinlerin (IL-10) artan
sentezi, anti-inflamatuar hastaliklar tizerindeki faydali etkilerle iliskili anahtar bir
mekanizmadir. IL-12 ve IFN-y ekspresyonunun artmasini ve IL-4 ve 1L-13 ekspresyonunun
azalmasini iceren Th1/Th2 hiicre farklilasmasindaki bir degisim, Th1 hiicre popiilasyonunun
arttirilmasi, alerjiler ve atopik dermatit tedavisi tizerindeki olumlu etkilerin temelidir.
Paraprobiyotiklerin alkoliin neden oldugu ishal, kolit, solunum, bagirsak ve karaciger
hastaliklari, iltihaplanma ve alerjiler dahil olmak tizere ¢esitli patolojilerin profilaksisinde
ve tedavisinde yararli etkilerine dair kanitlar, fare modellerinde ve insan klinik deneylerinde
in vivo ¢alismalarla desteklenmistir. Probiyotikler 6zellikle bu denekler igin glivenlik riskleri
olusturabileceginden, yaslilar gibi hassas kisilerde paraprobiyotik uygulamasinin etkisini
arastirmak i¢in 6zel bir caba gosterilmistir. Yaslilar enfeksiyonlara ve yasa bagh enflamatuar
hastaliklara karsi1 daha duyarli olabilir ve hem dogustan (notrofiller, monositler, dendritik ve

dogal oldiiriicii hiicrelerde kantitatif ve fonksiyonel degisiklikler, hem de TLR'lerin ve
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sitokinlerin degismis ekspresyonu dahil) ve adaptif bagisiklik sisteminde islev bozukluklari
sergileyebilir. Hem gilivenlik hem de denekler tarafindan kolayca tiiketilebilecek yeni
fonksiyonel gidalarin {iretilmesi agisindan sunabilecekleri avantajlar nedeniyle 6zellikle
yaslilar i¢in biiyilk 6nem tasidigi bildirilmistir. Ayrica paraprobiyotiklerin potansiyel
anksiyolitik ve antidepresan etkileri oldugu da rapor edilmistir. Nitekim anksiyete, stres ve
depresyon yaslilarda siklikla karsilasilmakta ve onlarin iyilik hali i¢in ek risk faktorleri
olusturmaktadir. Bu ¢ergevede, paraprobiyotiklerin anksiyete, stres ve depresyon
semptomlarini hafifletmek i¢in dogal bir yardime1 olarak kullanma olasiligi, ilaca bagh yan
etkilere daha duyarl olduklari i¢in 6zellikle yaslilar icin 6nemli olabilecegi vurgulanmistir

(Siciliano, Reale, Mazzeo, ve digerleri, 2021).

Bagirsakta kalici veya en azindan gecici kolonizasyon, konaker ile yakin ve uzun siireli bir
etkilesim, bagisiklik fonksiyonu modiilasyonu ve patojen dislama gibi yararli etkileri
gerceklestirmelerine izin verdiginden, probiyotiklerin arzu edilen bir ozelligidir. pB-D-
glukanlar ayrica bagirsak mukozasina patojen yapismasina karsit olabilir ve/veya
probiyotikleri bagirsaktaki diismanca ortamdan korumak i¢in antioksidanlar olarak islev

gorebilmektedirler (Russo ve digerleri, 2012).

Probiyotikler, prebiyotikler ve sinbiyotikler, fonksiyonel gidalarin detaylandirilmasi igin
siklikla kullanilan bilesenlerdir. Su anda, ticarilestirilmis probiyotiklerin ¢ogu
ekzopolisakkarit (EPS) treten Bifidobacteria, Lactobacillus ve Streptococcus cinsinin
birkag susu ile sinirhidir. Probiyotikler, prebiyotikler ve sinbiyotikler (pro- ve prebiyotiklerin
karisimi), giiniimiizde fonksiyonel gidalarin hazirlanmasinda kullanilan en yaygin
bilesenlerdir. Probiyotikler, aktif durumda bagirsaga ulasabilen ve dolayisiyla saglik
iizerinde olumlu etkiler gosteren canli mikroorganizmalardir. Bir prebiyotik, gastrointestinal
mikrobiyotanin bilesiminde ve/veya aktivitesinde spesifik degisiklikleri tesvik eden segici
olarak fermente edilmis bir bilesendir ve bu da konak saglig1 ve saglig: lizerinde faydalar

saglar (De Vrese ve Schrezenmeir, 2008).

Fonksiyonel gidalar; temel beslenmenin o6tesinde viicut icin faydalari olan, belirli
hastaliklarin 6nlenmesinde ve hastalia yakalanma riskinin azaltilmasinda rol oynayan
gidalar olarak tanimlanmaktadir. Bir fonksiyonel besinden beklenen 6zelliklerden baglicalari
su sekilde 6zetlenebilir: bireyin beslenmesine olumlu yonde katkida bulunmali, besleyici ve

sagligi olumlu yonde etkileyici 6zelliklere sahip olmali, giinlik uygun alim miktar
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belirlenmis olmali, giivenilir oldugu kanitlanmis olmali, besin islenerek fonksiyonellik
kazanmigsa bu islemler sirasinda besleyici 6zelliginden bir sey kaybetmemis olmalidir.
Gidalarin vitamin, mineral, yag asidi, antioksidanlar gibi yonlerden zenginlestirilmesi ve
iceriginin  giiglendirilmesi fonksiyonel gidalarin temel yontemidir. Probiyotikler,
prebiyotikler, omega-3, vitaminler ve mineraller, beta-glukan, beta keratin, 16kopen gibi
icerikler fonksiyonel gidalarda kullanilan Onemli iceriklerden bazilaridir. Diizenli
fonksiyonel besin tiiketiminin kanser ve kardiyovaskiiler rahatsizliklardan korunma ve
tedavisinde etkili oldugu; gastrointestinal sistemin sagligimin korunmasi, menopoz
semptomlariin hafifletilmesi, géz sagliginin korunmasi gibi ¢esitli bir¢cok alanda da etkili

oldugu goriilmiistiir (Coskun, 2005).

2.12. Probiyotik Bir Maya: Pichia kudriavzevii

Pichia kudriavzevii ilk olarak, Kudryavtsev (1960) tarafindan Issatchenkia orientalis olarak
tamimlanmistir. Pichia kudriavzevii probiyotik bir maya susudur ve Candida krusei'nin
teleomorfudur. Teleomorf, organizmanin {ireme asamasidir. Pichia kudriavzevii, haploid
hiicrelerin fliizyonu araciligiyla ¢ogalir. Diger birgok maya hiicresi gibi Pichia kudriavzevii
hiicresi de sitoplazma, c¢ekirdek, hiicre zari, hiicre duvari, mitokondri ve kofuldan
olugmaktadir. Hiicrelerin sekli, uzatmak i¢in oval veta elipsoidaldir. Gida kaynag: olarak
glukoz, sakkaroz, galaktoz, fruktoz ve mannoz kullanabilmektedir (Cletus Kurtzman vd.,
2011).

Pichia kudriavzevii mayasinin taksonomik hiyerarsisi Cizelge 2.15’de verilmistir.

Cizelge 2.15. Pichia kudriavzevii mayasinin taksonomik hiyerarsisi (Kurtzman, 2008)

Alem Eukaryota

Sube Ascomycota

Sinif Saccharomycetes
Familya Saccharomycetales
Ordo Pichiaceae

Cins Pichia

Tiir Pichia kudriavzevii

Cevrede oOzellikle toprakta, meyve ve sebzelerin dis yiizeylerinde ve fermente igeceklerde

bol miktarda bulunur. 45°C'ye kadar yiiksek sicakliklarda ve diisik pH degerlerinde
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metabolik olarak aktif olabilir. Biyoyakit endiistrisi i¢in ¢ok 6nemli olan etanolii yiiksek
verimde Uretir. Birgok maya gibi sarap ve bira fermentasyonunda da yer alir ancak kakao
cekirdegi fermentasyonunda ¢ok degerlidir. Yalnizca immiin yetmezIligi olan hastalarda
patojenite gosterdigi belgelenmistir. Bu sebeple "firsat¢1 patojen" olarak adlandirilir. P.
kudriavzevii mayasina 6zgii bir sey, fitazdan fitik asidi hidroliz etme yetenegine sahip
olmasidir. Fitik asit ¢ogu memeli tarafindan sindirilemeyen bir asittir. Bu ozelligi P.
kudriavzevii'ye 6zellikle insan gidalarinda olmak tizere gida endiistrisinde genis bir kullanim

alan1 sunmaktadir.

Yapilan bir arastirmada biyoetanol {iretimi igin termotolerant bir maya olan P. kudriavzevii
mayalarin genellikle yasayamacagi bir sicaklik olan 42°C'de iyi derece biiyiime
gergeklestirdigi gozlenmistir. P. kudriavzevii, glukozdan yiiksek miktarda etanol liretmis ve
asetik asit, furfural, formik asit, hidrojen peroksit ve etanol gibi streslere kars1 giiglii tolerans
gostermistir. Bu ¢oklu stres toleransi 6zelligi P. kudriavzevii'ye 6zgiidiir ve onun endiistriyel

uygulamalar i¢in ¢ok ideal bir aday yapmaktadir (Oberoi ve digerleri, 2012).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Calismada kullanilan ve paraprobiyotik Ozellikleri belirlenen B-glukanin kaynagi olan
Pichia kudriavzevii M16 maya susu ve test bakterileri Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvart kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir
(Cizelge 3.1). B-glukanin sitotoksisitesinin belirlenmesi igin yapilan MTT, adezyon, sitokin
seviyeleri gibi hiicresel deneylerde ise GIS epitel hiicrelerine bir model olarak kullanilan
insan kolorektal adenokarsinoma hiicre hattt HT-29 (ATCC® HTB-38™) ve L929 saglikli
fare fibroblast hiicre hatti Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji

Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan temin edilerek kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan mikroorganizmalar ve kullanim amaglar1

Mikroorganizma Kullanim Amaci

Pichia kudriavzevii M16 Hiicre duvarindan B-glukan ekstraksiyonu
Escherichia coli ATCC 11229
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853

CMB-gluM16’nin antimikrobiyal ve antibiyofilm 6zelliklerinin
belirlenmesi

Lactobacillus plantarum LP1 CMB-gluM16’nin adezyon yeteneklerinin belirlenmesi

3.1.1. Cahismada Kullanilan Cihazlar

Calisma siiresince Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji
Laboratuvari’nda bulunan cihazlar kullanilmistir. Bunlar: Manyetik Karistirict (Velp),
Sogutmali Santrifiij (Sigma 2-16KC), -80 ve -30°C Derin Dondurucu (Sanyo), Otoklav
(Tomy-Sx 700E), Hassas Terazi (0,1-10 Mg), Ceker Ocak (Vortice), Santrifiij (Niive), Mini
Santrifiij (Selecta), Etiiv (Raypa/Incuterm/Digit), CO2’li etiiv (Sanyo), Evaporator
(Heidolph), Su Banyosu (GFL), Vorteks (Dragonlab), pH Metre (Jenco 6173),
Spektrofotometre (Digilab Hitachi U-1800), Buzdolabi (Beko), Isik Mikroskobu (Leica),
Distile Su Cihazi (Mes/MES06), Otomatik Pipetler (Ependorf), McFarland Densitometre
(Biosan Den-1), Liyofilizator (Christ Alpha 2-4 LD plus), Mikroplaka Okuyucu (Epoch,
BioTek) ve Inverted Mikroskop (Leica)’tur.
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3.1.2. Calismada kullanilan besiyerleri ve tampon

Arastirma stiresince kullanilan Pichia kudriavzevii maya susu Yeast Extract Peptone
Dextrose (YPD) besiyerinde gelistirilmistir. Lactobacillus plantarum LP1 kiiltiiriiniin
gelistirilmesinde De Man Rogosa and Sharp Broth (MRS, Merck) ve antibiyofilm ve
antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan E. coli ATCC 11229, S. aureus
ATCC 25923 ve P. aeroginosa ATCC 29212 patojen kiiltiirlerin gelisiminde Nutrient Broth
besiyeri kullanilmistir (Cizelge 3.2). Her bir besiyeri igin ¢izelgede belirtilen maddeler
verilen oranlarda tartilip bir miktar distile su ile manyetik karistirict karistirilmis ardindan
uygun pH degerlerine ayarlanmistir. Hazirlanan besiyerleri otoklavda 121°C’de 15 dk steril
edilerek kullanima hazir hale getirilmistir. Kat1 besiyeri hazirlamak i¢inse sivi besiyerleri
icerisine 15 g/L olacak sekilde Agar-agar (Merck) ilave edilip ayni sekilde otoklavda
sterilizasyon saglanmistir. Agar besiyeri otoklavdan ¢iktiktan sonra uygun oda kosullarinda
limaya birakilmis daha sonra uygun petri kaplarina aktarilarak 37°C’lik etiive kaldirilmstir.
1 gece etlivde kalan agarlar kontrol edilip kontaminasyon olup olmadigina emin olduktan

sonra +4°C’de saklanmustir.

HT-29, bir insan kolorektal adenokarsinom hiicre dizisidir. Bu hiicre dizisi, kolorektal
adenokarsinomlu 44 yasindaki beyaz bir kadinin primer tiimériinden 1964 yilinda Fogh ve
Trempe (1975) tarafindan izole edilmistir. HT-29 hiicre hatti, kolorektal kanser i¢in bir
ksenograft tiimér modeli olmasinin yani sira, bagirsak hiicreleri tarafindan absorpsiyon,
tagima ve salgilamay1 incelemek i¢in bir in vitro model olarak da kullanilmaktadir. HT-29

ve 1929 hiicre hatlarinin gelisiminde kullanilan besiyeri Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan besiyerleri

Besiyeri/Tampon Icerik/L

10 g Pepton

10 g Et ekstrakt:

5 g Maya ekstrakti

20 g Glukoz

2 g Dipotasyum Siilfat
MRS; De Man, Rogosa and Sharpe (Merck) 1 mL Tween 80

2 g Diamonyum sitrat

5 g Sodyum asetat

0,2 Magnezyum siilfat
0,05 g Manganez Siilfat
pH57+02

10 g Maya ekstrakti

20 g Pepton

20 g D-Glukoz

pH 6,5+ 0,2

10 g Pepton

10 g Et ekstrakti

5 g Sodyum Klortir

pH 6,8+ 0,2

%89 Dulbecco’s Modified Eagles
Medium (DMEM)

%10 Fetal Bovin Serum (FBS)
Hiicre hatlarinin gelisiminde kullanilan besiyeri %1 Penisilin-Streptomisin-
Amfoterisin (PSA)

%1 L-Glutamin

%40 MCDB-201

8 g Sodyum Kloriir

0,2 g Potasyum Klortir
PBS Tamponu 1,44 g Disodyum Fosfat
0,24 g Potasyum Dihidrojen Fosfat
pH 7,4

YPD

Nutrient Siv1 Besiyeri (Merck)

3.2. Metot

3.2.1. Kiiltiirlerin muhafazasi

Maya ve bakteriler uygun besi ortamlarinda iki kez aktiflestirilmis ve bakteriler Gram
boyama teknigi ile ve maya basit boyama teknigi ile boyanarak kontaminasyon kontrolii
yapilmistir. Maya ve bakterilerin kiiltiir stoklar1 gliserol ve uygun besiyeri i¢inde -80°C'lik

derin dondurucu igerisinde muhafaza edilmistir.

Gliserol ile muhafaza teknigi

2 mL'lik kriyo tiipler igerisine 1 mL gliserol (Merck) konularak otoklavda 121°C’de 15 dk

sterilizasyon saglandiktan sonra septik kosullarda kriyotiipler igerisine 1 mL iki kez
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akiflestirilmis ve kontaminasyon olmadigmma emin olunan maya/bakteri ilave edilmis

ardindan vortekslenerek -80°C’de kullanima hazir halde saklanmustir.

3.2.2. Pichia kudriavzevii M16 maya susunun hiicre duvarindan f-glukan (p-gluM16)
eldesi

P. kudriavzevii M16 maya susunun hiicre duvarindan beta glukan (B-gluM16) ekstraksiyonu
Magnani vd (2009)’un ve Liu vd. (2008) metotlarinda baz1 degisiklikler yapilarak
gerceklestirilmistir (Magnani ve digerleri, 2009); (Liu, Wang, Cui ve Liu, 2008) P.
kudriavzevii mayas1 YPD besiyerinde aktiflestirildikten sonra 2 litre’lik YPD besiyerine %2
oraninda inokiile edilerek gelistirilmistir. Inkiibasyondan sonra aktif kiiltiirler
santrifiijlenmis, siipernatant atilmig ve pellet toplanmistir. Hazirlanan hiicre siispansiyonu

Cizelge 3.3’te verilen ekstraksiyon islemlerine tabi tutulmustur.

Cizelge 3.3. B-gluM16 ekstraksiyon basamaklari

1. Otoliz

Elde edilen maya pelletine, 20 mL steril %3’liik NaCI ¢ozeltisinden ilave edilerek 200 rpm, 55°C, 24 saat
calkalamali etiivde inkiibasyona birakilmistir. Calkalamali etiivde inkiibasyon siiresi sona eren 6rnek 4000
rpm’de 15 dk. santrifiijlenerek siipernatant atilmistir (Otolizat). Ornek +4°C’de 24 saat bekletilmistir.

2. Sicak su banyosu

Otolizatin 80°C’de 10 dakika sicak su banyosunda bekletilmesinin ardindan 4000 rpm’de 15 dk.
santrifiijlenerek siipernatant atilmistir. Otolize maya hiicreleri bir sonraki adima hazir halde +4°C’de
saklanmistir.

3. Otoklav

Otolizata 20 mL 0,02 M sodyum fosfat tamponu (pH 7,5) ve 8 g cam boncuk ilave edilmis ve 121°C’de 4
saat otoklavlanmistir. Ardindan 4000 rpm’de 15 dk. santrifiijlenerek siipernatant atilmigtir. Otolize maya
hiicreleri bir sonraki adima hazir halde +4°C’de saklanmigtir.

4. Sonikasyon

Ornek 20 kHz’de buz banyosu igerisinde sonike edilmistir. Ardindan 4000 rpm’de 15 dk. santrifiijlenerek
stipernatant atilmis ve +4°C’de saklanmustir.
5. Organik ¢6ziicti muamalesi

Sonikasyondan sonra lipitlerin uzaklastirillmast amaciyla drnek izopropanol (2-propanol) (Sigma) ile 2 saat
reflux cihazinda muamele edilmistir. Bunun i¢in numune, filtre kagidi ile sarilmis ve uygun bir bigimde
konumlandirilmigtir. Kalan tortu tartilarak agirligryla orantili bir sekilde (1:1) asetonla 2 kez, distile su ile 1
kez yikanarak ardindan santrifiijlenip 4°C’de muhafazaya alinmistir.

6. Proteaz enzim muamalesi ve liyofilizasyon

Ornekten proteinleri arindirmak igin, érnege 0,4 U proteaz enzimi (Sigma) ve 10 mL distile su ilave edilerek
55°C’de 5 saat enzim aktivasyonu saglanmistir. Ardindan 6rnek 80°C’de 10 dakika sicak su banyosunda
bekletilerek enzim inaktivasyonu saglanmistir. Ardindan santrifiijlenmis ve pellet 5 mL distile suda
¢ozdiiriilerek penisilin siselerine paylastirilmis ve en az 1 gece -80°C’de beklettikten sonra liyofilizasyon
(Christ alpha 2- 4 LD Plus freze) agamasina gegilmistir.
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3.2.3. p-gluM16'nin karboksimetilasyonu

B-gluM16'nin ¢oziiniirliiglinii artirmak i¢in kimyasal bir modifikasyon yontemi olan

karboksimetilasyon uygulanmistir (Resim 4.4).

e 90 mg B-gluM16 tartilarak {izerine 5,4 mL 2-propanol (Sigma) eklenmis, elde edilen
karisim 15-30 dakika karistiricida birakilmistir.

e Karistirma islemi devam ederken dncesinde hazirlanmig 10 mL %30'Tuk NaOH ¢ozeltisi
yavas yavas eklenmistir.

e Karigtiricinin 1s1s1 50°C'ye ayarlanarak bu sekilde 15-30 dakika daha karistirma islemi
strdiirilmiistiir.

e 1,1 g monokloroasetik asit (MCA) (Carlo Erba) 2-3 mL distile suda ¢ozdiiriilerek
karigima eklenmistir.

e  (Cozelti bu sekilde 8 saat 50°C'de birakilmistir.

e Karigim oda sicakliginda sogutularak ardindan 0,5 M HCI (Merck) ¢ozeltisi ile pH 7'ye
ulasana dek karisima ilave edilmistir.

e Daha sonra 1:1 oranda %96'lik alkol (Teksol) ile nétralize edilerek filtreleme islemi
gergeklestirilmistir.

e Elde edilen bu karisim evaporator cihazi kullanilarak alkoliinden arindirilmastir.

e Sonasama olarak evapore edilen 6rnek uygun miktar distile suda ¢ozdiiriilerek liyofilize
edilmistir (Yongjiang Wang ve digerleri, 2012) ; (Francini Y. Kagimura ve digerleri,
2015a)

3.2.4. CMB-gluM16’min karakterizasyonu

Fourier dontisumlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

Bir tiir titresim spektroskopisidir. FT-IR matematiksel Fourier doniistimii yontemi ile 15181n
infrared yogunluguna karsi dalga sayisin1 Olgen bir kimyasal analitik yontemidir. Bu
yontemin temeli, molekiil i¢i baglar {izerine diisiiriilen kizil6tesi 1s1nlarin, baglarin titresim
ve donme hareketleri ile sogurulmasina dayanmaktadir. Ancak bu olay sadece dipol
momente sahip polar molekiillerde gozlenmektedir (Movasaghi, Rehman ve Rehman, 2008).
Calismamizda, FT-IR analizi ile fonksiyonel gruplarin belirlenmesi amag¢lanmigtir. FT-IR

analizi Bruler Vertex 70 V ile yapilmistir. Analizler 400-4000 cm™ dalgaboyu araliginda ve
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4 cm? ¢oziiniirliikte ATR teknigi ile gerceklestirilmistir. Her bir spektrum, 4 cm™’lik
¢oziliniirliikle elde edilen 32 adet taramanin birlestirilmesi ile olusmustur. Analiz, Kirikkale
Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde

hizmet alimi ile gergeklestirilmistir.

Bovut dislama kromatografisi (Size Exclusion Chromatography, SEC)

En yaygin uygulanan kromatografik yontem olup voltametrik gibi saptama teknikleriyle
birlikte kullanilmaktadir. Calismada, CMB-gluM16’nin molekiiler agirliginin belirlenmesi
amaciyla (Kang ve digerleri, 2015) tarafindan belirlenen metot kullanilmistir. Analizde
kirilma indisi dedektorii (Refraktif Indeks Dedektor, RID) kullanilmig, mobil faz olarak ultra
saf su PL aquajel OH mixed kolonunda (8 um) 0,6 mL/dk akisinda kullanilmis ve 20 pL
ornek enjeksiyonu yapilmistir. Ornek solventi olarak didistile su kullanilmistir. Standart
olusturulmasinda polisakkarit kalibrasyon kiti kullanilmigtir. 66, 5900, 11100, 47100,
107000, 375000 ve 708000 Da Mp degerlerine sahip farkli dekstran standartlar1 kullanilarak
olusturulan standart Sekil 3.5°te verilmistir. Analiz, Bilkent Universitesi Ulusal

Nanoteknoloji Arastirma Merkezi (UNAM)’nde hizmet alimi ile gergeklestirilmistir.

/

[ R
/

Sekil 3.1. Dekstran standartlari ile ¢izilen kalibrasyon grafigi

3.2.5. CMB-gluM16’nmin antioksidan aktivitesi

CMB-gluM16’nin  antioksidan aktivitesinin  belirlenebilmesinde ¢ farkli metot

kullanilmastir.
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2,2-difenil-1-pikrilhidraz (DPPH) radikal siipiiriicii aktivitesi (Fan, Li, Deng ve Al,
2012) metodunda modifikasyon yapilarak,

Stiperoksit anyonu stipiiriicti aktivitesi (Lei ve digerleri, 2015) metodunda modifikasyon
yapilarak,

Hidroksil radikali siiptiriicii aktivitesi (Lei ve digerleri, 2015) metodunda modifikasyon

yapilarak caligilmistir.

2. 2-difenil-1-pikrilhidraz (DPPH) radikal stipiiriicti aktivitesi

CMB-gluM16’nin radikal siipiiriicti aktivitesi 1,1-difenil-2-pikrilhidraz (DPPH) yontemi ile

belirlenmistir (Fan ve digerleri, 2012).

5 g CMB-gluM16, 10 mL su igerisinde (500 mg/mL) ¢6zdiiriilmiistiir. Ana stoktan son
derisim  0,2-0,5-1-5-10-20-30-100 mg/mL olacak sekilde farkli derisimleri
hazirlanmstir.

0,4 mg DPPH (Sigma) 10 mL DMSO'ya (Merck) eklenerek tiip folyo ile kaplanmistir.
Cozelti 1 dk 20 kHz'de sonike edilmistir.

Her bir cam tiipe 1 mL DMSO eklenmistir.

Son derisimleri 0,2, 0,5, 1, 5, 10, 20, 30, 100 mg/mL olacak sekilde CMB-gluM16 ilave
edilmistir.

Orneklerin her birinin iizerine hazirlamis oldugumuz DPPH+DMSO ¢ézeltisinden 1 mL
ilave edilerek tiipler 151k gormemesi i¢in folyolanmis ve vortekslenmistir.
Vortekslendikten sonra 20°C, 40 dk sicak su banyosunda inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonunda ornekler 517 nm dalga boyunda spektrofotometrik &l¢iim
yapilmigtir (Resim 3.1).

CMB-gluM16’nin DPPH radikalini siipiiriicii aktivitesi % cinsinden asagidaki formiile gore

hesaplanmigtir;

% Sipiiriicii Aktivite = [1- (Asmek — Axsr) / Akontrol] X 100 (3.1)
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Resim 3.1. Farkli derisimlerde (mg/mL) CMp-gluM16’nin DPPH siipiiriicii aktivitesi

Hidroksil radikali stipiiriicti aktivitesinin belirlenmesi

1 mL PBS ile siispanse edilen son derigimi 0,2, 0,5, 1, 5, 10, 20, 30, 100 mg/mL olan CM-
gluM16’nin tizerine 1 mL 0,435 mM comassie brilliant blue (Sigma), 2 mL 0,5 mM FeSQO4
(Merck), 1,5 mL %3 w/v H>O> (Sigma) ilave edilmis ve 37°C de 1 saat inkiibe edilmistir.
Ormekler 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij (Niive) edilerek 624 nm de absorbanslari
Olgtilmiigtiir (Lei ve digerleri, 2015). Deneyde kullanilan kimyasallar Resim 3.2’de

verilmistir.

Hidroksil radikalinin % giderimi asagidaki denklemle hesaplanmistir;

% Hidroksil Radikali Siipiiriicii Aktivite = [(Ao- A1) / (A- A1)] X 100 (3.2)



57

F/ Comassie
Brilliant
Blue

/ 0,435 mM

Resim 3.2. Kullanilan kimyasallar

Siiperoksit anyonu stipuriici aktivitesi

e 0,2,05,1,5,10, 20, 30, 100 mg/mL derisimlerinde hazirlanan CMB-gluM16 6rnekleri
ependorflara aktarilmistir.

e Her bir derisimden 1 mL 6rnek spektrofotometre kiivetlerine alinmig ve ardindan 3 mM
0,2 mL pyragallol (Sigma) ¢ozeltisi eklenmistir.

e Karigimm absorbans degeri 325 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Epoch,
BioTech) 6l¢iilmiis ve yiizde siiperoksit anyonu radikalini siipiiriicii aktivitesine gore

tespit edilmistir (Huang ve digerleri, 2013).

% Stiperoksit anyonu radikalinin siipiiriicii aktivitesi = [(Ao-Az1) / Ao] X 100 (3.3)

A1: Orneklerin absorbans degeri

Ao: Ornek icermeyen ¢ozeltinin absorbans degeri

3.2.6. CMB-gluM16’nin antibiyofilm aktivitesinin belirlenmesi

Antibiyofilm aktivitesinin belirlenmesinde test bakterileri olarak biyofilm yapma yetenegi
daha onceki calismalar ile (Sarikaya, Aslim ve Yuksekdag, 2017); (Bikric ve digerleri,
2022b).belirlenen biyofilm yapma yetenegine sahip Escherichia coli ATCC 11229,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Pseudomonas aeroginosa ATCC 29212


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=GtLqUsaFOafF7AbIrYDICA&usg=AFQjCNEk0tBEB-65DyjsXDTpQnGDzZG2fQ
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_aureus&ei=MtLqUqzGIYuS7AbAxYFg&usg=AFQjCNG6_90KZHLyK8Dlm8Lljo-VEFNTmA
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kullanilmistir. Bu ¢alismada CMp-glukanin antibiyofilm aktiviteleri (Sandasi, Leonard ve
Viljoen, 2010) ve (Chaieb, Kouidhi, Jrah, Mahdouani ve Bakhrouf, 2011) yontemleri

modifiye edilerek tespit edilmistir.

CMB-gluM16 son derisim 0,2, 0,5, 1, 5, 10, 20, 30 ve 100 mg/mL olacak sekilde 96 kuyulu
plaklara 20 pL aktarilmistir. Bunlarin {izerlerine, optik yogunluklar1 McFarland 0,5’
ayarlanan patojen bakteri kiiltiirlerinden 180 uL ilave edilmistir. Ornekler, 24 saat statik bir
ortamda inkiibasyona birakilmistir. Biyofilm olusumunu hesaplayabilmek i¢in, kuyulardaki
planktonik hiicre fraksiyonu yeni bir plak igerisine aktarilip, mikroplaka okuyucuda 570

nm’de Ol¢lim yapilmaistir.

Antibiyofilm inhibisyonunun yiizde oranini hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanilmigtir.

% Biyofilm Inhibisyonu = (Axontrol — Asmek) / Axontrol X 100 (3.4)

3.2.7. CMB-gluM16’min antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

CM-glukanin patojen bakterilere karsi (Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeroginosa ATCC 29212) antimikrobiyal aktiviteleri

kuyu diflizyon yontemi ile belirlenmistir (Reinheimer, Demkow ve Candioti, 1990).

Test bakterileri Nutrient s1vi besi ortaminda aktiflestirilerek McFarland 0,5’e ayarlanmis ve
steril petri kabi iizerine 100 pL aktarilmistir. Bu islemden sonra, daha 6nceden hazirlanip
121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmis ve yaklasik olarak 50°C’ye kadar sogutulmusg
olan Nutrient kat1 besiyerinden her petri kabina 20 mL ilave edilip, besi ortami ve petri kab1
zeminine inokiile edilen test bakterilerinin homojen bir sekilde karismasi saglanmistir.
Homojenlik saglandiktan sonra petri kabi icerisindeki Nutrient kat1 besiyerinin donmasi igin
2 saat buzdolabinda bekletilmistir. Donan kat1 besiyeri iizerinde 7 mm ¢apindaki steril
cubukla kuyular agilarak kuyularin tabanlar1 steril agarla tekrar sivanmistir. Daha sonra
plaklarda agilan kuyulara; P. kudriavzevii M16 susuna ait, maya siispansiyonlarindan
(probiyotik) 200 uL, kiltiir filtratindan (postbiyotik) 200 uL, farkli derisimlerde CMp-
gluM16’ dan (parabiyotik) 200 uL ayri ayr ilave edilerek 37°C’de 24 saat inkiibasyona

birakilmaistir.


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=GtLqUsaFOafF7AbIrYDICA&usg=AFQjCNEk0tBEB-65DyjsXDTpQnGDzZG2fQ
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_aureus&ei=MtLqUqzGIYuS7AbAxYFg&usg=AFQjCNG6_90KZHLyK8Dlm8Lljo-VEFNTmA
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_aureus&ei=MtLqUqzGIYuS7AbAxYFg&usg=AFQjCNG6_90KZHLyK8Dlm8Lljo-VEFNTmA
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3.2.8. Sitotoksisite

Calismada CMpB-gluM16’nin sitotoksisitesi, olduk¢a yaygin ve hiicre proliferasyonu,
canlilig1 ve sitotoksisite 6l¢iimii igin kullanilan, kantitatif kolorometrik bir yontem olan MTT
(3-(4,5-Dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum  bromid) ile belirlenmistir. MTT
yonteminin temeli, canli hiicrelerin tetrazolium tuzu olan MTT kimyasalin1 formazan
kristallerine doniistiirmesine dayanmaktadir. MTT, canli hiicrelerin mitokondrilerinde
mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri sayesinde MTT tuzunu parcalar ve formazan
kristallere dontistliriir. Olusan bu formazan kristalleri dimetilsiilfoksit (DMSO) veya
izopropanol (2-propanol) kullanilarak ¢oziildiigiinde ortaya mor renkli bir ¢ozelti ¢gikar ve
spektrofotometrik 6l¢iim yapilir. MTT sadece canli olan hiicrelerin mitokondrisinde bulunan
enzimler sayesinde pargalanabilecegi i¢in elde edilen absorbans degerleri dogrultusunda

canlilik oran1 hesab1 yapilmaktadir (Freimoser, Jakob, Aebi ve Tuor, 1999)

CM-gluM16’nin sitotoksisitesinin belirlenmesinde HT-29 insan kolorektal adenokarsinom
ve L929 fibroblast hiicre hatlar1 kullanilmistir. Calismada Pichia kudriavzevii M16
probiyotik maya susunun hiicre duvarindan ekstrakte edilen ve ¢oziintirliigiinii arttirmak igin
karboksimetilasyon kimyasal islemi uygulanan polisakkarit yapili beta-glukan (CMp-
gluM 16 adli biyopolimer), 12, 18, 24 ve 36 saat insan kolon kanseri hiicre hatt1 (HT-29) ve
saglikli hiicreler tizerinde etkisini gormek amaciyla L929 fibroblast hiicre hatti ile ayri ayr
muamele edilerek MTT testi ile hiicre canlilig1 belirlenmistir. Kontrol grubu olarak higbir
uygulama yapilmamig HT-29/L929 hiicreleri ve DMEM besiyeri kullanilmistir. Calisma
sonucunda, uygulama yapilan gruplarin HT-29 kanser /L929 saglikli hiicreleri iizerine
etkileri % canlilik olarak hesaplanmistir. 12 saat inkiibasyon sonucu MTT uygulanan HT-
29 hiicreleri ve 18 saat inkiibasyon sonucu DMSO uygulanan HT-29 hiicreleri Resim 3.3 ve

3.4’de verilmistir.

Suda ¢oziinilir bir biyopolimer olan CMp-gluM16’nin hiicre canlilif1 iizerine etkisinin
belirlenmesi amaciyla yapilan MTT testi i¢in, HT-29 ve L929 hiicreleri 1x10* hiicre/kuyu
olacak sekilde 96 kuyulu plaklara ekilerek hiicrelerin yapismasi beklenmistir. Daha sonra
12,5-25-50-100-200-400-500 pg/mL derisimlerde CMpB-gluM16, her iki hiicre hattina ayri,
uygun sekilde hazirlanan DMEM besiyeri ile karistirtlarak HT-29/L.929 hiicrelerine 200 pL
hacimle uygulanmis ve 37°C, %5 CO2’li ortamda 12, 18, 24 ve 36 saat inkiibasyona
birakilmistir. Kontrol grubu olarak hi¢bir madde uygulamasi yapilmamis HT-29/L929
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hiicreleri kullanilmistir. inkiibasyon sonrasinda MTT ile hiicre canlilig1 belirleme yontemi
Mosmann, (1983) Mosmann, (1983) metodunda baz1 degisiklikler yapilarak
gerceklestirilmistir. 20 uL. MTT soliisyonu (5 mg/mL, PBS i¢inde) HT-29/L929 hiicrelerini
barindiran kuyulara koyularak 4 saat boyunca etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra kuyulardaki MTT soliisyonu bosaltilarak hiicrelerin iizerine 200 uL. DMSO eklenmis
ve 30 dakika 37°C, %5CO2’li ortamda inkiibatérde bekletilmistir. 570 nm dalgaboyunda
ELISA mikroplaka okuyucuda (Epoch, BioTech) optikal yogunluk, kolorimetrik olarak

Ol¢iilmiis ve % canlilik asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Choi ve digerleri, 2006).

% Canlilik= (Absorbansomek / Absorbanskontror) X 100 (3.5)

AR

(M HT-29 18h. 21.32 05.01.2022 VA

|
|
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,’

Resim 3.4. 18 saat inkiibasyon sonucu DMSO uygulanan HT-29 hiicreleri



61

3.2.9. CMB-gluM16’nin epitel hiicrelere yapismaki rolii

Calismada bakterilerin tutundugu hiicre sayisinin yiizdesi (adezyon) (Jacobsen ve digerleri,
1999)tarafindan kullanilan metot modifiye edilerek gergeklestirilmistir. Probiyotik L.
plantarum LP1 susunun ve farkli derisimlerde (50, 200 ve 500 mg/mL) CMp-gluM16 ile
hazirlanan sinbiyotik (CMB-gluM16+L. plantarum LP1) uygulamalarm HT-29 kolorektal

adenokarsinoma hiicre hattinda epitel hiicrelere adezyon yetenekleri belirlenmistir.

e Hiicreler, flasklarda %10 fetal bovin serumu, %1 L-Glutamin (Merck), %1 antibiyotik
(penisilin/streptomisin) ve %40 MCDB-201 igeren DMEM (Invitrogen) besi ortami
icerisinde 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde (Panasonic) gelistirilmistir.

e Flasklarda %80-90 yayilma gosteren hiicreler Tripsin/EDTA ile kaldirilarak sayilmistir
(Hadjiakhoondi, 2014).

e HT-29 hiicreleri, DMEM besiyeri ile 4 mL olmak iizere 1x10° hiicre/kuyu olacak
sekilde 6 kuyulu mikroplaklara aktarilmigtir.

e Hiicreler, giin asir1 degistirilen besiyerinde %80 yogunluga ulastiginda g¢alismaya
alimmistir. Adezyon deneyinden 24 saat 6nce, kuyulardan hiicre besiyeri atilarak yerine,
antibiyotik icermeyen 4 mL DMEM besiyeri eklenmistir.

e 24 saatsonunda 2 kez 3 mL soguk PBS (pH 7,4) ile hiicreler yikanmis ve sonra hiicrelere
2 mL DMEM besiyeri (serum ve antibiyotik icermeyen) eklenerek 37°C’de 30 dk.
inkiibasyona birakilmistir.

e  Yogunlugu McFarland 10’a ayarlanmis 1 mL L. plantarum LP1 (probiyotik) ve 1 mL
DMEM besiyeri (serum ve antibiyotik icermeyen) hiicrelere uygulanmistir.

e Sinbiyotik uygulama (farkli derisimlerde CMp-gluM16+L. plantarum LP1) ise su
sekilde hazirlanmistir:  Yogunlugu McFarland 10’a  ayarlanmig  bakteri
stispansiyonundan 1 mL alinmis ve 15 dk 3000 rpm’de santrifiij edilmistir. Dibe ¢oken
pellet tizerine 1 mL farkli derisimlerdeki CMB-gluM16 ilave edilerek karigtirilmistir. 1
mL sinbiyotik ve 1 mL DMEM besiyeri (serum ve antibiyotik icermeyen) hiicrelere
uygulanmistir.

e Hiicreler, 37°C’de %5 CO2’li etiivde 3 saat inkiibasyona birakilmis, soguk PBS ile 3 kez
yikama yapilarak her bir kuyucuga 3 mL metanol eklenerek oda sicakliginda 10 dk.
inkiibasyona birakilmistir.

e Metanol uzaklastirilarak sabitlenen hiicreler {izerine %40°lik Giemsa boyasindan 3 mL

eklenmis ve 20 dk. oda sicakliginda bekletilerek boyanmustir.
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e %96’k etanol ile kuyular yikanmis ve fazla boya uzaklagtirilmigtir. Mikroskopta
(Leica, Germany) 25 mm’lik yuvarlak lamellerde incelenerek, hiicrelerin sayimi
yapilmustir.

e Adezyon indeksi ve adezyon yiizdesi asagida verilen formiiller kullanilarak

hesaplanmastir.

Adezyon Yiizdesi; (Bakteri tutunmus epitel hiicre sayisi/toplam hiicre sayisi) x 100 (Otero
MC, 2007).

Adezyon indeksi (ADI); 100 hiicreye tutunan bakteri sayisi olarak hesaplanmigtir.

“ADI>2500 ise giiclii adezyon,

ADI; 2500 ile 500 arasinda ise iyi adezyon,

ADI; 500 ile 100 arasinda ise zayif adezyon ve

ADI<100 ise adezyon yok” seklinde yorumlanmistir (Ortega-Toro ve digerleri, 2016)
(Taverniti ve Guglielmetti, 2011).

3.2.10. CMB-gluM16’mn sitokin seviyelerinin belirlenmesi

CMB-gluM16’nin immiinmodiilator etkilerini belirlemek amaciyla sitokin seviyelerinin
belirlenmistir. Ilgili sitokinlerin (IL-1pB, IL-6, IL-10 ve TNF-a) seviyeleri BTLAB, ELISA
kiti kullamlarak belirlenmistir (Resim 3.6). Insan interlokin 1 Beta (IL-1B), Human IL-6,
Human IL-10 ve Human TNF-a kitleri enzim baglantili bir immiinosorbent tahlilidir
(ELISA).Her kite ait standart grafikleri Sekil 3.2, 3.3, 3.4 ve 3.5’de verilmistir.

Kitin calisma prensibi

Kitte bulunan plaka, insan IL-1B/IL-6/IL-10/TNF-a antikoru ile onceden kaplanmuistir.
Numunenin eklenmesi ile, numunede bulunan IL-1B/IL-6/IL-10/TNF-a sitokini,
kuyucuklarda kaplanmis antikorlara baglanir. Ardindan biyotinlenmis insan IL-13/IL-6/1L-
10/TNF-a antikoru eklenerek numunedeki IL-1p/IL-6/1L-10/TNF-a'ya baglanmasi saglanir.
Daha sonra kit igerisinde yer alan yikama soliisyonu ile streptavidin-HRP uzaklastirilir.
Ardindan substrat soliisyonu eklenmis ve insan IL-1p/IL-6/IL-10/TNF-a miktariyla orantili
olarak renk gelisimi go6zlenir. Reaksiyon, kit igerisinde bulunan asidik durdurma

sollisyonunun eklenmesiyle sonlandirilir ve 450 nm'de absorbans 6l¢iiliir.
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CMpB-gluM16, 7 farkli derisimlerde (12,5-25-50-100-200-400-500 pg/mL) distile su
icerisinde ¢ozilip 0,45 um por ¢apl filtreden gecirilerek steril edilmistir. 24-48 saat
inkiibasyondan sonra sitokin seviyeleri ELISA kit (Resim 3.5) yontemi ile 450 nm’de

mikroplaka okuyucuda belirlenmistir.

Resim 3.5. ELISA Kiti igerigi

Calismada, tiim reaktifler, standart soliisyonlar ve numuneler kitte belirtilen prosediire gore
hazirlanmistir (oda sicaklig). Standart kuyuya 50 pL standart soliisyonu eklenmistir. Ornek
kuyularina onceden farkli derisimlerde hazirlanan CMpB-gluM16’dan 40 pLeklenmis ve
ardindan 10 pL anti- IL-1p/IL-6/1L-10/TNF-a antikoru eklenmistir. Numune kuyularina ve
standart kuyulara 50 pL Streptavidin-HRP eklenerek iyice karistirilmistir. Plaka bir kapatici
ile ortiilerek 37°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir. 60 dakika inkiibasyon sonunda plate
yikama tamponu ile 5 kez yikanmistir. Her bir kuyucuga 50 pL substrat soliisyonu A ve
ardindan her kuyuya 50 pL substrat soliisyonu B eklenmistir. Karanlikta 37°C'de 10 dakika
boyunca yeni bir kapatici ile kaplanmis plate inkiibe edilmistir. Her kuyucuga 50 pL stop
soliisyonu eklenmis ve mavi rengin hemen sariya doniistiigli gézlenmistir. Durdurma
soliisyonunu da ekledikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplaka

okuyucu kullanarak hemen her kuyunun optik yogunlugunu (OD degeri) belirlenmistir.
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Resim 3.6. Sitokin seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan ELISA kitleri (1: IL-1p, 2: IL-
6, 3: IL-10, 4: TNF-a)

i - y =0,0001x + 0,1549
IL-1B Standart Egrisi R = 0.9963

Optikal Yogunluk (450 nm)
o o o 9 I
() ~ o [e) [ ) ~

o

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000
Standart konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 3.2. IL-1p standart grafigi
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y =0.0018x + 0.1827

IL-6 Standart Egrisi R? = 0.998

Optikal yogunluk (450 nm)
S e e
o N B ® ® R, NV A O

0 100 200 300 400 500 600 700
Standart konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 3.3. IL-6 standart grafigi

- y = 0.0014x + 0.2501
IL-10 Standart Egrisi R> = 0.9924

= N
- Ul [N Ul

Optikal yogunluk (450 nm)

o
Ul

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Standart konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 3.4. IL-10 standart grafigi
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] o .. y =0.0015x + 0.1648
TNF-a Standart Egrisi R2=0.9973

Optikal yogunluk (450 nm)
o o o 929 I
oMM B O ®W L, N B O ®

0 200 400 600 800 1000 1200
Standart konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 3.5. TNF-a standart grafigi

3.2.11. istatistiksel analizler

Tiim ¢aligmalar, her ¢calisma igin paralel sayisi degiskenlik gostermekle birlikte genel olarak

iki paralelli ve {i¢ tekrarli olacak sekilde yapilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen veriler bu

tekrarlarin ortalamasi + standart sapma (SD) seklinde verilmistir. Caligmalarda kullanilan

istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (16.0 Versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL, USA)

kullanilmistir. Istatistiksel analiz yapilan ¢alismalar;

Antioksidan aktivite belirlemede yapilan DPPH radikal siipiiriicii aktivite- Hidroksil
radikali stiptiriicii aktivite- Stiperoksit anyonu siipliriicii aktivite metotlarinda varyanslar
esit dagildigi i¢in tek yonlii ANOVA testi ardindan derisimler arasinda anlamli bir fark
olup olmadigini gérmek i¢in Tukey testi uygulanmaistir.

DPPH radikal siipiiriicii aktivite- Hidroksil radikali siipiiriicii aktivite-siiperoksit anyonu
stipliriicii  aktivitesi arasinda korelasyon belirleme icin Pearson korelasyon testi
uygulanmistir.

Antibiyofilm aktivite belirleme deneyi i¢in varyanslar esit dagildigr i¢in tek yonlii
ANOVA testi ardindan derisimler arasinda anlamli bir fark olup olmadigin1 gérmek i¢in
Tukey testi uygulanmstir.

MTT deneyinde hiicre hatlari-uygulama saatleri arasindaki iliskiyi belirlemede

ANOVA sonras1 Tukey testi uygulanmistir.
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L. plantarum LP1 probiyotiginin epitel hiicrelere yapisma yetenegini CMB-gluM16
biyopolimerinin (sinbiyotik) arttirip arttirmadigini bulmak amaciyla yapilan adezyon
deneyinde L-929 hiicre hattina probiyotik ve sinbiyotigin gesitli derisimleri (50, 200,
500 mg/mL) uygulanmis sonrasinda adezyon yiizdesi ve adezyon indeksi (ADI)
hesaplanmistir. Yapilan sinbiyotik-probiyotik uygulalarinin arasinda ve sinbiyotik
uygulamalarinin dozlarmin kendi aralarinda anlamli bir farka sahip olup olmadigini
belirlemek i¢in Tukey testi uygulanmustir.

ELISA deneylerinde interlokin- hiicre hatti- uygulama siireleri arasinda anlamli bir fark
olup olmadigimma bakmak i¢in Tukey testi uygulanmistir. Ayrica her bir interlokine
uygulanan CM-gluM16 dozlar1 arasinda anlamli bir fark olup olmadigina bakmak i¢in
de ANOVA sonrasinda Tukey testi uygulanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. p-glukanmin Ekstraksiyonu

Calismada beta glukan ekstraksiyonu i¢in kullanilan Pichia kudriavzevii M16 susunun 1s1k
mikroskop goriintlisii Resim 4.1’de verilmistir. Pichia kudriavzevii M16 mayasinin hiicre
duvarindan ekstrakte edilen B-glukan (B-gluM16) Resim 4.2°de ve Ornegin liyofilize
edildikten sonraki hali ise Resim 4.3’te verilmistir.

Resim 4.1. Pichia kudriavzevii M16 maya susunun 1sik mikroskobu goriintiisii (100X)

ueyn|o eyag

Resim 4.2. Pichia kudriavzevii M16 mayasinin hiicre duvarindan ekstrakte edilen -gluM16
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Resim 4.3. Liyofilize f-gluM16

4.2. p-glukamin Karboksimetilasyonu

Pichia kudriavzevii M16 maya susunun hiicre duvarindan ekstrakte edilen p-glukan (B-
gluM16)’nin kimyasal bir modifikasyon yontemi (karboksimetilasyon) ile ¢oziiniirliigiinii
artirllmig ve karboksimetilasyon islemi sonrasi elde edilen liyofilizce CMp-gluM16

biyopolimerinin liyofilize hali Resim 4.4’te verilmistir.

Resim 4.4. Liyofilize CMB-gluM16 6rnegi

4.3. CMB-gluM16’nin Karakterizasyonlari

4.3.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

Fourier transform kizil6tesi (FT-IR) spektroskopisi, polisakkaritlerin yapisal analizinin

belirlenmesinde giiclii bir yontemdir. Yontem, glukanlarin icerdigi glikozidik bag
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pozisyonlaria ve konfigiirasyona duyarlidir. Polisakkaritlerin yapisal analizinde iki bdlge
oldukca 6nemlidir. Bunlar seker bolgesi (950-1.200 cm™) ve anomerik bélge (750-950 cm”

1) olarak adlandirilir.

B-gluM16 biyopolimerinin FT-IR analizi sonucunda (Sekil 4.1) elde ettigimiz pikler 532,
572,691, 844, 1000, 1148, 1238, 1380, 1531, 1632, 2065, 2192, 2287, 2925, 3275 cm™"dir.
CMB-gluM16 biyopolimerinin FT-IR analizi sonucunda elde edilen pikler ise; 528, 602,
674, 776, 921, 1059, 1095, 1135, 1286, 1352, 1416, 1500, 1906, 1984, 2045, 2204, 2283,
2652, 2832, 2901, 3130, 3187, 3777, 3820 cm™’dir. 1059-1095-1286 cm™ bantlari
polisakkarit varligin1 kanitlamaktadir. (1,3)-(1,6)-p-D-glukanlarina spesifik bantlara yakin
degerlerde alinan pikler de dallanma derecesini gostermektedir. Ayni sekilde
karboksimetilasyona ugramis glukan 6rneklerine spesifik bantlara (1600, 1421, 1328, 1047
cm™?) yakin alinan degerler (1416-1352-1059-1500-1352-1416-1059 cm™) biyopolimere

uygulanan karboksimetilasyon iglemini kanitlar niteliktedir.
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Sekil 4.1. B-gluM16 ve CMB-gluM16’nin FT-IR spektrumlar1 (mavi renk CMp-gluM16,
kirmizi renk B-gluM16’y1 temsil etmektedir)
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4.3.2. SEC

Tez ¢alismasinda elde edilen CMB-gluM16 biyopolimerinin SEC analizi ile grafikten elde
edilen log M=33,58-5,974X* + 0,4563X? — 0,01291X? kalibrasyon dogrusu (R?= 0,9998) ile
molekiiler agirhigi belirlenmistir (Cizelge 4.1). Elde edilen sonuglarin polidispers polimerler
icin Mn <Mw <Mz kuralina uydugu belirlenmistir. Yiiksek Pd degeri daha genis molekiiler
agirhigi dagilimi ifade etmektedir. CMB-gluM 16’ nin molekiiler agirligi 232,013 kDa olarak
tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. CMB-gluM 16 ’nin boyut dislama kromatografi sonuglari

CMB-gluM16
Mp (kDa) (En yiiksek pike ait molekiil agirlig1) 93,881
Mn (kDa) (Sayica ortalama molekiiler agirligi) 148,858
Mw (kDa) (Agirlikga ortalama molekiil agirligi) 232,013
Mz (kDa) (Z ortalama molekiiler agirlig1) 406,931
Pd (Polidispersite indeksi) 1,5586
Rt (Alikonma zamani) 12,64

4.4. CMB-gluM16’mn Biyolojik Aktiviteleri

4.4.1. Antioksidan aktivite

Karboksimetillenmis B-gluM16'nin (CMpB-gluM16) farkli derisimlerde (0,2-0,5-1-5-10-20-
30 ve 100 mg/mL) antioksidan aktivitesi {i¢ farkli yontemle tespit edilmis ve sonuglar Sekil

4.1°de verilmistir.

2. 2-difenil-1-pikrilhidraz (DPPH) radikal siipiiriicii aktivite

DPPH radikal siipirme aktivitesinin en yiiksek 100 mg/mL CMp-gluM16 derisiminde
(%96), en diisiik aktivitenin ise 1 mg/mL ve 5 mg/mL derisiminde (%70) oldugu
belirlenmistir. 0,2 mg/mL (%75,13) derisimden 5 mg/mL’lik (%70) konsantrasyona kadar
antioksidan aktivitede kademeli bir azalis oldugu ve aktivitenin 10 mg/mL’lik (%75,03)
konsantrasyondan 100 mg/mL’lik (%96) derisime dogru ise kademeli bir bicimde artmaya
basladig1 bulunmustur (Cizelge 4.1). Elde edilen sonuglar CMB-gluM16’nin DPPH radikal

stipliriicli aktivitesinin oldugunu gostermistir. DPPH radikal siipiirme aktivitesi belirlenen



73

CMBp-gluM16 biyopolimerinin uygulanan dozlar arasinda istatistiksel agidan bir anlamlilik
olup olmadigini kanitlamak i¢in Tukey testi uygulanmistir. Elde edilen sonuglarda p=0,05
seviyesinde 1-5 mg/mL ve 0,2-10 mg/mL dozlar arasinda anlamli bir fark bulunmazken,

diger tiim dozlar arasi anlamli fark oldugu bulunmustur.

120
® DPPH radikal siipiiriicii aktivite

100

96,00
91,00
79,00
80 7513 73.97 75,03
70113 70,00
2
02 05 1 5 10 20 30 100

CMB-gluM16 konsantrasyonu (mg/mL)

Antioksidan Aktivite (%)
o (2]
o o

o

o

Sekil 4.2. CMB-gluM16’nin farkli derisimlerde DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi

Siiperoksit anyonu siipiiriicii aktivitesi

CMB-gluM16'n1n siiperoksit anyonu siipiiriicti aktivitesi farkli derigsimlerde (0,2-0,5-1,5, 10,
20, 30 ve 100 mg/mL) belirlenmis ve artan derisimlerde siiperoksit anyonu siipiiriicii
aktivitesinin arttigi belirlenmistir. (Cizelge 4.1, Sekil 4.2). 100 mg/mL derisiminde siipiiriicii
aktivite %76 olarak tespit edilirken ve 0,2 mg/mL derisimde %45,17 siipiiriicii aktivite
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar CMp-gluM16'nin siiperoksit anyonu siipiirme
aktivitesinin oldugunu gostermistir. Stiperoksit anyonu siipiiriicii aktivitesi belirlenen CMf3-
gluM16 biyopolimerinin uygulanan dozlari arasinda istatistiksel agidan bir anlamlilik olup
olmadigini kanitlamak i¢in Tukey testi uygulanmistir. Elde edilen sonuglarda uygulanan tiim

dozlar arasinda p<0,05 seviyesinde anlamli bir fark oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.3. CMB-gluM16in siiperoksit anyonu siipiiriicii aktivitesi (%)

Hidroksil radikali stiptiriicii aktivitesi

Hidroksil radikal siipiiriici aktivite deneyinde, CMB-gluM16 aktivitesinin, 100 mg/mL
derigsimine (%69,65) ulasana dek kademeli bir artis oldugu bulunmustur (Sekil 4.3).
Sonuglar, CMB-gluM16°nin hidroksil radikali siipiirme aktivitesinin oldugunu géstermistir.
Hidroksil radikali siipiiriicti aktivitesi belirlenen CMB-gluM16 biyopolimerinin uygulanan
dozlar1 arasinda istatistiksel agidan bir anlamlilik olup olmadigini kanitlamak i¢in Tukey
testi uygulanmistir. Elde edilen sonucglarda uygulanan tiim dozlar arasinda p<0,05

seviyesinde anlaml1 bir fark oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.4. CMp-gluM16'nin hidroksil radikali siiptiriicti aktivitesi (%)

Antioksidan aktivitenin belirlendigi ii¢ metot (DPPH radikal siipiiriicii aktivite-hidroksil
radikali stiptirme aktivitesi-Siiperoksit anyonu siipiiriicli aktivitesi) arasinda korelasyon olup
olmadigini belirlemek amaciyla, Pearson korelasyon testi uygulanmis olup DPPH radikal
stipiiriicti aktivite- hidroksil radikali siipiiriicli aktivitesi arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir iligki goriilmiistiir (r=0,712 ve r=0,701, p<0,0001). Hidroksil radikali siipiiriicii aktivitesi
ve siiperoksit anyon temizleme aktivitesi arasinda ise istatistiksel olarak gii¢li bir iligki
bulunmustur (r=0,974, p<0,01). DPPH radikal siipiiriicii aktivite- hidroksil radikal siipiirme
aktivitesi arasinda ve DPPH radikal siipiiriicii aktivite- siiperoksit anyonu siipiiriicii aktivitesi
arasinda anlamli bir fark bulunurken (p<0,0001, p<0,0001), hidroksil radikali siipiiriicii
aktivitesi- siiperoksit anyonu stipiiriicti aktivitesi arasinda anlamli bir fark bulunmamistir

(p=0,1648) Sekil 4.4’te verilmistir.
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CMBglu-M16

p = 0,000
—
ns
p—0.1648
—

P < 0,000

150

100

o

Antioksidan aktivite (%)

**x*: p<0,0001

ns (non-significant): istatistiksel olarak anlaml degil

Sekil 4.5. CMB-gluM 16’ nin antioksidan testlerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

4.5. Antibiyofilm Etkinin Belirlenmesi

CMB-gluM16, Escherichia coli ATCC 11229, Pseudomonas aeruginosa 29212 ve
Staphylococcus aureus ATCC 25923’iin olusturdugu biyofilmi %57 ile %80 arasinda
engellenmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.5). CMB-gluM16'nin en yiiksek biyofilm inhibisyonu E.
coli ATCC 11229 bakterisinde %80, Staphylococcus aureus ATCC 25923’te %67 ve P.

aeruginosa 29212 da ise %71 engelledigi bulunmustur.

Cizelge 4.2. Biyofilm inhibisyon sonuglart (%)

CMB-gluM16 derisimi E. coli P. aeroginosa S. aureus
(mg/mL) ATCC 11229 ATCC 29212 ATCC 25923

0,2 77+02 61+l 6542

0,5 79+0 71+4 61+7"

1 80+0° 7143 57+4°

5 79+ 2 71+1° 663"

10 79+1 71+1 67+2"

20 79+3 71+3° 66+3

30 79+2 71+4" 662"
100 78+3° 70+1° 661

a: Dozlar arasinda anlaml bir fark var (p<0,05)
b: Dozlar arasinda anlamli bir fark yok (p>0,05)
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Her ii¢ biyofilm olusturan bakteri susunda farkli derisimlerde CMB-gluM16min biyofilm
inhibisyonu degerlendirildiginde;

e CMBB-gluM16min 1 mg/mL’lik derisimin E. coli ATCC 11229 bakterisinin olusturdugu
biyofilmi en yiiksek oranda (%80) inhibe ettigi, 0,2 mg/mL’lik derisiminde ise en diisiik
oranda (%77) inhibe ettigi bulunmustur.

e CMB-gluMl16mn 0,5, 1, 5, 10, 20, 30 mg/mL’lik derisimlerinin P. aeruginosa ATCC
29212 bakterisinin olusturdugu biyofilmi en yiiksek oranda (%71) inhibe ettigi, 0,2
mg/mL’lik derisiminde ise en diisiik oranda (%61) inhibe ettigi bulunmustur.

e CMB-gluM16’nin 10 mg/mL’lik derisiminde S. aureus ATCC 25923 bakterisinin
olusturdugu biyofilmi %67 oraninda inhibe ederken 1 mg/mL’lik derisimde inhibisyon

orani %57 olarak tespit edilmistir.

Antibiyofilm aktivitesi belirlenen CMB-gluM16'nin her bir bakteri i¢in uygulanan dozlar
aras1 anlamli bir fark olup olmadigini tespit etmek amaciyla Tukey testi uygulanmistir. Elde
edilen sonuglar dogrultusunda E. coli ATCC 11229 bakterisine uygulanan CMB-gluM16’nin
0,2-1-100 mg/mL dozlar1 arasinda p=0,05 seviyesinde anlamli fark goriiliirken, diger dozlar
arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. S. aureus ATCC 25923 bakterisine uygulanan
CMB-gluM16’nin 5-20-30-100 mg/mL dozlart arasinda p=0,05 seviyesinde anlamli fark
goriilmezken, diger dozlar arasinda anlamli fark oldugu goriilmiistiir. P. aeroginosa ATCC
29212 bakterisine uygulanan CMp-gluM16’nin 0,2 ve 100 mg/mL dozlar1 hari¢ higbir

dozunda anlamli fark goriilmemistir.
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Sekil 4.6. CMB-gluM16'n1in biyofilm inhibisyonu (%)

4.6. Sitotoksisite

4.6.1. CMB-gluM16’nmin HT-29 insan kolorektal adenokarsinoma hiicre hattinda 3-
(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum  bromid (MTT) testi ile
antiproliferatif etkinin belirlenmesi

Calismada, P. kudriavzevii M16 maya susunun hiicre duvarindan ekstrakte edilip ardindan
karboksimetilasyon uygulanan - glukan biyopolimeri (CMpB-gluM16) ile 12, 18, 24 ve 36
saat siire muamele edilen HT-29 insan kolorektal adenokarsinom hiicrelerinde MTT testi ile
hiicre canlilig1 belirlenmistir. Kontrol grubu olarak hi¢bir uygulama yapilmamis HT-29
hiicreleri kullanilmistir. Calisma sonucunda, uygulama yapilan gruplarin HT-29 {izerine
etkileri % canlilik olarak hesaplanmig ve antiproliferatif etki degerlendirilmistir. 12, 18, 24,
36 saat boyunca CMpB-gluM16 uygulamalari sonucu, artan derisim ve muamele siirelerinde
hiicre canliligin azaldigi tespit edilmistir. Bu durum kullanmis oldugumuz biyopolimerin

kanser hiicresi tizerindeki antiproliferatif etkisini kanitlamaktadir.

Beta glukan biyopolimerinin antiproliferatif etkisi degerlendirildiginde, uygulama siiresinin
artisina bagli olarak antiproliferatif etkinin arttigi tespit edilmistir (Cizelge 4.3). CMp-
gluM16’nin uygulama siireleri incelendiginde tiim uygulamalarin artan siireye bagli olarak

kanser hiicresine karsi antiproliferatif etkide artisa yol agtig1 tespit edilmistir. Calisma
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sonucuna gore en yiiksek antiproliferatif etki CMB-gluM16’nin 36 saatlik uygulamasinda
500 pg/mL derisimde belirlenmis olup (%40 6liim), en diisiik antiproliferatif etki ise CM-
gluM16’nin 12 saatlik uygulamasmin 12,5 pg/mL derisiminde goriilmiistiir (%6 Glim).
CMB-gluM16’nin HT-29 hiicre hatt1 {izerinde 12-18, 12-24, 12-36 uygulama saatleri
arasinda p<0,0001; 18-24 uygulama saatleri arasinda p=0,0033; 18-36 ve 24-36 uygulama
saatleri arasinda p<0,0001 seviyelerinde fark bulunmustur (Sekil 4.6).

HT-29, MTT

P 0.00014%**

20,000 f‘"*l

—

P = 0.000] sk
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P 0.00335r%

P 00001 < 0,000] ¥eir

110 | —
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3 3
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60—

50 T I I T

Sekil 4.7. HT-29 MTT testi uygulama saatlerinin istatistiksel degerlendirilmesi

CMB-gluM16’nin L-929 hiicre hatt1 iizerinde ise 12-18, 12-24, 12-36 uygulama saatleri
arasinda p<0,0001; 18-24 uygulama saatleri arasinda p=0,0028; 18,36 ve 24-36 uygulama
saatleri arasinda ise p<0,0001 seviyelerinde fark bulunmustur (Sekil 4.7).
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Sekil 4.8. L-929 MTT testi uygulama saatlerinin istatistiksel degerlendirilmesi

HT-29 insan kolorektal adenokarsinom hiicrelerinin CMpB-gluM16 biyopolimeri ile
muamelesi dort farkli saatte degerlendirilmis olup ilk olarak 12 saat muamele sonucunda
hiicre canlilig1 en yiiksek dozda (100 pg/mL) %67’ye diismiistiir. Bu durum hiicrelerde
kontrol grubuna (hic¢bir uygulama yapilmamis HT-29 hiicreleri) gore yaklasik %33 oranda
olim meydana geldigini gostermektedir. Benzer sekilde 18 saatin sonunda canlilik %64’e;
24 saat sonunda canlilik %61’e ve son olarak 36 saatlik uygulama sonucunda da canlilik
%60’a kadar diigmiistiir. Bu da sirasiyla %36, %39 ve %40 hiicre 6liimii meydana geldigini
gostermektedir. Bu durum hiicrelerin biyopolimer ile muamele siireleri ve dozlar arttikga

antiproliferatif etkinin de arttigin1 gosterir niteliktedir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.9. CMB-gluM16’nin farkli derisimlerde HT29 hiicre hatti {izerinde % canlilik

degerleri



Siire
12 saat 18 saat 24 saat 36 saat
Derisim (png/mL) Canlilik (%) Derisim (pg/mL) Canlilik (%) Derigim (pug/mL) Canlilik (%) Derisim (pug/mL) Canlilik (%)

Kontrol 1001 Kontrol 100£2 Kontrol 1001 Kontrol 1001
12,5 94+1 12,5 91+1 12,5 82+1 12,5 80+1
25 91+1 25 86+3 25 81+1 25 76+2
50 84+2 50 8242 50 7742 50 7343
100 83+1,6 100 78+3 100 76+3 100 7142
200 81+2 200 71+3 200 7343 200 66+1
400 78+3 400 67+1 400 67+3 400 64+3
500 6743 500 64+1 500 61+2 500 60+1
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4.6.2. CMB-gluM16’nin L929 Fibroblast Hiicre Hattinda MTT Testi ile Canhhginin
Olgiilmesi

Calismada, P. kudriavzevii M16 maya susunun hiicre duvarindan ekstrakte edilip ardindan
karboksimetilasyon uygulanan beta glukan biyopolimeri (CMp-gluM16) ile 12, 18, 24, 36
saat muamele edilen L929 saglikli fibroblast hiicrelerinde MTT testi ile hiicre canlilig
belirlenmistir. Kontrol grubu olarak hi¢bir uygulama yapilmamis L929 saglikli fibroblast
hiicreleri kullanilmistir. Calisma sonucunda, uygulama yapilan gruplarin 1929 hiicreleri
tizerine etkilerinin proliferatif olarak degerlendirmesi amaciyla % canliliklar1 hesaplanmigtir

(Cizelge 4.4).

Beta glukan biyopolimerinin proliferatif etkisi degerlendirildiginde, uygulama siiresinin
artisina bagl olarak proliferatif etkinin azaldigi tespit edilmistir. Tim uygulamalar
incelendiginde CMpB-gluM16’nin 1929 hiicrelerinde %2-36 arasinda degisen diisiik
oranlarda saglikli hiicre 6liimiine neden oldugu belirlenmistir. Bu oranin toksisite agisindan
dikkate deger olmadigi goriilmiis olup, CMpB-gluM16’nin tiim derisim ve siirelerdeki

uygulamalarinin biyogiivenli olarak kullanilabilecegini gostermistir (Sekil 4.9).

L929 MTT
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. I I
v 80 I
S 60
©]
X
40
N . h y
0
12 saat 18 saat 24 saat 36 saat
EKontrol  ®12,5pg/mL = 25pug/ml. ®50pg/mL
H 100pug/mL ®200pg/mL ®400pug/mL ®=500pg/mL

Sekil 4.10. CMB-gluM16’nin farkli derisimlerde L929 hiicre hatti {izerinde % canlilik
degerleri



12 saat 18 saat 24 saat 36 saat

Kontrol 100+1 Kontrol 10042 Kontrol 100+1 Kontrol 100+1
12,5 (ug/mL) 98=+1 12,5 (ug/mL) 96+1 12,5 (ug/mL) 89+1 12,5 (ug/mL) 83+1
25 95+1 25 90+1 25 89+2 25 79+3

50 95+1 50 85=+1 50 84+2 50 77+1

100 88+2 100 80+2 100 78+1 100 742

200 85+1 200 7242 200 7143 200 68+3

400 79+0 400 70+3 400 69+1 400 64+1

500 70+1 500 68+3 500 66+1 500 64+2
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4.7. Adezyon

Calismada, L. plantarum LP1 (probiyotik) ve sinbiyotik (CMB-gluM16+L. plantarum LP1)

uygulamalarinin HT-29 kolon hiicre hattina adezyon yetenekleri tespit edilmistir.

Uygulama gruplari,

e Kontrol,

e L. plantarum LP1 (probiyotik),

e 50 mg/mL CMB-gluM16+L. plantarum LP1 (sinbiyotik)

e 200 mg/mL CMpB-gluM16+L. plantarum LP1 (sinbiyotik)

e 500 mg/mL CMB-gluM16+L. plantarum LP1 (sinbiyotik) tir.

Belirtilen uygulamalarin adezyon yetenekleri Leica (Germany) mikroskop ile (100X oranda
biiyiitme) belirlenmistir (Sekil 4.10). Ardindan 40X objektifiyle goriintiiler alinarak sayim
yapilmis, adezyon yiizdesi ile adezyon indeksi hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.7°de
verilmistir. Calismada kullanilan probiyotik bakterinin ve farkli sinbiyotik uygulamalarin

adezyon ylizdesi (%) ve adezyon indeksi (ADI) Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Probiyotik ve sinbiyotik uygulamalarin adezyon yiizde ve indeks degerleri

Uygulamalar Adezyon (%)? Adi®
Sinbiyotik 85 883
50 mg/mL CMB-gluM16+L. plantarum LP1
Sinbiyotik
200 mg/mL CM-BgluM16+L. plantarum LP1 89 1140
Sinbiyotik
500 mg/mL CMB-gluM16+L. plantarum LP1 92 1180
Probiyotik (Canli Bakteri)
L. plantarum LP1 83 566

& Bakteri tutunan hiicre sayisinin yiizdesi
b: 100 hiicreye tutunan bakteri sayist

HT-29 hiicrelerine L. plantarum LP1 probiyotigi ve farkli dozlarda CMB-gluM16 igeren L.
plantarum LP1 (sinbiyotik) eklenmistir. Hiicrelere probiyotigin uygulanmasi ile adezyon
yiizdesi %83, ADI degeri 566, 50 mg/mL CMB-gluM16 igeren sinbiyotigin uygulamasinda
adezyon ylizdesi %85, ADI degeri 883, 200 mg/mL CMp-gluM16 iceren sinbiyotigin
uygulanmasinda ise adezyon yiizdesi %89 olarak hesaplanirken, ADI degeri 1140 olarak
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hesaplanmistir. 500 mg/mL CMB-gluM16 iceren sinbiyotigin uygulanmasinda ise adezyon
yiizdesi %92 olarak hesaplanirken, ADI degeri 1180 olarak hesaplanmastir.

Bu sonuglar neticesinde, farkli dozlarda (50, 200, 500 mg/mL) CMf-gluM16 ile L.
plantarum LP1 susunun kombinasyonlar1 sonucu hazirlanan sinbiyotik uygulamalarin, tek
bagina L. plantarum LP1 susuna gore daha yiiksek adezyon yetenegine sahip oldugu
belirlenmistir. Bu durum, CMB-gluM16°nin L. plantarum LP1 susunun adezyon yetenegini
arttirdigii gdstermektedir. Incelenen susun hiicrelere yiiksek oranda adezyon yetenegine
sahip oldugu, CMpB-gluM16’nin da bakterinin adezyon yetenegini 6nemli 6l¢iide artirdigi
goriilmistiir. Formiile gore adezyon indeksi (ADI) “ADI>2500 ise gii¢lii adezyon, ADI;
2500 ile 500 arasinda ise iyi adezyon, ADI; 500 ile 100 arasinda ise zayif adezyon ve
ADI<100 ise adezyon yok™ seklinde degerlendirilmektedir. Elde edilen sonuglara gore, HT-
29 hiicrelerine uygulamalarin hepsinin ADI degerleri 566 ile 1180 arasinda belirlendigi igin

uygulamalar “iyi adezyon” olarak degerlendirilmistir.

Bu sonuglar1 Resim 4.5’de sunulan 151k mikroskobu (Leica, Germany) goriintiileri de
destekler niteliktedir. L. plantarum LP1 susu, tek basina HT-29 hiicrelerine uygulandiginda
da iyi adezyon yetenegi gdostermis ancak 500 mg/mL CMp-gluM16°nin adezyon yetenegini

arttirdig1 goézlenmistir.



£.

Sekil 4.11. a: 50 mg/mL CMB-gluM16, b: 200 mg/mL CMB-gluM16, c: 500 mg/mL CMp-
gluM16, d: 50 mg/mL CMpB-gluM16+L. plantarum LP1, e: 200 mg/mL CM-
gluM16+L. plantarum LP1, f: 500 mg/mL CMp-gluM16+L. plantarum LP1, g:

Kontrol (HT-29 hiicresi ve besiyeri DMEM), h: HT-29 hiicresi+L. plantarum
LP1
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4.8. CMB-gluM16’nin IL-1f, IL-6, IL-10 ve TNF-a Kitleri ile Sitokin Seviyelerinin
Belirlenmesi

4.8.1. CMB-gluM16’nin immiinmodiilatér etkisinin belirlenmesi icin, HT-29 ve 1929
hiicrelerinden salinan IL-1f, IL-6, IL-10 ve TNF-a sitokin seviyelerine etKisi
arastirilmistir.

Calismada HT-29 ve 1929 hiicrelerinde IL-1p sitokin seviyeleri 6l¢iilmiistiir. CMpB-gluM16
12,5-25-50-100-200-400-500 pg/mL dozunda eklenmistir. Kontrol grubu olarak
biyopolimer ile muamele edilmemis hiicreler kullanilmistir. Uygulamada kullanilan ELISA
kitinin ¢alisma prensibi, streptavidin ve biyotin arasindaki kuvvetli baglanma 6zelligine
dayanmaktadir. Bu yontemde primer antikora baglanan, biyotin ile isaretlenmis ikinci
antikor kullanilmaktadir. Horse radish peroksidaz isaretli olan streptavidin, biyotinle isaretli
ikinci antikora baglanir. Kromojen/substrat soliisyonu olarak tetrametilbenzidin kullanilir ve
dokudaki antijen/antikor/enzim kompleksi etrafinda mavi renk reaksiyonu olusur. Durdurma
sollisyonun eklenmesiyle mavi rengin sartya doniistiigii gézlenir. Ortama salinan IL-18, IL-
6, IL-10 ve TNF-a miktarina bagli olarak sar1 rengin tonu da degisim gostermektedir (Resim
4.8). Deneyler 3 tekrarli yiriitilmiis olup sitokin seviyeleri belirlenen kitlerin standart
grafikleri olusturulmus, sonuglar standartlara gore degerlendirilmis, ardindan SPSS Inc
Software (16.0 versiyon; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) kullanilarak tek yonlit ANOVA testi
uygulanmistir. Bu istatistik ile hiicre hatlar1 arasindaki farklar ve uygulama saatleri

arasindaki farklarin anlamli olup olmadig1 degerlendirilmistir.

Resim 4.5. ELISA kiti durdurma soliisyonu uygulamasi sonucu olusan renk degisimi
(soldaki resim uygulama oncesi, sagdaki resim uygulama sonrasi)
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4.8.2. IL-1B

Kit standartindan elde edilen formiil ile CMB-gluM16’nin OD degerleri hesaplanarak
sonuglara ait grafikler Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir. IL-1p pro-inflamatuvar
sitokini, 929 saglikli fibroblast hiicre hattinda CMp-gluM16 ile 18 saat muamele
sonucunda 12,5-100 pg/mL derisimde kontrol grubuna gore inflamasyonda artig, 100 pg/mL
derisimden itibaren ise azalis g6zlenmistir. IL-1p pro-inflamatuvar sitokini HT-29
kolorektal adenokarsinom hiicre hattinda CMp-gluM16 ile 18 saat muamele sonucunda
kontrole gore 12,5-100 ug/mL derisimde inflamasyonda artig, 100 pg/mL derisimden
itibaren ise azalis gézlenmistir. L929 saglikli fibroblast hiicre hattinda CMB-gluM16 ile 36
saat muamele sonucunda 12-5-200 ug/mL derisimde elde edilen sitokin seviyesi, IL-13
standart grafiginden elde edilen denkleme gore hesaplanmis olup kontrol grubuna gore

inflamasyonda artig, 200 pg/mL derisimden itibaren ise azalis gozlenmistir.

IL-1B pro-inflamatuvar sitokini, HT-29 kolorektal adenokarsinom hiicre hattinda CMp-
gluM16 ile 18 saat muamele sonucunda 12,5-100 ug/mL derisimde kontrol grubuna gore
inflamasyonda artig, 100 pg/mL konsantrasyondan itibaren ise azalis gézlenmistir. 36 saat
muamele sonucunda da benzer sekilde 12-5-100 pg/mL derisimde kontrol grubuna gore

inflamasyonda artis, 100 pg/mL derisimden itibaren ise azalis gézlenmistir.

m [ -929 18 saat
IL 1B L-929 36 saat
4000
3500 I I
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2500
Q 2000 I I I I I
e
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0
Kontrol 12,5 25 50 100 200 400 500

pg/mL

Sekil 4.12. 1.929 hiicre hattinda 18 ve 36 saat uygulamada IL-1p sitokin seviyesi
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IL-1P ® HT-29 18 saat

B HT-29 36 saat
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Sekil 4.13. HT-29 hiicre hattinda 18 ve 36 saat uygulamada IL-1p sitokin seviyesi

CMB-gluM16 biyopolimerinin IL-1p sitokin seviyesi lizerine etkisi istatiktiksel olarak
degerlendirilmis ve sonuglar Sekil 4.13’te verilmistir. IL-1p i¢in hem L-929 hem de HT-29
hiicre hattinda 18 ve 36 saat uygulama siireleri arasinda anlamli bir fark bulunmugstur
(p=0,0203 ve p=0,0005). L-929 hiicre hattinin 18 saat uygulamas1 ile HT-29 hiicre hattinin
18 saat uygulamasinin arasinda anlamli fark bulunurken (p=0,0079) 36 saat uygulama

stireleri arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,8755).
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Sekil 4.14. CMB-gluM16 biyopolimerinin IL-1p sitokin seviyeleri {izerine etkisinin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi (ns (non-significant): istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark yok)

4.8.3. 1L-6

Kit standartindan elde edilen formiil ile CMB-gluM16’nin OD degerleri hesaplanarak
sonuglara ait grafikler Sekil 4.14 ve Sekil 4.15te verilmistir. IL-6 pro-inflamatuvar sitokini,
1929 saglikli fibroblast hiicre hattinda CMB-gluM16 ile 18 saat muamele sonucunda 50
pg/mL-500 pg/mL dozlar arasinda azalis gostermistir. HT-29 hiicre hattinda ise 12,5-200
arasinda azalma varken devaminda artis gozlenmistir. Her iki hiicre hattinda da 36 saat

uygulamalarinda dozlar arasi tutarlilik goriilmemistir.
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Sekil 4.15. 1929 hiicre hattinda 18 ve 36 saat uygulamada IL-6 sitokin seviyesi
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= HT-29 36 saat
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Sekil 4.16. HT-29 hiicre hattinda 18 ve 36 saat uygulamada IL-6 sitokin seviyesi

CMB-gluM16 biyopolimerinin IL-6 sitokin seviyesi tiizerine etkisi istatiktiksel olarak
degerlendirilmis ve sonuglar Sekil 4.16°da verilmistir. IL-6 sitokini i¢in L-929 hiicre hattinin
18 ve 36 saat uygulama siireleri arasinda anlamli fark bulunmazken (p=0,8838) HT-29’da
anlamli fark bulunmustur (p<0,0001). L-929 ve HT-29’un 18 ve 36 saat uygulama siireleri
arasinda anlamli fark bulunmamstir (p=0,9637 ve p=0,2164).



93

IL-6

p=04343"

p=02164"

p—0.9637"

L

p=03478"

0.8838™  p<0.0001F*

il
IFTIL

100

300

Sitokin seviyesi

Saat, Hiicre

Sekil 4.17. CMB-gluM16 biyopolimerinin IL-6 sitokin seviyeleri {iizerine etkisinin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi (ns (non-significant): istatistiksel olarak
anlaml bir fark yok)

4.8.4.1L-10

Kit standartindan elde edilen formiil ile CMB-gluM16’nin OD degerleri hesaplanarak
sonuglara ait grafikler Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de verilmistir. IL-10 anti-inflamatuar sitokini,
L1929 saglikli fibroblast hiicre hattinda CMp-gluM16 ile 18 saat muamele sonucunda
uygulanan tim dozlarda artis gozlenirken; 36 saat uygulamasinda 12,5-200 pg/mL
dozlarinda anti-inflamatuar etki gozlenmistir. 200 pg/mL dozundan sonra ise diisiise
rastlanmistir. IL-10 anti-inflamatuar sitokini, HT-29 hiicre hattinda CMB-gluM16 ile 18 saat
muamele sonucunda 12,5-200 ug/mL dozlarinda artis gézlenirken; 200 pg/mL dozundan
sonra anti-inflamatuar etkide diisiis gézlenmistir. 36 saat uygulamasinin sonuglarinda ise
12,5-100 pg/mL dozlart arasinda anti-inflamatuar etkide artis; sonraki dozlarda ise azalma

oldugu bulunmustur.



94

IL-10 mL-929 18 saat = L-929 36 saat

500
450
400
350
A 300
o 250
200
150
100
50
0

o&\ \ D‘QQ 6@

R

pg/mL

Sekil 4.18. 1.929 hiicre hattinda 18 ve 36 saat uygulamada IL-10 sitokin seviyesi
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Sekil 4.19. HT-29 hiicre hattinda 18 ve 36 saat uygulamada IL-10 sitokin seviyesi

CMB-gluM16 biyopolimerinin 1L-10 sitokin seviyesi tlizerine etkisi istatiktiksel olarak
degerlendirilmis ve sonuglar Sekil 4.19°da verilmistir. IL-10 sitokini i¢in hem de HT-29
hiicre hattinda 18 ve 36 saat uygulama siireleri arasinda anlamli bir fark bulunurken
(p=0,0170 ve p=0,0046) L-929 ve HT-29’un 18 ve 36 saat uygulama siireleri arasinda
anlamli fark bulunmamistir (p=0,8654 ve p=0,8583).



95

IL-10

p=00165*

p-0.8583"

ns
p = 0.8654

L

ns
p 03363

500= P 00177* p - 0.0046 **
| 1
400 = 5 E

T T T T

A A
2\ V
NS m)b* K n_}‘o 4

(%)

(=

<
1

Sitokin seviyesi
— (3
S S
(=] <
] ]

[=]

Saat, Hiicre

Sekil 4.20. CMB-gluM16 biyopolimerinin IL-6 sitokin seviyeleri {iizerine etkisinin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi (ns (non-significant): istatistiksel olarak
anlaml bir fark yok)

4.8.5. TNF-a

Kit standartindan elde edilen formiil ile CMB-gluM16’nin OD degerleri hesaplanarak
sonuglara ait grafikler Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de verilmistir. TNF-a inflamatuar sitokini,
L.929 saglikl: fibroblast hiicre hattinda CMB-gluM16 ile 18 saat muamele sonucunda 12,5-
200 pg/mL dozlar arasinda azalmis, 200-500 pg/mL arasinda ise artmustir. 36 saat
uygulamasinda 12,5-100 pg/mL dozlarinda azalmis, 100-500 pg/mL dozlar1 arasinda ise
artmistir. TNF-o inflamatuar sitokini, HT-29 hiicre hattinda CMp-gluM16 ile 18 saat
muamele sonucunda tiim dozlarda azalmig; 36 saat uygulamasinda ise 12,5-200 pg/mL

dozlar1 arasinda azalmis 400 ve 500 pg/mL dozunda ise yeniden artmustir.
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Sekil 4.21. 1.929 hiicre hattinda 18 ve 36 saat uygulamada TNF-a sitokin seviyesi
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Sekil 4.22. HT-29 hiicre hattinda 18 ve 36 saat uygulamada TNF-a, sitokin seviyesi

CMB-gluM16 biyopolimerinin IL-10 sitokin seviyesi tlizerine etkisi istatiktiksel olarak
degerlendirilmis ve sonuclar Sekil 4.22°de verilmistir. TNF-a sitokini i¢in hiicre hatlar1 ve

uygulama saatleri arasinda higbir anlamli farka rastlanmamustir.
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Sekil 4.23. CMB-gluM16 biyopolimerinin  TNF-o sitokin seviyeleri iizerine etkisinin

istatistiksel olarak degerlendirilmesi (ns (non-significant): istatiksel olarak

anlaml bir fark yok)



98



99

5. TARTISMA

Probiyotiklerin konak¢1 sagligi iizerinde olumlu etkileri olan canli mikroorganizmalar
oldugu bilinmektedir. Bir¢ok faydasinin yani sira, son yillarda probiyotiklerin kullanimi ile
ilgili baz1 dezavantajlar dogmustur. Bu dezavantajlardan biri islenme ve depolanma
acisindan endiistriyel alanda zorluk yaratmasi digeri ise yagh, bagisikligi oldukca diisiik,
gastrointestinal mukozas1 anormal bariyere sahip kisiler gibi risk altindaki bireylerde canl
mikroorganizma kullanimmin giivenli olmadigidir. Bu dezavantajlar sonucunda
paraprobiyotik ve postbiyotik gibi canli olmayan takviyelere olan ilgi artmustir.
Paraprobiyotikleri “bireyin saglig: lizerinde olumlu etkilere sahip olan inaktive mikrobiyal
hiicreler” olarak tanimlamak miimkiindiir. ~Paraprobiyotiklerin sahip olduklar
immiinmodiilator, anti-inflamatuvar, anti-oksidan ve anti-proliferatif etkileri, onlar1 olduk¢a
kullanima uygun ajanlar haline getirerek fonksiyonel gida ve nutrasotik sektoriinde olduk¢a

onem kazanmalarina sebep olmustur (Siciliano, Reale, Fiorella Mazzeo, ve digerleri,

2021b).

Paraprobiyotiklerin konak¢1 sagligi tizerindeki etki mekanizmasimin probiyotiklerin
mekanizmasina benzer sekilde hiicre yilizeyinde yer alan peptidoglikan, teikoik asit,
polisakkarit, ylizey proteinleri vb. gibi molekiillerin konak-paraprobiyotik arasindaki
etkilere aracilik ettigi bilinmektedir. Paraprobiyotiklerin literatiirde yer alan bir diger
avantaji ise antibiyotik ve antifungallarla birlikte uygulanmasi sonucu herhangi bir
biyoaktivite kayb1 gézlenmemesidir (de Almada, Almada, Martinez ve Sant’Ana, 2016).
Paraprobiyotik iceren gidalarin lojistik kosullarindan daha az etkilenmesi sebebiyle daha
uzun raf omrii oldugu da yine probiyotiklere kiyasla kullanim avantajini arttirmaktadir-
Probiyotik bir mayanin hiicre duvarinin fiziksel ve kimyasal islemler ile pargalanmasi
sonucu elde edilen beta glukan biyopolimerinin avantajli kullanim alanlarna sahip bir
paraprobiyotik aday1 olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu sebeple bu tez ¢alismasinda probiyotik
Pichia kudriavzevii M16 maya susunun hiicre duvarindan ekstrakte edilen beta glukan

biyopolimerinin biyolojik aktivitelerini belirlemek amaciyla ¢alismalar yapilmistir.

Mayalarin hiicre duvarlarinda bulunan B(1,3) ve P(1,6) bagh p-glukanlar, bircok
biyoaktiviteye sahiptir. Cesitli kaynaklardan elde edilen mayalar ve onlarin hiicre
duvarindan ekstrakte edilen B-glukanlar {izerine ¢aligmalarin yapilmasi sahip olduklari

biyoaktivitelerin belirlenmesi i¢in 6nem teskil etmektedir. Mayalarin hiicre duvarindan (-
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glukan ekstrakte etmekte kullanilan birgok farkli metot bulunmaktadir (Liu ve digerleri,
2008); (Magnani ve digerleri, 2009); (Jaehrig, Rohn, Kroh, Fleischer ve Kurz, 2007).
Ekstraksiyonun ilk asamasi, hiicre duvarmin zayiflatilmasi ve parcalanmasini saglayan
otoliz asamasidir. Bu amag i¢in, yiiksek sicaklikta sodyum veya potasyum hidroksit
kullanilabilmektedir. Hiicre duvarindaki bir diger bilesik olan mannoproteinlerin, B-
glukandan ayristirilmast asamasinda ise sodyum fosfat tamponu ve cam boncuklar
kullanilarak yiiksek 1s1 ve basingta otoklav islemi uygulanarak yapilmaktadir. Bu uygulama
sonucu molekiiller aras1 baglar zayiflar, mannoproteinler uzaklastirilir sonra kalan [-
glukanlar siser. Ardindan sonikasyon islemi ile hiicre duvari daha da zayiflatilir. Kalan
lipitlerin uzaklastirilmasi, proteinlerinlerin daha kolay pargalanmasi i¢in 6nem teskil
etmektedir. Refliiks cihazinda izopropil alkol organik ¢oziiciisii ile 2 saat boyunca muamele
edilerek lipitler uzaklastirilir. B-glukanlarin igerdikleri protein miktarlar1 fonksiyonel
ozellikleri tizerinde etkili oldugundan uzaklastirilmast gereklidir ve proteinlerin
uzaklastirilmasinda kullanilan en yaygin metot enzim metodudur. Bu amacla 6rneklerden
proteinlerin arindirilmasinda protomex enzimi 55°C sicaklikta ve 7,5 pH’de 5 saat

muamelesi kullanilir (Liu ve digerleri, 2008).

Ekstraksiyonu tamamlanan biyopolimerin biyoaktivitesini belirlemek igin yapilacak
testlerde maddenin ¢Oziliniirliigli biiyiik O6nem tagimaktadir. Tam olarak c¢oziinmeyen
maddenin biyoaktivite testlerinin dogru sonu¢ vermesi beklenemez. Bu sebeple elde etmis
oldugumuz biyopolimere karboksimetilasyon uygulanarak ¢oziiniir hale getirilmistir. Bitki
ve mantarlarin hiicre duvarindan ekstrakte edilen dogal polisakkaritler, toksik olmamalari,
yan etkilerinin az olmasi, antioksidant, immiinomodiilator, antikoagiilant, antitiimoral,
antiinflamatuvar, antibakteriyel, antiviral Ozellikleri sebebiyle gida ve farmasétik
endiistrilerinde hammadde olarak yaygin bir kullanima sahiptir. Fakat baz1 polisakkaritlerin
cozlinmeyen formlar1 bu endiistrilerde kullanima uygun degildir. Bu sebeple kullanim
alanlar1 kisitlanmaktadir. Bu sorunu asmak amaciyla fiziksel, biyolojik ve kimyasal
modifikasyonlar uygulanabilmektedir. Kimyasal modifikasyonlar dogal polisakkaritlerin
suda ¢ozlinmeme sorununu agmada kullanilan en yaygin yontemlerden biridir. Kimyasal
modifikasyonlar karboksimetilasyon, siilfatlama, fosforilasyon, asetilasyon, selenizasyon,
alkilasyon gibi bircok yontem icermekle birlikte bu tez caligmasinda karboksimetilasyon
metodu kullanilmistir (Z. Li ve digerleri, 2022). Karboksimetilasyon, polisakkaritin yap1
zincirine karboksimetil gruplarin katilmasidir. Karboksimetilasyon reaksiyonu, alkol

gruplar1 ile karboksimetil gruplarmin eterlestigi Williamson eter sentezine dayanan bir
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metottur (Chakka ve Zhou, 2020). D-glukanlarin yapisinda meydana getirilecek olan
kimyasal modifikasyonlarin ¢oziiniirliiklerini arttirmasi, biyolojik aktivitelerini de
(antioksidan, antikoagiilan, antitumor, antiviral aktivite gibi) arttirdig1 bildirilmektedir

(Francini Yumi Kagimura, da Cunha, Barbosa, Dekker ve Malfatti, 2014).

Bircok biyoaktiviteye sahip karbohidrat biyopolimerleri olan glukanlar, mikroorganizmalar
(bakteri, mantar, alg ve bitkiler) tarafindan iiretilebilen bir polisakkarit grubudur. Kimyasal
tirevlendirme adini verilen karboksimetilasyon, siilfonasyon, fosforilasyon, asetilasyon gibi
bircok modifikasyon ile glukanlarin c¢oOziinlirligl arttirilarak biyolojik aktiviteleri
arttirllabilir  (Synytsya ve digerleri, 2009b). Ortaya ¢ikan bu gesitlilik, D-glukan
biyopolimerlerinin gida, ilag, biyomedikal, farmasotik ve kozmetik sektorlerinde
antitumoral, antiviral, anti-inflamatuvar, immiinregiile edici ajanlar gibi bir¢ok potansiyel
kullanim alanin1 arttirabilmektedir. (Fan ve digerleri, 2012) yapmus olduklari ¢alismalarda,
elde ettikleri polisakkaritlerin antioksidan aktivitelerine bakmis olup, ayn1 polisakkaritlere
karboksimetilasyon uyguladiktan sonra antioksidan aktivitelerinde ciddi artiglar oldugunu

kanitlamislardir.

Dogal kaynaklardan izole edilen polisakkaritler suda ¢oziinmezler. Fonksiyonel gruplarin
(karboksimetil, siilfat ve fosfat) eklenmesi, onlari ¢Oziinlir hale getirir ve biyolojik
aktivitelerini degistirir. Literatiirde bugiine kadar, karboksimetil polisakkaritlerin (CM-
polisakkaritler) antioksidan yetenekleri hakkinda olduk¢a fazla bilgi bulunmaktadir.
Yenilebilir bir mantar olan Entoloma lividoalbum'dan elde edilen ve suda ¢6ziiniir olan f-
(1,3-1,6) -D-glukan oldukea giiclii bir antioksidandir (Machova, Cizové ve Bystricky, 2014).
Benzer sekilde, arpadan elde edilen $-(1,3-1,4) -D-glukan da hidroksil radikaline (OH-) kars1
gliclii antioksidan aktivite sergilemistir (Kofuji ve digerleri, 2012). CM-polisakkaritler,
¢esitli uygulamalarda dogal antioksidanlar olarak kullanim potansiyeline sahiptir. Ornegin,
CM-kitosan, gida endiistrisinde seftali meyvesinin antioksidan ve koruyucu kaplamasi
olarak kullamlmistir (Elbarbary ve Mostafa, 2014). Ayrica, kitosana uygulanan
karboksimetilasyon sonucunda safra asitlerini baglama yeteneginin de arttig1 goriilmiistiir.
Bu 6zellik CM-kitosanin ilag¢ endiistrisinde kullanim potansiyelini arttirdigi rapor edilmistir
(Zhao, Huang, Hu, Mao ve Mei, 2011). Kagimura ve digerleri (2015), yapmis olduklar1 bir
calismada, Lasiodiplodia theobromae adli bir bitki patojeni tarafindan iiretilen ekzoseliiler
(1-6)-B-D-glukanin (LAS) karbosimetilasyonunu gerceklestirerek (CMLAS) ardindan LAS
ve CMLAS’in antioksidan aktivitelerini karsilastirmiglardir. Sonuglara goére, CMLAS
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orneginin LAS Ornegine goére daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi goriilmiistiir
(Francini Y. Kagimura ve digerleri, 2015a). Yapilan ¢aligma sonucu karboksimetilasyon
isleminin biyopolimerin ¢oziiniirliiglinii artirarak antioksidan etkisini artirdigi, DPPH-
radikal stipiiriicii ve ABTS-radikal katyon gidermede daha yiiksek oranda siipiirme aktivitesi
gosterdigi ortaya koyulmustur. Karboksimetillenmis biyopolimerlerin biyomedikal ve ticari
uygulamalara katkida bulunarak biyolojik aktivite arttirmak amacgli uygulanabilecek bir
mekanizma oldugu da raporlanmistir (Machova ve digerleri, 2014) yapmis olduklar1 bir
calismada Saccharomyces cerevisiae’dan B-glukan, dekstrandan a-glukan elde etmis ve a,
mannanlarin  karboksimetil tiirevlerinin, Onceki hallerine kiyasla reaktif hidroksil
radikallerine (-OH) kars1 daha gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir.
Karboksimetilasyon isleminin reaktif hidroksil radikalleri eliminasyonunu arttirarak
polisakkaritlerin antioksidan aktivitelerinin karboksimetilasyon dereceleriyle dogru orantili
oldugu da ortaya koyulmustur. Sun ve ark. (2011), kitosan adl1 -(1-4) glukozidik bagli D-
glukozamin monomerlerinden meydana gelen polisakkaritin sudaki ¢oziiniirliigiini
arttirmak amaciyla polimer zincirlerine farkli fonksiyonel gruplar ekleyerek kimyasal
tirevlendirme gergeklestirmislerdir. Gergeklestirdikleri karboksimetilasyon sonucunda elde
ettikleri numune ile gergeklestirmis olduklar1 antioksidan deneyleri sonucunda farkli ikame
gruplarimin farkl antioksidan etkinlik gosterdigini saptamislardir (T. Xu ve digerleri, 2011).
Xu ve ark., (2018) Ganoderma lucidum polisakkaritini karboksimetilleyerek (C-GLP) elde
edilen polisakkaritin antioksidan aktivitelerine bakilarak Ozellikle hidroksil radikalini
stipliriicli etkisi ve hidrojen peroksiti temizleme etkisinin arttigim1 gdzlemleyerek gida
endiistrisi ve farmasotik sektoriinde kullanilabilecek bir antioksidan ajan oldugu

kanmtlamigtir (Cao, Xu, Liu, Huang ve Gu, 2018).

Bu tez ¢aligsmasinda, yapilan literatiir taramalarinda suda ¢oziiniir formdaki polimerlerin
biyolojik aktivitelerinin yiiksek ¢iktigi gz 6niinde bulundurularak, Pichia kudriavzevii M16
maya susunun hiicre duvarindan elde edilen B-gluM16 biyopolimeri karboksimetilasyon
kimyasal modifikasyonu uygulamas: ile suda ¢oziinlir forma getirilmistir. Daha sonra
antioksidan, antibiyofilm, antimikrobiyal, sitotoksisite, epitel hiicrelere yapisma yetenegi,

sitokin seviyelerinin 6l¢iilmesi gergeklestirilmistir.

- glukanin molekiiler yapisi ve biyo-fonksiyonlar1 arasinda bir iliski mevcuttur. Bu iliskinin
anlasilmasi ve analizi,  -glukanin gida ve ilag gibi endiistrilerde uygulanmasi i¢in oldukga

onem tagimaktadir (Du, Meenu, Liu ve Xu, 2019). B- glukanlarin fonksiyonlari; kaynaklart,
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molekiiler agirliklar1 ve yapisal 6zellikleri ile dogrudan baglantilidir. Molekiiler agirlik ve
konformasyonel o6zellikler B- glukanin ekstraksiyon ve modifikasyon yonteminden
etkilenmektedir. B- glukan {izerinde yapilan fiziksel ve kimyasal modifikasyonlar ile
konformasyon ve birincil yapilarini etkileyerek onlart morfolojik, reolojik, fonksiyonel
ozelliklere sahip formlara doniistiirmek miimkiindiir (Kaur, Sharma, Ji, Xu ve Agyei, 2020).
Farkli kaynaklardan elde edilen B- glukanlar, glikozidik baglar, dallanma dereceleri,
molekiiler agirlik ve ¢oziniirliik gibi birgok 6zellik bakimindan farklilik gostermektedir.
Tahil kaynakl1 B-glukanlar, agirlikli olarak herhangi bir B (1—6) bagi olmaksizin B(1—3)
ve B (1—4) glikozidik baglarin karisimlariyken, mayalardan elde edilen p -glukanlar 30
kalint1 diiz zincire sahip lineer  (1—3) omurgalarin karigimlaridir ve bunlara  (1—6)
baglantilar1 yoluyla bagli uzun dallar baglanir. Fungal B-glukanlar, B (1—6) araciligiyla
baglanan kisa dalli zincirlere sahip diiz B (1—3) glukandan yapilmistir. Bakteriyel -
glukanlar (Agribacterium biobaris gibi) diiz ve dallanmamis [ (1—3)-D-glukan
omurgalarina sahipken, deniz yosunu p-glukanlar (kahverengi yosun, Luminaria'da
bulunanlar gibi) tiir bagimhidir ve diiz zincir B (1—3) kalintilar igerebilir veya yiiksek
diizeylerde B (1—6) dallar ile diiz zincir omurgasini icerebilir. Sahip olduklar1 dallanma
derecelerine, molekiiler agirliklarina, yapisal Ozelliklerine gore de farkli biyolojik
fonksiyonlar gostermektedirler (Kaur ve digerleri, 2020). Bunun ardindaki mekanizmalarin
anlagilabilmesi i¢in B-glukanlarin yapisal analizi olduk¢a 6nemlidir (Han, Baruah, Cox,
Vanrompay ve Bossier, 2020). Bu calismada hem ham beta glukanin hem de
karboksimetilasyon yapilan beta glukanin karakterizasyonunda molekiil agirliklar1 SEC
(biiytikliikce ayirma kromatografisi) analizi ile, glukoz monomerleri arasindaki bag yapisi
NMR (niikleer manyetik rezonans) analizi ile ve yapisindaki fonksiyonel gruplar ise Fourier

Dontistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) ile ortaya koyulmustur.

FT-IR spektroskopisinin biyopolimerlerdeki yapisal degisikliklerin izlenmesinde yararli bir
ara¢ oldugu gosterilmistir (Kacurakova ve Wilson, 2001). Glukanlara uygulanan
karboksimetilasyon, yaklasik 1600 ve 1421 cm™'de glukanin IR spektrumlarmna hakim olan
karboksilat anyonlarin1 molekiile sokmaktadir. FT-IR spektroskopisi uygulanan maya
glukanlarinda ise 1530 cm™'e kadar bant genislemesi goriilebilmektedir. Bunun nedenin bazi
aromatik bilesenler (glukozamin ve N-asetil-d-glukozamin gibi) olabilecegi bildirilmistir
(Sandula ve digerleri, 1999). p-(1,3) velveya (1,6)-bagh-d-glukanlar igin karakteristik
bantlar 1160, 1078, 1041 ve 889 cm™* olarak bilinmektedir (Sandula ve digerleri, 1999).
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Fourier transform kiziltesi (FT-IR) spektroskopisi, biyopolimerin yapisal degisikliklerinin
belirlenmesi amaciyla kullanilmistir. B-D-(1,3) ve (1,6) bagl glukanlar i¢in karakteristik
bantlar 1160, 1078, 1041 ve 880 cm™ oldugu bilinmektedir. a-D-(1,4) ve (1,6) baglar igin
ise karakteristik bantlar yaklasik olarak 1155, 1023, 930, 850 ve 765 cm™ olarak
belirlenmistir. Sonug olarak, 1155/1160, 1023/1041, 1023/1160, 889/930, 765/889 cm™ o ve
B baglantilarin belirlenmesinde kullanilan gostergelerdir. Glukanlar igin bir¢ok FT-IR bant
frekans1 olmakla birlikte; 1161, 1078, 1038, 890, 850, 783 bantlar1 B glukanlarin tespitinde
kullanilmaktadir. 950-1200 cm™ araligindaki piklerin polisakkaritlerin varligimi gosterdigi
bilinmektedir. 1150-1160 cm™’deki pikler, glikozidik baglar gerilimini belirtirken [-
glukanlar i¢in diger pikler 990, 1040, 1080, 1100, 1162, 1317, 1376 cm? ‘de
bulunabilmektedir (Synytsya ve digerleri, 2009a)

C-O-C (karakteristik seker grubu) simetrik gerilme titresimleri 1075 cm™; asimetrik gerilme
titresimleri 1269 ve 1247 cm™ de goriiliir (Francini Y. Kagimura ve digerleri, 2015b).
Karboksimetilasyon, yapildigi molekiile 1600 ve 1421 cm™’de karboksilat anyonlarini
sokmaktadir. Maya B-glukanlarinda 1530 cm™’e kadar bant genislemesi gozlenmektedir.
1600, 1421, 1328, 1047 (cm™) bantlar1 da karboksimetillenmis glukanlar i¢in spesifik
bantlardir (doi: 10.1016/S0144-8617(98)00099-X). Buna ek olarak 890, 1044, 1078, 1160
cm? bantlarmin mantar (1,3)-(1,6)-B-D-glukanlar1 i¢in karakteristik oldugu bilinmektedir
(Synytsya ve Novak, 2014).

Bu tez calismasinda elde edilen biyopolimerin (CMB-gluM16) fonksiyonel gruplarinin
belirlenmesi amaciyla FT-IR analizi yaptirilmistir. Analiz sonucunda elde ettigimiz pikler
dogrultusunda  1059-1095-1286 cm™ bantlarmin polisakkarit varligmi kanitladig
goriilmiistiir. (1,3)-(1,6)-p-D-glukanlarina spesifik bantlara yakin degerlerde alinan pikler de
dallanma derecesini gostermektedir. Ayni sekilde karboksimetilasyona ugramis glukan
orneklerine spesifik bantlara (1600, 1421, 1328, 1047 cm™) yakin alinan degerler (1416-
1352-1059-1500-1352-1416-1059cm™)  biyopolimere uygulanan karboksimetilasyon
islemini kanitlar niteliktedir. Mayalarin farkl tiirlerinden elde edilen B-glukanlarda yapilan
FT-IR analizlerinden elde edilen sonuglar ¢alismamiza benzerlik gostermektedir (Amer ve
digerleri, 2021); (Galichet, Sockalingum, Belarbi ve Manfait, 2001);(Karslioglu ve digerleri,
2021).
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Polisakkaritlerin molekiil agirligi ile biyoaktivitesi arasinda baglanti oldugu bildirilmektedir
( Live digerleri, 2016). Hiicre zarindan kolayca gecebildiklerinden diisiik molekiiler agirlikli
polisakkaritlerin biyolojik aktivitelerinin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (S. Li ve
digerleri, 2016). B-glukanin yiiksek molekiiler agirligi (Mw) onun hipokolesterolemik ve
hipoglisemik 6zelliklerini etkilemektedir (Ege, Zeynep ve Koseoglu, 2021). B-glukanin
molekiiler agirligini belirlemede farkli yontemle kullanilmakla birlikte bu tez ¢aligmasinda
boyut dislama kromatografisi (SEC) kullanilmistir. B-glukanin kimyasal modifikasyonu,
Mw’de diisiise sebep olarak ¢oziniirliikte artis saglamaktadir. Gida endiistrisinde diisiik
Mvw’ye sahip B-glukanin kullanim i¢in daha uygun oldugu bildirilmistir (Du ve digerleri,
2019). Bu tez caligmasinda P. kudriavzevii M16 susundan ekstrakte edilen B-glukanin
molekiiler agirliginin Mw=232,013 kDa oldugu bulunmustur. Literatiir taramalar1 sonucunda
P. kudriavzevii tiiriinden elde edilen B-glukanin molekiiler agirliklarinin belirlenmesine
iliskin bir c¢alismaya rastlanmamistir. Saccharomyces cereviseae mayasindan ekstrakte
edilen B-glukanin molekiiler agirliginin incelendigi bir ¢alismada, SEC analizi ile dekstran
standardi kullanilmis ve B-glukanin molekiiler agirliklart 279,000-175,000 kDa araliginda
bulunmustur (Khan ve digerleri, 2016). Sandula ve digerleri (1999) tarafindan yapilan bir
calismada karboksimetillenmis glukan polimerinin molekiiler agirligi 220 kDa olarak
bulunmustur (Sandula ve digerleri, 1999). Yulaftan ekstrakte edilen B-glukanmn molekiiler
agirhginin SEC analizi ile 68,000-130,000 kDa olarak bulunmustur (Yun, Lee, Mi ve Hyeon,
2006). Bu tez c¢alismasinda elde edilen sonuglar, arastirmacilarin sonuglar1 ile benzer

bulunmustur.

Serbest radikaller, diger molekiillerle olan kimyasal reaksiyonlara karsi kararsiz ve aktif
eslenmemis elektronlara sahip atomlar, molekiiller veya iyonlardir. Serbest radikallerin
viicutta birikimi hiicrelerde stres yaratarak oksidatif hasara dolayisiyla doku hasar1 ve
organlarda fonksiyon kaybina sebep olmaktadir. Ayrica hiicresel oksidatif hasarin;
yaslanma, artrit, karsinogenez, amfizem, siroz ve ateroskleroz gibi patolojik ve biyolojik
stireglerle iliskili oldugu bilinmektedir (Lin ve Yen, 1999). Serbest radikallerin gideriminde
rol alan bilesiklere ise antioksidanlar adi verilmektedir. Butile hidroksianisol (BHA) ve
Butile hidroksitoluen (BHT) gibi ¢ok yaygin kullanim alanina sahip sentetik antioksidanlarin
istenmeyen bazi toksisite ve toksisitenin sebep oldugu kanserojen etkileri oldugundan
dolayi, gida ve ilag endiistrilerinde sentetik antioksidanlara alternatif olarak toksik olmayan
dogal antioksidanlar aranmaktadir (J. H. Li, Miao, Wu, Chen ve Zhang, 2014).

Mikroorganizmalarin hiicre duvarinda yaygin bulunan polisakkaritlerin serbest radikallerin
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gideriminde 6nemli bir rol aldig1 ve organizmay oksidatif stresten korudugu bildirilmis ve
beta glukanin kaynagina gore antioksidan aktivitesinin farklilik gdsterdigi rapor edilmistir

(YYihai Wang, Xiang, Wang, Tang ve He, 2013).

Dogal antioksidanlarin sentetik antioksidanlara gore daha tercih edilir hale gelmesinin
sebebi giivenilir olmasi ve istenmeyen yan etkilere sahip olmamasidir. Antioksidanlar ve
ozellikle de dogal kaynaklardan elde edilen antioksidan etkili molekiiller, canli
organizmalari reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) saldirisindan dolayisiyla hiicreleri de oksidatif
stresten koruyabildikleri ve bu sekilde ¢esitli dejeneratif hastalik riskini azaltabildikleri i¢in
biiytik ilgi gormektedir (Jachrig ve digerleri, 2007). Yiiksek oranda antioksidan aktiviteye
sahip polisakkaritlerin cogunun ayni zamanda anti-aging, immiin regiilasyon ve anti-timor
etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Z. Wang ve digerleri, 2020). Probiyotik
mikroorganizmalardan ¢esitli ekstraksiyon yontemleri ile izole edilen ekzopolisakkaritler;
stiperoksit anyon ve hidrojen peroksitin parcalanmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
azaltilmast ve metal gelatlama aktiviteleri gostererek ortamda antioksidan etki
gostermektedirler. Antioksidan aktivite gosteren ekzopolisakkaritler gida takviyesi veya

dogrudan ilag olarak kullanima sunulmaktadir (Angelin ve Kavitha, 2020).

Beta glukan serbest radikal stipiiriicii aktivitesi ile antioksidan etki gostererek hiicrelerdeki
dogal metabolizma sonucu olusan hasar1 en aza indirmektedir. Serbest radikalleri sondiiriicii
etkisi ile hareket edebilen molekiillerden hidrojen aktarmaktadir. Bu sayede oksidatif stresi

baskilayarak antioksidan aktivite gostermektedir (Kofuji ve digerleri, 2012).

Biyolojik aktivite belirleme ¢alismalarinda antioksidan aktivite, c¢ok Onemli bir
parametredir. B-glukanlarin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde bir¢ok farkli yontem
kullanilmakla (Lei ve digerleri, 2015); birlikte bu tez ¢alismasinda CM-gluM16 nin
antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde DPPH, siiperoksit anyon ve hidroksil radikalini
slipirme yetenekleri kullanilmigtir. Maya hiicre duvarindan izole edilen f-glukanlar suda
coziinmeyen fraksiyon icerebilmektedir ve ¢éziinmeyen glukanlar istenmeyen graniillom
olusumuna neden olmaktadir (Francini Yumi Kagimura ve digerleri, 2014). Bu tez
caligmasinda, P. kudriavzevii M16 susundan ekstrakte edilen B-glukanin yapilan
denemelerde suda yeterince ¢oziilmedigi tespit edildiginden ¢oziiniir o6zellige sahip
olabilmesi icinde karboksimetilasyon islemine tabii tutularak biyolojik aktiviteleri

belirlenmistir.
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DPPH, in vivo ortamda ¢ogalmayan, antioksidan aktivite tayininde kullanilan hizli, kolay,
ucuz ve yapay bir serbest radikal bilesiktir. DPPH, tipik bir koyu mor renk ve 520 nm’de
maksimum absorbans ile karakterize edilen, kararli halde bulunan bir organik nitrojen
radikalidir. in vitro antioksidan aktivite tayininde DPPH radikalini siipiirme yetenegi bir
referans noktasi haline gelmistir. Bir hidrojen/elektron dondrii (serbest radikal yakalayici
antioksidan) varliginda absorpsiyon yogunlugu azalarak elektron sayisina gore radikal
soliisyonun rengi degismektedir (Locatelli ve digerleri, 2009). Tez ¢alismasinda, CMf}-
gluM 16 biyopolimerinin DPPH siipiirme aktivitesi farkli derisimlerde (0,2-0,5-1-5-10-20-
30-100 mg/mL) %75,13, %73,97, %70,13, %70,00, %75,03, %79,00, %91,00, %96,00
(sirastyla) olarak bulunmustur. Pozitif kontrol olarak askorbik asit ile kiyaslanmistir. Diger
arastirmalara benzer sekilde CMB-gluM16’nin DPPH radikalini giderme aktivitesi askorbik
asitten (kontrol) diisiik ¢cikmistir. Yapilan literatiir taramalarinda maya hiicre duvarindan
ekstrakte edilen beta glukanin DPPH radikalini giderme aktivitesi ile ilgili yalnizca iki
caligmaya rastlanilmistir. (Dengiz, 2021) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, probiyotik bir
maya susu olan Pichia kudriavzevii M13 mayasinin hiicre duvarindan B-glukan ekstrakte
edilmis (B-gluM13) ve farkli derisimlerde (0,2-0,5-1-5-10-20-50 mg/mL) DPPH giderici
etkisine bakilmistir. Elde edilen sonuglarda B-gluM13 biyopolimerinin %43-59 araliginda
DPPH radikalini giderme etkisi oldugu goriilmistiir. B-gluM13’iin en yiiksek DPPH giderme
etkisinin 5 mg/mL dozda %59 oldugu gdézlenirken, bu tez calismasinda kullanilan CMf3-
gluM16 biyopolimerinin ise 5 mg/mL’de DPPH radikali giderme etkisi %70 olarak
bulunmustur. Bu ¢calismada kullanilan biyopolimerin etkisinin daha iyi ¢ikma sebebinin elde
edilen beta glukan biyopolimerinin sudaki ¢Ozlniirliigiinii arttirmak i¢in yapilan
karboksimetilasyon metodu oldugu diisiiniilmiistiir (Avramia ve Amariei, 2021); (Khan ve
digerleri, 2016). Saccharomyces cerevisieae’den ekstrakte ettikleri B-glukan'in antioksidan
aktivitesini belirlemek amaciyla DPPH metodu uygulamistir. Yapilan ¢aligma sonucu 5-10-
20-30 ve 50 kGy dozlarinda DPPH siipiirme aktivitesi %17,34-45,79 araliginda
bulunmustur. Poria cocos’tan f-D-(1-3)-glukan elde edilen ve ardindan karboksimetilasyon
uygulanan karboksimetillenmis beta glukan (CMP)’nin DPPH radikali siipiiriicii
aktivitesinin 1,6 mg/mL derisimde %30,94 oldugu rapor edilmistir (Bai ve digerleri, 2019).
Bir arastirmada, Ganoderma lucidum mantarindan elde edilen B-glukanin DPPH siipiirme
oran1%40,3 olarak belirlenmistir (Alzorgi, Ketabchi, Sudheer ve Manickam, 2016).
Dictyophora indusiata’dan elde edilen 1 mg/mL’lik B-glukanin DPPH radikalini siipiirme
aktivitesi %50,27 olarak raporlanmistir(Fan ve digerleri, 2012). Bizim ¢aligmamizda elde

etmis oldugumuz CMpB-gluM16’nin 1 mg/mL’lik derisiminin DPPH siipiirme orani ise %70
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olarak bulunmustur. Caligmamizda, maya glukanlar1 ve karboksimetilasyon uygulanmig -
glukanlarla yapilan diger calismalarla karsilastirildiginda CMB-gluM16’nin DPPH radikali
giderme etkisinin, dolayisiyla da antioksidatif etkisinin daha yiiksek bir diizeyde oldugu
goriilmektedir. Bunun sebebinin, DPPH serbest radikalinin yapisindaki eslenmemis elektron
ciftini CMB-gluM16’nin yapisindan elektron veya bir hidrojen atomu alarak eslemesi ve
kendini nétralize etmesinden (Liang ve Kitts, 2014) kaynaklandig1 distiniilmektedir. Ek
olarak, beta glukana uygulanan karboksimetilasyon modifikasyonu sonucu polisakkaritin
yapisina eklenen gruplarin, hidrojen baginin daha zayif ayrisma enerjisine yol agtig1 ve bu
ylizden polisakkarit tiirevlerinin hidrojen verme yetenegini arttigir (D’Alessio, Di Donato,

Piccoli ve Russo, 2001) disiiniilmektedir.

Viicutta oksidatif strese sebep olan reaktif oksijen tiirleri arasinda, hidroksil radikali (OH-),
en reaktif kimyasaldir ve makromolekiiller {izerinde c¢ok ciddi hasara yol agmaktadir.
Karboksimetilasyon kimyasal modifikasyonuna ugramis polisakkaritlerin, hidroksil
radikaline kars1 oldukga giiglii antioksidatif etkisi oldugu bildirilmektedir (Machova ve
digerleri, 2014). Bu tez calismasinda karboksimetillenmis bir polisakkarit olan CMBglu-
M16’nmin hidroksil radikalini siipiiriicii aktivitesi tespit edilmistir. B-glukanin hidroksil
radikali siiplirme aktivitesinin farkli B-glukan kaynaklari (arpa, yulaf ve maya) arasinda
farklilik gosterdigini bulmustur. Ozellikle arpadan ekstrakte edilen B -glukanin, en giiglii
hidroksil radikali siiptirme aktivitesini gosterdigini, buna kiyasla siyah maya
(Aureobasidium pullulans 'tan ekstrakte edilen) veya yulaf B-glukanlarinin hidroksil radikali
stiplirme aktivitesinin diisiik oldugunu bildirmislerdir. %0,1 w/v B-glukanin ortamdaki
hidroksil radikallerinin yaklasik %60’mi1 temizlerken siipiirme aktivitesinin B-glukan dozu
ile dogru orantida arttigi gézlenmistir (Kofuji ve digerleri, 2012). Botryosphaeran
mantarindan ekstrakte edilen B-glukanin hidroksil radikal siipiiriicii aktivitesinin 3 g/L
dozunun %90,6 seviyede hidroksil radikalini siipiiriitken 3 g/L dozdaki ticari B-glukanin ise
yaklasik %14 siiptirme aktivitesi oldugu bulunmustur (Giese ve digerleri, 2015). Galinari,
Almeida-Lima, Macedo, Mantovani ve Rocha, (2018), yapmis olduklari calismada,
probiyotik bir maya susu olan Kluyveromyces marxianus’un hiicre duvarindan gesitli
yontemlerle mannan ekstrakte ederek antioksidan oOzellikleri belirlenmistir. Tim o-D-
mannan fraksiyonlarinin, doza bagli bir sekilde hidroksil siipiirme aktivitesi gostermekle
birlikte en yiiksek aktivitenin 2 mg/mL derisimde %57,86 oldugu raporlanmistir. B-
glukanlarin  serbest radikalleri siipiirme aktivitesinin arastirildigi  bir ¢aligmada,

Botryosphaeriaceae familyasina ait bir fungus olan Botryosphaeria rhodina tarafindan
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iiretilen bir B-glukan’in hidroksil radikaline karsi %90,6; siiperoksit anyonuna karst %37,
hidrojen peroksit ve nitrik oksit radikaline karsi %90 siipiiriicii aktivite sergiledigi
dolayisiyla etkili antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Giese ve digerleri, 2015).
Bu tez ¢alismasinda, CMB-gluM16 biyopolimerinin hidroksil radikal siipiiriicii etki farkli
dozlarinda %150,73 ile %69,65 arasinda degistigi tespit edilmistir. Calismamizda, maya
glukanlar1 ve karboksimetilasyon uygulanmis beta glukanlarla yapilan diger ¢alismalarla
karsilastirildiginda (Botryosphaeria rhodina tarafindan iiretilen bir B-glukan hari¢) CMp-
gluM16’nin hidroksil radikal siipiiriicii aktivitenin, dolayisiyla da antioksidatif etkisinin
daha yiiksek bir diizeyde oldugu goriilmistir. B-glukanin hidroksil radikal siipiirme
aktivitesi, baglanti tipi, dallanma derecesi, molekiiler agirlik ve konformasyon dahil olmak
tizere molekiiliin birincil yapisindan etkilenmektedir (Kofuji ve digerleri, 2012); (Machova
ve digerleri, 2014). CMBglu-M16 {izerindeki karboksimetil gruplarinin varliginin, hidroksil
radikal stipiiriicii aktivite metodundaki Fenton reaktifi (demir (II) siilfat ve hidrojen peroksit
arasinda gerceklesen reaksiyon) tarafindan liretilen reaktif hidroksil radikallerinin ortadan
kaldirilmasmi belirgin sekilde arttirmistir. Hidroksil radikallerinin hiicreler iizerinde
yaratmis oldugu olumsuz etki goz oOniine alindiginda, 6zellikle dogal ve yenilenebilir
kaynaklardan bu zararli molekiilleri temizleme yetenegine sahip bilesiklerin belirlenmesi
oldukg¢a onemlidir. Bu dogrultuda, Pichia kudriavzevii mayasindan elde edilen dogal bir
bilesik olan CMPBglu-M16 biyopolimerinin hidroksil radikallerine kars1 umut verici aktivite

gosterdigi diisiintilmiistiir.

Stiperoksit radikali (O2:) hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2) bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusan bir bilesiktir. Reaktif oksijen tiirleri arasinda,
stiperoksit anyonu, biyolojik makromolekiillerle reaksiyona girme potansiyeline sahip olan
ve boylece doku hasarini indiikleyen aktif bir serbest radikaldir (Celik, 2018); (Scheibmeir
ve digerleri, 2005). Yapilan literatiir taramalarinda maya hiicre duvarindan ekstrakte edilen
beta glukanin siiperoksit radikal stipiiriicii aktivitesi ile ilgili herhangi bir c¢aligmaya
rastlanilmamustir. Paenibacillus polymyxa adli bakteriden elde edilen, beta glukan
bakimindan zengin ekzopolisakkaritlerin antioksidan aktivitelerinin siiperoksit anyon
radikal siiplirme aktivitesi ile tespit edildigi bir ¢caligmada siiperoksit anyon radikal siiplirme
aktivitesi 0,1 mg/mL EPS’de %24,25 bulunurken, 1 mg/mL’lik EPS de %53,06’ya
yiikselmistir (Hong ve Jung, 2014). Benzer sekilde bu tez galismasinda kullanilan CM-
gluM16’nin farkli dozlarinin hepsi farkli oranlarda siiperoksit radikal siipiiriicii aktivite

gostermistir. CMB-gluM16’nin 0,2 mg/mL derisiminde siiperoksit anyon giderme orani
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%45,17 iken doz artigina bagl olarak en yiiksek aktivite 100 mg/mL derisimde %76 olarak
bulunmustur. 0,2 mg/mL’de %45,17 sliperoksit temizleme orani varken 1 mg/mL derisimde
bu yetenek 9%56,30’a ¢ikmistir. Calismalarin bizim ¢alismamiz ile uyumlu oldugu
gorilmektedir. Botryosphaeran mantarindan ekstrakte edilen p-glukanin siiperoksit
radikalini stipiirme aktivitesine bakilmis, 3 g/L’lik B-glukanin %14, ticari beta glukanin ise
daha yiiksek temizleme yetenegi gosterdigi (%37) bildirilmistir (Giese ve digerleri, 2015).
Gram pozitif Paenibacillus polymyxa bakterisinden elde edilen farkli molekiiler agirliga
sahip iki B-glukanin (P-SD1 ve P-SD2) antioksidan aktiviteleri test edilmistir. P-SD1 ve P-
SD2 derisimleri 0,1 mg/mL’den 1 mg/mL’ye arttirildiginda, siiperoksit anyon temizleme
aktivitelerinin sirasiyla %24,25’ten %53,06’ya ve %30,46’dan %87,34’e yiikseldigi
bulunmustur (Hong ve Jung, 2014). B-D-glukanlarin serbest radikaller {tizerindeki
antioksidan ajan olarak kullanimina yonelik etki mekanizmasi heniiz tam olarak
anlasilamamakla birlikte B-(1-3),(1,6)-D-glukanlarin, serbest radikal siipiiriicii olarak
hareket edebilen molekiillerin anomerik hidrojeninin aktivitesi ile iligskili oldugu
diistiniilmektedir (Hong ve Jung, 2014). B-D-glukanlarin gibi ekzopolisakkaritlerin kesin
antioksidan mekanizmalarimin aydinlatilmasi icin daha fazla ¢alismaya ihtiyag

duyulmaktadir.

Biyofilmler, bakteriler tarafindan {iretilen ekstraselliilar matris tarafindan olusturulan
yiizeylere baglanan bakteri topluluklaridir (Hooshdar, Kermanshahi, Ghadam ve Khosravi-
Darani, 2020). Biyofilm olusturan patojenik bakteriler, onlar1 gidermede kullanilacak olan
antibiyotikler, dezenfektanlar ve kimyasallar gibi dis etkenlere oldukga direnglidir. Biyofilm
olusumu tip alaninda kalp kapakciklari, kalp pilleri, rahim i¢i cihazlar, kataterler, kontakt
lensler olmak {izere bir¢ok tibbi implantlarda yaygin olarak gozlenirken endiistri alaninda
boru hatlarinda da oldukga yikici rollere sahiptir (Kannappan ve digerleri, 2017); (Lenhart
ve digerleri, 2014). Biyofilmlerin biyokirlilik, korozyon, igme suyu kalitesini bozma gibi
birgok olumsuz etkisi mevcuttur. Mevcut antibiyotiklerin toksisitesi, dogal anti-biyofilm
ajanlarin kesfedilmesine olan ilgiyi arttirmistir. Dogal iriinlerin anti-biyofilm etkileri,
polimer matris olusumunun inhibe edilmesi, hiicre yapismasimnin ve baglanmasinin
baskilanmasi, ekstraseliiler matriks olusumunun kesilmesi ve viriilans faktdrlerinin
iiretiminin azalmasi, bunlarin sonucunda da quarum sensing (yeterli ¢ogunlugu algilama
duyusu) ag1 ve biyofilm gelisiminin engellenmesi asamalarini igeren bir mekanizmaya
sahiptir (Elisabeth ve Elisabeth, 2022). Uygun kosullar saglandiginda patojenik 6zellikte

olan tiim bakterilerin biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugu bilinmektedir. Biyofilm
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olusumu tip, endiistri gibi birgok alan i¢in istenmeyen, endige veren bir durum oldugundan
biyofilm inhibe edici, onleyici ¢esitli kaynaklardan yeni biyofilm intihibitorlerine olan ilgi
artmistir (Srinivasan ve digerleri, 2021). Antibiyofilm molekiilleri, ¢esitli bilesikler ve dogal
kaynaklardan izole edilmektedir (Elisabeth ve Elisabeth, 2022).

Biyopolimerlerin, patojenik bakteriler tarafindan olusturulan biyofilm tabakasini inhibe
etme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (Jagani, Chelikani ve Kim, 2009); (Kanmani ve
digerleri, 2011). Bu yaklasimlardan yola ¢ikarak yapilan literatiir taramalar1 sonucunda beta
glukanlar ile ilgili bir ¢alismaya rastlanirken ve karboksimetil beta glukanlarla yapilan
herhangi bir antibiyofilm ¢alismasina rastlanmamistir. Biyopolimerlerin, patojenik
bakteriler tarafindan olusturulan biyofilm tabakasini inhibe etme yetenegine sahip oldugu
bildirilmistir (Kim, Oh ve Kim, 2009; Kanmani ve digerleri, 2011). Bu yaklagimlardan yola
cikarak yapilan literatlir taramalari sonucunda beta glukanlar ile ilgili bir calismaya
rastlanirken ve karboksimetil beta glukanlarla yapilan herhangi bir antibiyofilm ¢alismasina
rastlanmamistir. (Anjugam ve digerleri, 2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Portunus
pelagicus B-1,3 glukan baglayici protein bazli ¢inko oksit nanopartikiillerinin (Pp-f-GBP-
ZnONP) antibiyofilm aktivitesine bakilmigtir. Fakat bu calismada antibiyofilm yetenegi
bizim c¢alismamizdan farkli olarak CLSM (konfokal lazer tarama mikroskobu) ile
gerceklestirilmistir. Bu tez ¢alismasinda bir biyopolimer olan CMf-gluM16'nin E. coli
ATCC 11229, S. aureus ATCC 25923 ve P. aeruginosa 29212 test bakterilerine karsi
antibiyofilm etkisinin 0,2 mg/mL derisimde %65-77, 0,5 mg/mL derisimde %61-79, 1
mg/mL derisimde %57-80, 5 mg/mL derisimde %66-79, 10 mg/mL derisimde %67-79, 20
mg/mL ve 30 mg/mL derisimde %66-79 vel00 mg/mL derisimde %66-78 arasinda oldugu
tespit edilmistir. Biyofilm yapma yetenegine sahip ii¢ patojen bakteride farkli derisimlerde
CMB-gluM16'nin  biyofilm inhibisyon etkileri degerlendirildiginde, CMf-gluM16
biyopolimerinin E. coli bakterisi {izerindeki biyofilm inhibisyon etkisinin 0,2 mg/mL
derisimde en diisiik oldugu saptanirken, en yiiksek inhibisyon etkisinin 1 mg/mL derisimde
%80 oldugu belirlenmistir. P. aeruginosa bakterisi i¢in biyofilm inhibisyon yiizdesinin 0,2
mg/mL derisimde %61 oldugu bulunurken denenen diger 7 derisimde %71 olarak tespit
edilmistir. S. aureus bakterisi iizerindeki ise antibiyofilm etkinin 1 mg/mL derisimde en
diisiik inhibisyona (%57) sahip oldugu gézlenirken, 10 mg/mL derisimde en yiiksek (%67)
inhibisyona sahip oldugu belirlenmistir. Sayem ve ark. (2011), yapmis olduklar1 ¢aligmada,
Bacillus licheniformis SP1 ve SP3 suslarindan elde edilen filtratlarin Escherichia coli PHL-

628 lizerinde biyofilm olusumunu %350-65 oraninda inhibe ettigini bildirmislerdir. Bir
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polisakkarit olan lauroyl glukozun, P. aeruginosa ve P. aerofaciens tarafindan olusturulan
biyofilm tabakalarini sirasiyla %51 ve %57 oranda inhibe ettigi, C. albicans ve C. lipolytica
biyofilmlerini de sirasiyla %45 ve %65 oranda inhibe ettigi raporlanmistir (Dusane ve
digerleri, 2008). (Rani, Anandharaj ve David Ravindran, 2018) saflastirilmis EPS’nin
antibiyofilm aktivitesini, gida kaynakli E. coli MTCC 2622, Listeria monocytogenes MTCC
657, S. aureus MTCC 3160 ve Enterococcus faecalis MTCC 439 patojenleri kullanarak
gosterdikleri caligmada, antibiyofilm aktivitesinin derisime baglh oldugunu ve 4 mg/mL
derisiminde L. monocytogenes MTCC 657°de (%56) maksimum inhibitdr etkinin oldugunu
gostermislerdir. Farkli EPS 6rneklerinin {i¢ patojenik susa (S. aureus, E. faecalis, E. coli)
karst biyofilm inhibisyonunun belirlendigi bir ¢alisma da farkli dozlarin (1-2 mg/mL)
biyofilmleri 6nledigi bildirilmistir. Biyofilm olusumunun, test edilen tiim 6rnekler igin 1
mg/mL’nin iizerinde sabit kaldigi, en yiiksek inhibisyonun ise Leuconostoc citreum-BMS
susuna ait, 2 mg/mL derisime sahip EPS’nin E. coli (%61,5), E. faecalis (%53,4) ve S.
aureus (%76,95)’a kars1 oldugu bildirilmistir. Leuconostoc citreum-BMS’den elde edilen
EPS o6rnegi ise, 1 mg/mL’de S. aureus patojenine karsi en yiiksek (%86,9) antibiyofilm
aktivite gostermistir(Abid ve digerleri, 2019).). Bu tez calismasinda CMp-gluM16'nin
antibiyofilm etkileri, literatiirdeki diger caligmalar ile kiyaslandiginda E. coli ve P.
aeruginosa bakterisi tizerindeki etkinin digerlerine kiyasla daha yiiksek oldugu gozlenirken,
S. aureus bakterisi tizerinde antibiyofilm etkisinin diger caligsmalara oranla daha diisiik

oldugu goriilmiistiir.

Biyofilm formasyonunu inhibe etmenin yolu olarak biyofilm olusturan bakterilerin
adezyonunu Onleme, biyofilm olusturan bakterilerin hayatta kalmasini inhibe etme ve
biyofilm formasyonunu mekanik olarak bozmak gibi mekanizmalar One stirilmistiir
(Rendueles, Kaplan ve Ghigo, 2013). Polisakkaritler i¢in ise biyofilm olusumundaki bakteri
kolonizasyonunu degistirebildigi, gen ekspresyonunu diizenleyebildigi ve polimerler
arasindaki etkilesimi inhibe edebildigi bildirilmistir (Rendueles, Kaplan ve Ghigo, 2013).
Bu tez ¢alismasinda elde edilen CMB-gluM 16 biyopolimeri biyofilm olusturma yeteneginde
olan patojen bakteri suslari ile uygun kosullarda inkiibe edilmis dolayisiyla olusmus bir
biyofilm tabakasina degil, biyofilm olusum asamasinda ortama dahil edilmistir. Bu sebeple
CMB-gluM16’nin biyofilm olusmasini 6nleme mekanizmasi patojenlerin biyofilm {iretme

asamasindaki adezyon yetenegini azaltmasindan kaynaklaniyor olabilecegi diisiintilmiistiir.
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CMB-gluM16, 8 farkli derisimlerde (0,2-0,5-1-5-10-20-30-100 mg/mL) disk difiizyon
yontemi ile antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir. Yapilan deneyde ti¢ farkli kuyu agilmis
olup kuyulardan birine CMB-gluM 16, birine 3-gluM16’nin kaynagi olan Pichia kudriavzevii
probiyotik mayasi, digerine ise mayanin kiiltiir filtrat1 konulmustur. Mayanin antimikrobiyal
aktivitesi olmakla birlikte CMp-gluM16’nin dozlarinda antimikrobiyal bir etkinlik
gozlenmemistir. Bunun nedeninin CMp-gluM16’nin polisakkarit yapida olmasindan ve
yapisinda bulunan sekerlerin, ortamdaki test patojen bakterileri tarafindan karbon kaynagi
olarak tercih edilebilmesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Kahverengi alg olan
Sargassum sp. den ekstrakte edilen B-glukanin (laminaran) Gram negatif (Salmonella
Typhimurium, Escherichia coli) ve Gram pozitif (Staphylococcus aureus, Bacillus substilis)
bakterilere karsit bakteriyostatik etki gosterdigi bildirilmistir (Chamidah, Hardoko ve
Prihanto, 2017). Monks ve digerleri (2002), uygulanan ekstrakt konsantrasyonu ne kadar
fazla ise, salmman antibakteriyel bilesiklerin sayisinin o kadar fazla oldugu dolayisiyla
bilesigin kendi mekanizmasiyla bakteri hiicrelerinin igine penetrasyonunun daha kolay

oldugunu ve inhibisyon c¢apinin da o kadar arttigini ifade etmislerdir (Monks ve digerleri,

2002).

Bu calismada, elde edilen dogal polisakkaritin gelecekte gida, ilag, kozmetik gibi sektorlerde
kullaniminin Oniinii agmak amaciyla sitotoksisite 6zelliklerini belirlemek hedeflenmistir.
CMB-gluM16 biyopolimerinin 1929 saglikli fibroblast hiicreleri tizerinde farkli derisimlerde
ve stirelerde sitotoksisitesi belirlenirken, HT-29 insan kolorektal adenokarsinoma hiicreleri

iizerinde ise anti-proliferatif etkileri tespit edilmistir.

Kolon kanseri, sahip oldugu yiiksek insidans ve mortalite sebebiyle en yaygin malign
tiimorlerden biri halindedir. Kemoterapi, kanser tedavisi i¢in en yaygin kullanilan terapdtik
yontemlerden biri olmakla birlikte su anda kemoterapide kullanilan ¢ogu antikanser ilag,
normal hiicreler iizerinde toksik etkiye sahiptir. Istenmeyen bu durum, hemopoetik
baskilama ve immiinotoksisite gibi ¢oklu organ toksisitesine neden olmaktadir (Ewens,
Mihich ve Ehrke, 2005). Bu sebeple kanser tedavisinde kullanilacak antikanser ajanlarin
belirlenmesine yonelik ¢alismalar hizla devam etmektedir. Dogal kaynaklardan elde edilen
genis bir biyolojik aktivite yelpazesine sahip olan, 6zellikle anti-tiimor, anti-proliferatif etkili
polisakkaritler bu sayede daha da 6nem kazanmustir (Ooi ve Liu, 2000). Polisakkaritlerin
immiin regiilator etkisi esas olarak iki yol icermektedir. Bunlardan biri, gastrointestinal

mikroorganizmalarin biiylimesini tesvik etmek, bagirsak florasinin olusumunu diizenlemek
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ve ekzojen patojenlerin bagisikligini arttirmaktir. Diger yol ise polisakkaritin dogustan gelen
bagisiklik hiicrelerinin fagositoz yetenegini gelistirebilmesi, humoral bagisiklik aktivitesini

ylikseltebilmesi ve lenfositleri duyarli hale getirebilmesidir (X. Gao ve digerleri, 2021).

B-glukanin 6nemli antiproliferatif/antikanser aktivitesi bugiine kadar bir¢ok arastirmaci
tarafindan rapor edilmistir B-glukanlarin antitiimor aktivitelerinin molekiiler agirliklart ve
sudaki ¢oziiniirliikleri ile dogrudan baglantili oldugu bilinmektedir. Genellikle suda ¢oziintir
formdaki B-glukanin daha yiiksek antikanser aktiviteye sahip bir immiinomodiilatér oldugu
kanitlanmistir (Choromanska ve digerleri, 2015). Hiicre ylizeyi reseptorleri tarafindan
taninmasinin ardindan, dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinde sinyal iletimini aktive etmesi
ve bagisiklik hiicrelerinin fagositoz, antijen sunum hizi, ROS {iretimi ve sitokin/kemokin
salgilanmas1 gibi faaliyetlerini arttirmasina yol actig1 bilinmektedir (R. Chen ve digerleri,
2021). Bu sebeple, bu tez ¢alismasinda dogal bir kaynaktan (probiyotik maya) elde edilen
polisakkarit yapidaki dogal biyolojik modiilator olan beta glukan ¢dziinebilirligini arttirarak
kullanilmis ve potansiyel bir terapotik ajan olarak kullaniminin 6niinii agmak amaciyla

cesitli testler uygulanmastir.

Yapilan sitotoksisite ¢aligmalar1 sonucunda CMB-gluM16 uygulamalarinin, HT-29 hiicreleri
iizerinde doza ve muamele siirelerine bagh olarak %6-40 arasinda degisen hiicre 6liimiine
neden oldugu belirlenmistir. Uygulanan 7 farkli derisimdeki (12,5-25-50-100-200-400-500
pg/mL) CMB-gluM16’nin 12, 18, 24 ve 36 saat uygulamalarinda hiicre canliliginin azaldigi
gozlenmistir. Elde ettigimiz hiicre canlilig1 sonuglari, CMB-gluM16’nin bahsi gecen HT-29
hiicreleri tizerindeki doza bagli inhibisyon etkilerini gdstermektedir. Diisiik doz ve muamele
stirelerinde daha zay1f anti-proliferatif etki gozlenirken yiiksek doz ve muamele siirelerinin
sonunda daha yiiksek anti-proliferatif etki gézlenmistir. 500 pg/mL CMp-gluM16 dozunun
36 saat uygulamasinda %40 hiicre 6liimi goriiliirken, 12,5 pg/mL CMB-gluM16 dozunun
12 saat uygulamasinda %6 hiicre 6liimii goriilmiistiir. CMB-gluM16 igin, hiicre canliliginin
minimum oldugu, anti-proliferatif etkinin en 1y1 gézlemlenebilecegi ideal dozun 500 pg/mL,
ideal muamele siiresinin ise 36 saat oldugu tespit edilmistir. Di ve digerleri (2018), laktik
asit bakterilerinden elde ettikleri EPS’nin HT-29 hiicre hatt1 iizerindeki anti-proliferasyon
aktivitesini kanitlamak amaciyla yaptiklar bir ¢aligmada, hiicre canliligmin 500 pg/mL
derisimde en yiiksek inhibisyonu (%30) gosterdigini rapor etmislerdir. (Queiroz ve
digerleri, 2015) tarafindan yapilan bir calismada, fungal kaynakli ekzoseliiler B-glukanlarin

antiproliferatif etkileri MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda MTT testi ile belirlenmistir.
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Elde edilen B-glukanlarin antiproliferatif etkisi zamana ve doza baglh olarak degismekle
birlikte yiliksek konsantrasyonlarda (>100 pg/mL) bir plato gézlenmistir. 100, 250, 500, 750
ve 1000 pg/mL derisimde canli hiicre yilizdesinde bir degisim goriilmezken (%59) 1500
pg/mL derisimde 48 saatlik uygulama sonucunda kanserli hiicrelerin yalnizca %22’sinin
canli kaldig1r (%78 hiicre oliimii) goriilmistiir. https://doi.org/10.3389/fonc.2022.942075
yapilan bagka bir calismada ise maya kaynakli $-1,3 glukanin rahim agz1 kanseri hiicre hatt
olan HelLa iizerinde antiproliferatif etkileri MTT testi ile degerlendirilmistir. 50, 100, 150,
200 pg/mL derisimlerde B-glukan ile 24 saat muamele edilen HeLa hiicrelerinin canliliginda
Oonemli Olgiide distis gozlenmistir. 50 pg/mL dozdaki yaklasik %85’e varan hiicre
canliliginin 200 pg/mL dozunda %30’a kadar diistiigii gozlenmistir. Bu durum, maya -
glukaninin HeLa hiicreleri lizerinde belirtilen dozlarda %70’e varan hiicre 6liimiine sebep
oldugunu gostermektedir. Literatiirdeki ¢calismalar, hiicrelere uygulanan yiiksek derisim ve

stiredeki CMB-gluM16 biyopolimerinin anti-proliferatif etkisini dogrular niteliktedir.

Calismamizda bazi kisitliliklart mevcuttur. 500 ug/mL CMB-gluM16’nin etkisi sadece HT-
29 kanser hiicreleri tizerinde test edilmistir. Bu caligmada kullanilan CMB-gluM16°’nin diger
kanser hiicre hatlar1 lizerinde de etkileri olup olmadigi agik degildir. Giivenligini
degerlendirmek i¢in CMB-gluM16’nin toksisitesini normal, saglikli insan kolon hiicreleri
tizerinde ¢alismak ve in vivo olarak test etmek gerekmektedir. Bu yonde yapilacak ileri
calismalara ihtiyag¢ vardir. Ideal olarak goriilen 500 pg/mL derisimi nispeten yiiksektir ve
toksik etki yaratabilir. Bunu belirlemek amaciyla ise normal bir hiicre hatt1 olan saglikli

L929 fibroblast hiicreleri ile ¢alisilmustir.

Saglikl hiicreler iizerinde toksik etki gostermezken tiimorlii hiicrelerin ¢ogalmasini segici
olarak inhibe eden bilesiklerin bulunmasi, bilim camiasinda oldukg¢a kritik bir oneme
sahiptir. Filamentli mantarlardan ve 6zellikle de mayalardan elde edilen polisakkaritler, bu
acidan  iyi  derecede  antiproliferatif = Ozelliklere  sahip  molekiiller  olarak
tanimlanmistir(Borbély ve digerleri, 2019).L.-929 hiicre hatti lizerinde yapilan sitotoksisite
caligmalar1 sonucunda, CMB-gluM16 uygulamalarmin 12. saat sonunda yapilan 6l¢timlere
gore doza bagl olarak %3-24, 18. saat sonunda yapilan o6l¢iimlere gore %2-28, 24. saat
sonunda yapilan dl¢limlere gore %10-28, 36. saat sonunda yapilan 6l¢iimlere gore ise %11-
31 arasinda degisen diisiik oranlarda hiicre Oliimiine neden oldugu belirlenmistir.
Calismamizda, uygulamalarin sitotoksik etkileri 1SO 10993-5 standartlarina gore

degerlendirilmistir. ISO 10993-5 standartlarina gore sitotoksisite degerleri; hiicre 6limii >
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%050 ise yliksek derecede sitotoksik etki, %50-21 araliginda ise orta derecede sitotoksik etki,
%20-11 ise diisiik derecede sitotoksik etki ve <%10 ise sitotoksik olmayan etki olarak
degerlendirilir. Bu standartlar g6z 6niine alinarak 6liim oraninin < %10 olmas1 ve sitotoksik
etkiye sahip olmamasi adina kullanima uygun dozlarin 12,5 pug/mL’nin 12, 18 ve 24 saat
uygulamalart oldugu saptanmistir. Calismamizda, yiliksek derisim ve siirelerde dahi
maddemizin %69 ve iizerinde hiicre canliligin1 korudugu goriilmiistiir. Diisiik derecede
toksik etkiye sahip olan dozlarin ise 12,5 pg/mL, 25 ng/mL, 50 pg/mL’nin tiim saatleri ve
100 pg/mL’nin 12, 18, 24 saat uygulamalar1 oldugu goriilmiistiir. Belirlenen bu siire ve
dozda kullanildig1 takdirde CMp-gluM16 biyopolimerinin toksisite acisindan yiizde
Oliimlerinin dikkate deger olmadig1 goriilmiis olup, uygulamalarinin biyogiivenli olarak
kullanilabilecegi saptanmistir. L. plantarum susundan elde edilen EPS’nin L6 saglikli
fibroblast hiicreleri iizerinde 500 pg/mL derisimde uygulamasinin %35 hiicre liimiine
sebep oldugu bildirilmistir (Dilna ve digerleri 2015). (Y. Li ve digerleri, 2018) yapilan bir
caligmada, B-glukanin C2C12 miyoblast kas hiicrelerinde proliferasyonu belirlenmistir.
Yapilan MTT testi sonucu uygulanan B-glukanin 24 saat sonunda C2C12 kas hiicreleri
iizerinde sitotoksik etkiye sahip olmadigi, aksine hiicre cogalmasini olumlu yonde etkiledigi
goriilmiistiir. Literatlirdeki ¢aligmalar g6z Oniine alindiginda, hiicrelere uygulanan yiiksek
derisim ve siiredeki CMB-gluM16’nin  diisiik  sitotoksisite etkisi  bulgularimizi

dogrulamaktadir.

Probiyotiklerin bagirsak mukozasina yapigmasi, enteropatojenlere kars: koruyucu bir role
sahiptir. Bagirsak epiteline bakteriyel yapisma, ilk olarak hidrofobik etkilesimler olarak
spesifik olmayan fiziksel baglanma ve ardindan belirli hiicre duvari bilesenleri tarafindan
yonlendirilebilmektedir. Bagirsak ylizeylerine bakteri yapismasi, baslangigta hidrofobik
etkilesimler olarak spesifik olmayan fiziksel baglanma ve ardindan spesifik hiicre duvari
bilesenleri tarafindan ikinci bir yapigsma asamasi ile yonlendirilebilir (Haddaji ve digerleri,
2015).Bulgular, gida bilesenlerinin, diyet liflerinin probiyotik bakterilerin in vivo
yapismasini etkiledigini gostermektedir (Celebioglu ve Svensson, 2018). Bu sebeple
karbohidrat yapilt biyopolimer bir diyet lifi olan beta glukanin probiyotik bakterinin
bagirsaga yapisma yetenegini arttirma {izerindeki etkilerini belirlemek amaciyla bu tez

caligmasinda CMB-gluM16’nin adezyon yetenegi belirlenmistir.

Konaga yapisma (adezyon) yetenegi, immiin sistemi diizenleyici etkileri, bagirsak bariyerini

ve metabolik fonksiyonlar1 uyarma sonucu gecici bir kolonizasyon ile sonuglanabilecek
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potansiyel probiyotik bakteriler i¢in klasik bir se¢im kriteridir. Son yillarda yapilan ¢ogu
calisma, bagirsak mikrobiyotasinin insan sagligi iizerindeki Onemini kanitlamaktadir.
Bagirsak mikrobiyomundaki disbiyozun inflamatuar bagirsak hastaliklari, diyabet, obezite,
metabolik bozukluklarla iliskili oldugu bilinmektedir (Musso, Gambino ve Cassader, 2011).
Probiyotiklerin bagirsak epitel hiicrelerine baglanmasi, enteropatojenlere kars1 potansiyel bir
koruyucu olarak rol oynamalarina sebep olabilir (Monteagudo-Mera, Rastall, Gibson,

Charalampopoulos ve Chatzifragkou, 2019).

Laktik asit bakterilerinin (LAB), karbonhidratlar1 fermentasyonu sonucu son {iriin olarak
laktik asit {ireten, Gram pozitif, katalaz negatif, basil veya kok seklindeki aerotolerant
mikroorganizmalardir. Gida, endiistri gibi bircok sektérde ciddi 6neme sahip bir bakteri
grubudur. Bu bakteri tiirliniin cinsleri arasinda probiyotik o6zellikte olan suslar
belirlenmistir). Probiyotiklerin mikrobiyota iizerinde o6zellikle kolorektal kanser
hastalarinda tedavi edici 6zellikte ajanlar oldugu bilinmektedir (Marmol, Sanchez-de-Diego,
Dieste, Cerrada ve Yoldi, 2017). Probiyotiklerin sahip olduklar1 apoptoz indiikleyici ve
antioksidant Ozellikler onlarin kolorektal kanser hastaligini Onleyici bir ajan haline
getirmektedir (Sah, Vasiljevic, McKechnie ve Donkor, 2014). Bakterilerin probiyotik olarak
tanimlanabilmesi ve probiyotik islevlerini gdstermesi i¢in bagirsak hiicrelerinde kolonize
olmasi, tutunma yetenegine sahip olmasit gerekmektedir. Probiyotiklerin adezyon
yeteneklerinin belirlenmesinde HT-29 insan kolorektal adenokarsinom hiicre hatt1 siklikla

kullanilmaktadir (Duary, Rajput, Batish ve Grover, 2011).

Yapilan bazi in vitro ¢aligmalar sonucunda bakteriyel ekzopolisakkaritlerin, laktik asit
bakterilerinin bagirsak epiteline adezyon ve kolonizasyonunu olumlu yonde etkiledigini
ortaya koyulmustur (Fernandez de Palencia ve digerleri, 2009). (J. Sun, Le, Shi ve Su, 2007);
(Monteagudo-Mera ve digerleri, 2019); (Nishiyama, Sugiyama ve Mukai, 2016).

Gorska-Frezek ve ark. (2011), polisakkarit yapili bilesiklerin bakterilerin mukus tabakasina
olan adezyon yetenegini etkileyebilecegi bildirmislerdir. Bir polisakkarit olan beta glukan
bilesiginin de adezyon yetenekleri iizerinde etkisi olup olmadigina dair literatiirde sinirlt

sayida calisma vardir (Goérska-Fraczek ve digerleri, 2013).

Probiyotik bakterilerin konak¢1 dokuya yapigsmasi ve patojenlere kars1 gosterdigi

antagonizma, probiyotik adaylarimi se¢mede kullanilan oldukc¢a yaygin bir yontemdir
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(Monteagudo-Mera ve digerleri, 2019). Probiyotiklerin bagirsak epiteline yapisma
yetenegini arttirmaya yonelik kullanilabilecek potansiyel kombinasyonlar da bu sebeple
oldukca 6nem tasimaktadir. Bu tez calismasinda probiyotik bir bakteri oldugu bilinen
Lactobacillus plantarum LP1 susunun insan kolon hiicresine (HT-29) adezyon yetenegi ve
bu yetenege, ortama CMf-gluM16 biyopolimerinin farkli derigimlerinin eklenmesiyle elde
edilen sinbiyotigin avantaj saglayip saglamayacagi in vitro olarak degerlendirilmistir.
Dolayisiyla probiyotik bakteri ile karboksimetillenmis beta glukanin sinerjistik etkisinin
gbzlenmesi amaglanmistir. HT-29 hiicre hattinin segilme sebebi ise kullanilan L. plantarum

LP1 probiyotiginin gastrointestinal dengeden sorumlu bir probiyotik olmasidir.

Hiicre hattina probiyotik uygulamasi ile adezyon yiizdesi %83, ADI degeri 566 olarak; 50
mg/mL CMp-gluM16 igeren sinbiyotigin uygulamasinda adezyon yiizdesi %85, ADI degeri
883 olarak; 200 mg/mL CMB-gluM16 igeren sinbiyotigin uygulanmasinda ise adezyon
ylizdesi %89, ADI degeri 1140 olarak; 500 mg/mL CMp-gluM16 igeren sinbiyotigin
uygulanmasinda ise adezyon ylizdesi %92 olarak hesaplanirken, ADI degeri 1180 olarak
hesaplanmistir. Yapilan adezyon deneyi sonucunda HT-29 hiicre hatt1 {izerinde probiyotigin
adezyon yeteneginin, ortama sinbiyotik ilavesi sonucu arttig1 gézlenmistir. Probiyotigin ve
sinbiyotigin farkli dozlarda 1ilavesi sonucu adezyon yetenekleri “iyi” olarak
degerlendirilmistir. Bu sonuglar neticesinde, farkli dozlarda (50, 200, 500 mg/mL) CM-
gluM16 ile L. plantarum LP1 susunun kombinasyonlar1 sonucu hazirlanan sinbiyotik
uygulamalarin, tek bagina L. plantarum LP1 susuna goére daha yiiksek adezyon yetenegine
sahip oldugu belirlenmistir. Bu durum, CMp-gluM16’nin L. plantarum LP1 susunun
adezyon yetenegini arttirdigini gostermektedir. Sinbiyotik uygulama sonucu, prebiyotiklerin
probiyotik gelisimini stimiile edebilmektedir. CMp-gluM16’nin, L. plantarum LP1
probiyotik susunun gelisimini destekledigi i¢in sinbiyotigin probiyotige kiyasla daha ytiksek
adezyon yetenegine sahip oldugu kanisina varilmistir. Gupta ve Sharma, (2015) yapmis
olduklar1 bir ¢alismada, bir laktik asit bakterisi olan Pediococcus pentosaceus LB-CC ve P.
pentosaceus LB-WC suslarinin gelisim esnasinda ekzopolisakkarit iirettiklerini belirlemis
ve mide musin salgisina adezyon yeteneklerinin %68 ve %49 oldugunu, bununla birlikte
bagirsak epitel hiicrelerinin yiizeyine yiiksek diizeyde adezyon yetenegi gosterdigini
bildirmislerdir. Ligilactobacillus salivarius bakterisi ve ayni bakteriden elde edilen
ekzopolisakkaritin (EPS) sinbiyotik uygulamasi ile HT-29 insan kolorektal adenokarsinom
hiicre hatt1 lizerinde adezyon yeteneginin degerlendirildigi bir ¢alismada, L. salivarus

BIS312 probiyotik uygulamasinda adezyon yiizdesi ve indeksi (ADI) sirastyla %93 ve 1883
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olarak hesaplanirken L. salivarus BIS722 probiyotik uygulamasinda %90 ve 1800 olarak
hesaplanmistir. ~ Sinbiyotik uygulamada adezyon yiizdesi L. salivarus BIS312+EPS
uygulamasinda %96, ADI degeri 2100, L. salivarus BIS722+EPS uygulamasinda adezyon
yiizdesi %92 ve ADI degeri 1990 olarak hesaplanmistir. Probiyotik uygulamalarina kiyasla
sinbiyotik uygulamada adezyon yiizde ve indeksinde meydana gelen artis, ortama eklenen
EPS’nin probiyotigin epitel hiicrelere yapisma kabiliyetini arttirdig1 gosterilmistir (Bikric ve
digerleri, 2022b). Bu tez calismasinda sonuglanan adezyon degisimi de bahsedilen

caligmayla Ortiigiir niteliktedir.

Beta glukanlar, saglik agisindan kanitlanmig birgok avantaji olan ve insan viicudu tarafindan
iiretilemeyen, diyet ile alinmas1 gereken karbonhidratlardir. Oral yolla uygulanmasi gereken
beta glukanlarin, 6zellikle maya beta glukanlarinin diyetle alinmasinin immiin stimiile edici
ozelligi oldugu kanitlanmistir (Stier, Ebbeskotte ve Gruenwald, 2014). Bu sebeple bu tez
caligmasinda elde edilen beta glukan biyopolimerinin (CMB-gluM16) sitokin seviyeleri (IL-
1B, IL-6, IL-10 ve TNF-a) belirlenerek immiin regiilasyondaki roliiniin belirlenmesi

hedeflenmistir.

Beta glukanlarin immiin sistemi regiile edici 6zellikleri {izerine bugiine kadar bir¢ok calisma
yapilmistir (Kim, Hong, Kim ve Han, 2011); (Stier, Ebbeskotte ve Gruenwald, 2014);
(Murphy, Rezoagli, Major, Rowan ve Laffey, 2020).Fagositoz, interlokin tiretimi, antikor
dretimi gibi bir¢ok immiinolojik etkiye sahip olan bu polimer COVID-19 gibi 6nemli
hastaliklar i¢in hayati 6nem tasimaktadir. Ikewaki ve digerleri (2021) tarafindan yapilan bir
caligmada, Aerobasidium pullulans mayasindan elde edilen B-glukanin, IL-8 iretimini
arttirdig, IL-1p, IL-6, TNFa iiretimi {izerinde uyarici etkisinin olmadigi, IL-6 seviyelerini
diistirdiigii rapor edilmistir. COVID-19 sonucu ortaya ¢ikan sitokin firtinasinda degerleri
yiikselen sitokin, IL-6 sitokinidir. B-glukanin IL-6 seviyelerini diisiirmesi onun sitokin
firtinasin1 azaltmada rol alabilecek bir ajan oldugunu kanitlar niteliktedir (Siriny1ldiz ve
Mavi Bulut, 2022). Beta glukan IL-1p, IL-6, TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin
salinimini baskilarken; IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinlerin ise salinimini arttirarak
immiin denge saglayabilecegi bu sebeple bu biyopolimerin gerek hastalik oncesi direng
gerekse hastalik siirecinde tedavi amaciyla immiinoterapi ajan1 olarak kullanilma potansiyeli

bulundugu bildirilmektedir (Gezging ve digerleri, 2022).
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IL-1B pro-inflamatuar bir sitokindir. Johnson ve ark. (2009) Agaricus blazei B-glukaninin
sitokin salinimi tizerindeki etkilerini incelemislerdir ((Johnson ve digerleri, 2009). Yapilan
deneyler sonucu IL-1p seviyelerinde azalma saptanmistir. Bu tez galismasinda da benzer
sekilde 1929 ve HT-29 hiicre hatlarina farkli dozlarda CMB-gluM16 uygulanmis ve
uygulamalar sonucunda IL-1p seviyelerinde bazi doz ve siirelerde (HT-29 ve 1929 hiicre
hatti, 18 saat uygulamasi, 200-400-500 pg/mL; HT-29 ve L929 hiicre hatti, 36 saat
uygulamasi, 200-400-500 pg/mL) diisiise rastlanmistir. IL-10 ise anti-inflamatuar bir
sitokindir. Chen ve ark. (2013), yapmis olduklar1 bir ¢alismada, hiicreleri in vitro olarak 1,3-
B-glukan ile tedavi etmis ve IL-10 anti-inflamatuar sitokinin seviyesinin daha 6nce yapilan
diger caligmalar ile tutarli olarak arttigini raporlamistir ((Y. Chen ve digerleri, 2013). Bu tez
caligmasinda da benzer sekilde L-929 ve HT-29 hiicre hatlarina farkli dozlarda CM-
gluM16 uygulanmis ve anti-inflamatuar etki gozlenmistir. IL-6 sitokin seviyelerinin
Ol¢iimiinde ise uygulanan doz ve siirelerde kontrol grubuna gore azalmalar gézlenmistir.
TNF-0, makrofaj hiicreleri veya aktif T hiicreleri tarafindan salinan proinflamatuar bir
sitokindir. inflamatuar bdlgede makrofaj ve polimorfoniikleer 18kositlerin toplanmasina
sebep olan bir ajandir. Young, Ye, Frazer, Shi ve Castranova, (2001), zymosan beta glukani
RAW hiicreleri iizerinde, 100 pg/mL dozda 7-12,5-40 saat boyunca maruz birakilarak TNF-
o’nin tretimini arttirdigin1 gérmiislerdir (Young, Ye, Frazer, Shi ve Castranova, 2001). Bu
tez ¢aligmasinda ortama eklenen farkli dozlarda (12,5-500 pg/mL) CMB-gluM16 ilavesi ile
TNF-a sitokin seviyelerindeki degisim tespit edilmistir. Literatiirde daha 6nce beta glukanin
TNF-a tizerinde supresif 6zelligi oldugu bulunmustur. Agrobacterium sp.’den elde edilen
beta glukanin 6nemli bir proinflamatuar sitokin olan tiimdr nekroz faktorii alfa (TNF-o)
ekspresyonunu azalttigi belirtilmistir (Hee JUNG ve digerleri, 2007).Bu calismalar ile
benzer olarak bu tez ¢alismasi sonucunda da elde edilen beta glukanin (CMp-gluM16) belirli
doz ve saatlerde (L929 hiicre hattinin 18 saat uygulamasinda 12,5-200 pg/mL, 36 saat
uygulamasinda 12,5-100 pg/mL; HT-29 hiicre hatt1 i¢in 18 saat uygulamasinda tiim dozlar,
36 saat uygulamasinda ise 12,5-200 ug/mL) TNF-a iiretimini baskiladigi bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarin sonuglar1 degerlendirildiginde asagidaki ¢ikarimlar

ve Onerilerde bulunulmustur;

1. Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji Laboratuvar Kiiltiir
Koleksiyonu’nda bulunan, peynirden izole edilen ve 18SrRNA analizi ile tanimlanmis
probiyotik Pichia kudriavzevii M16 maya susunun hiicre duvarindan -glukan ekstrakte
edilmistir. Yapilan literatiir taramalarinda Pichia kudriavzevii mayasindan beta glukan
elde edilmesi ile ilgili sadece ekibimiz tarafindan yapilan bir tez ¢alismasi (Dengiz,
2021) disinda bagka bir ¢alismanin olmamasi ¢alismamizin 6zgiin yanidir.

2. PB-glukanm suda ¢oziinmeyen bir biyopolimer olmasi sebebiyle amaglanan deneylerin
sonuclarii iyilestirmek amaciyla karboksimetilasyon uygulanmis ve B-glukan
¢Oziiniirligl arttirlmistir. B-glukanin ¢ozilintirliigiiniin artmasi, onun bir¢cok sektorde
kullaniminin  6niinii agmis olacaktir. Cogu fungal B-glukan, intravendz veya
intraparenteral olarak uygulandiginda immiinomodiilator aktiviteler sergilemektedir. Bu
durum p-glukant ¢ok degerli bir dogal biyolojik modiilator haline getirse de
¢oziinmeyen veya zor ¢oziinen B-glukanlar parenteral yollarla uygulandiginda graniilom
olusumu, inflamasyon, agr1 gibi yan etkiler gosterebilmektedir. Karboksimetilasyon
modifikasyonuyla polisakkaritin ¢oziinlirliigliniin artirilmasi bu agidan da kullaniminin
Oniinii acacaktir. Karboksimetilasyon yoluyla tiirevlendirme, bahsi gegen biyopolimerin
artan ¢Oziiniirliige, azalan viskoziteye, antioksidan aktiviteye ve kanser hiicrelerinin
antiproliferasyonu gibi gelismis biyolojik aktivitelere olumlu yonde katkida bulunur. Bu
aktiviteleri dogrulamak igin ¢alismalarin devam etmesine ihtiyag vardir.

3. Elde edilen CMp-gluM16 biyopolimerinin ortamdaki ¢esitli serbest radikalleri
stipiirerek viicuda bir¢ok yonden zararli olan oksidatif stresi hafifletmesi ve dolayisiyla
antioksidan etki goOstermesi onu bircok farkli sektdr icin ideal bir aday haline
getirmektedir. Gida, ilag ve kozmetik iirlinlerinin korunmasi i¢in antioksidan aktiviteye
sahip olan sentetik bilesiklerin kullanimi ne kadar son yillarda yaygin hale gelse de besin
degerini diisiirme, istenmeyen tatlarin ortaya ¢ikmasini saglama ve toksik maddeler
meydana getirmesi gibi bircok dezavantaja sahiptir. Sentetik antioksidanlarin bu
dezavantajlarindan dolay1 dogal antioksidanlara duyulan ilgi beta glukan biyopolimerini
secici bir hale getirmektedir. Ayrica radikal tutma kapasitesinin yiiksek olusu CM-

gluM16’n kozmetik sektoriinde de kullaniminin olduk¢a Oniinii acacaktir. Cilt
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beyazlatma, anti-aging, kirigiklik giderici etkilerini kanitlamak igin in vivo ¢alismalara
ihtiyag vardir. CMB-gluM 16 gibi antioksidan etkiye sahip bilesiklerin probiyotik olarak
oksidatif hasar sonucu olusan hastaliklarin 6nlenmesinde dogal antioksidan kaynagi
olarak kullanilabilme potansiyelleri de olabilecektir.

Tez ¢aligmasinda mayadan izole edilen bir biyopolimerin (CMf-gluM16) E. coli ATCC
patojeni {izerine %80, P. aeruginosa ATCC patojeni {izerine %71, S. aureus patojeni
tizerine %67 oraninda antibiyofilm etkisi oldugu tespit edilmistir. Biyofilm ile
miicadelede etkili olabilecek antibiyofilm ajanlarin arastirilmasi son yillarda artmistir.
Bu sebeple sonuglarimiza bakildiginda gézlenen antibiyofilm aktivite, kullandigimiz
maddeyi, hastane, boru sistemleri, gida, tip vb. alanlarda biyofilmi ve yarattig1 yikici
hasar1 6nlemek amaciyla kullanilabilecek potansiyel bir aday haline getirmektedir.
CMB-gluM16 biyopolimerinin MTT testi ile sitotoksik etkileri 6lgiilmustiir. Saglikli
fibroblast 1929 hiicreleri {izerinde belirlen giin ve dozlarda yarattigi toksisitesi
Olgiilmiistiir. HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerine ise belirli giin ve dozlarda
uygulanan CMB-gluM16’nin kanser hiicrelerinin canlilik yiizdesini diisiirmesi ¢cok ciddi
bir Ooneme sahiptir. Anti-kanserojenik, anti-timoral ajan olarak ilgili sektorlerde
kullanim potansiyelinin Oniinii agacaktir. CMp-gluM16 direkt olarak tedavide
kullanilamasa bile tedaviye ek bir adjuvant olarak kullanimi1 ¢ok degerlidir. Bu kaninin
daha genis perspektif kazanmasi i¢in ileri diizey anti-kanser ve anti-timor deneysel
caligmalara ihtiya¢ vardir. Onkolojide ve immiinolojide dogal biyolojik modiilatorlerin
yeni uygulama alanlarinin yaratilmasi, f-D-glukan kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin
arastirilmasini ileriye doniik bir arastirma alani haline getirir.

CMB-gluM16 biyopolimerinin saglikli hiicre hattinda canliligit 6nemli dlgiide
diisiirmemesi, onun uygun doz ve siirelerde kullaniminda toksik bir bilesik olmadiginin
kanitidir. Toksisitesi olmayan bu dogal polisakkarit, ilag sektoriinde biilytlik bir dneme
sahip olabilir.

Adezyon calismasinda kullanilan HT-29 ve 1929 hiicrelerinde probiyotik uygulamanin
yiiksek adezyon yetenegi gosterdigi belirlenmis ve sinbiyotik uygulamalarin da ortama
ilavesi sonucu adezyon yeteneginin arttigi, bu artista da sinbiyotigin probiyotige gore
one ¢iktig1 tespit edilmistir. Tek bir formiilasyonda probiyotik ve beta glukanin kombine
aktivitesi (sinbiyotik) tek basina probiyotik ile karsilastirildiginda 6nemli bir etki
gostermistir. Beta glukanlarin insan sagligi iizerinde bilinen olumsuz bir etkisi
olmamasi, koruyucu amaglarla kullanilmasi, tedaviye ek ajanlar olarak kullanilmasi

tavsiye edilebilir.
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