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OZET

Amag: Mantarlar ¢ok eski zamanlardan giiniimiize dek 6zellikle Orta Asya iilkelerinde
cesitli hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Giiniimiizde mantarlardaki bu tedaviyi
saglayan bilesenlerin bir¢ogu tespit edilmis olup pek ¢ok ilacin yapiminda aktif olarak
kullanilmaya baslanmistir. Bunlardan biri olan B-glukanlar, giinimiizde immiin sistemi
giiclendirmekten, kolesteroliin diisiirilmesine veya cesitli tiimorlerin  azaltilmasim
hedefleyen tedavi yontemlerinde kullanilmaktadir. Bu caligmada P.ostreatus’dan izole
edilen B(1,3)-(1,6)-glukanlarin iKi-MKH’lerin osteojenik farklilasma iizerindeki etkilerinin

ve bu siiregte MAPK sinyal yolaginin roliiniin incelenmesi amaglanmustir.

Yontem: Bu calismada, ililkemiz florasinda dogal olarak yetisen P.ostreatus’un hiicre
duvari elemanlarindan olan B-(1,3)-(1,6) zincir yapisina sahip olan glukanlar sicak sodyum
hidroksit yontemi ile izole edilmistir. iKi-MKH’ler ile etkilesim kurabilmelerini saglamak
icin izole edilen glukanlarla kiiltiir kaplarmin yiizeyleri kaplanmustir. iKi-MKH’ler bu
yiizeyler {lizerine ekilerek kiiltiirii yapilmistir. B-glukanlarin MKH’lerin osteojenik
farklilasmasi tizerindeki etkisi 21 giin siiren osteojenik farklilastirma sonrasinda gen ifadesi
analizi, alkalen fosfataz aktivitesi 6l¢timii ve histolojik boyamalar ile ortaya konmustur. -
glukanlarin iKi-MKH’lerin osteojenik farklilasmalarmi MAPK sinyal yolag: iizerinden
destekledigini anlayabilmek i¢in p38a ve MKK/MEK proteinleri inhibe edilmistir. Yapilan
inhibisyonlarin sonucunda hiicrelerde meydana gelen degisimler gen ifadesi analizi ve

immiin floresan boyamalar ile ortaya koyulmustur.

Bulgular: B-glukan kapli yiizeylere ekilerek farklilagtirmaya yonlendirilen hiicrelerde
osteojenik farklilasma belirteglerinden olan OPN’in 252,5+7,6 kat, cFos, Runx2 ve BMP2
gibi genlerin ise yaklagik 500 kat artis gosterdigi gozlemlenmistir. Ayni hiicrelerde MAPK
sinyal yolagina ait proteinlerden olan MEK1’in 4255,2+170,2 kat, p38a’nin 528,2+19,5
kat, ERK1’in 63,6+2,7 kat ve Jnk’nin da 51,9+2,1 kat artmis oldugu gozlemlenmistir.
Bununla beraber B-glukan kapl yiizeylere ekilen hiicreler, p38a inhibisyonu yapilarak
osteojenik farklilagmaya alindiginda hem osteojenik farklilasma belirteclerininin gen
ifadesinde hem de MAPK sinyal yolagi elemanlarinin gen ifadesinde anlamli (p<0,05) bir

diisiisiin oldugu gozlemlenmistir.

Sonug: Gergeklestirilen analizler dogrultusunda B-glukanin iKi-MKH’lerin MAPK sinyal

yolagini uyardig1 ve osteojenik belirteclerin ifadelerini kisitl da olsa artidigi gosterilmistir.
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Ancak farklilasma siirecinin gergeklesebilmesi igin yeterli bir uyar1 saglamayan p-glukanin
diger kimyasal uyaricilarla birlikte kullanilmasiyla daha iyi sonuglar elde edilmistir.
Birlikte kullanim ile sinerjik bir etki yaratilarak osteojenik farklilasma yiiksek oranda
desteklenmistir. Bu sonucglar dogrultusunda p-glukanin osteojenik farklilagtirmay1

destekleyen bir biyomalzeme olarak kullanilmasi nerilebilir.

Anahtar sozciikler: Mezenkimal Kok Hiicre, Pleurotus ostreatus, beta-glukan, p38,
MAPK, osteojenik farklilagma
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ABSTRACT

Objective: Fungi have been used from ancient times to recent time for the treatment of
various diseases, especially in Central Asian countries. Nowadays many of these
therapeutic ingredients in fungi have been identified and actively used in the production of
many medicines. B-glucan, one of these ingredients, is currently used in supporting the
immune system, in cholesterol level control, or in the treatment for various tumors. In this
study, it was aimed to investigate the effects of [-(1,3)-(1,6)-glucans isolated from
P.ostreatus on osteogenic differentiation of hBM-MSCs and the role of MAPK signaling

pathway in this process.

Method: In this study, glucans with -(1,3)-(1,6) chain structure were isolated by hot
sodium hydroxide method from the cell wall of P.ostreatus, which grow naturally in
Turkey. Surfaces of the culture vessels were coated with the isolated glucans, and cells
were cultured on these surfaces to provide interaction with hBM-MSCs. The effect of B-
glucans on the osteogenic differentiation of MSCs lasting 21 days was demonstrated by
gene expression analyses, alkaline phosphatase activity and histological staining of
samples. p38a and MKK / MEK proteins were inhibited to understand that -glucans
promote the osteogenic differentiation of hBM-MSCs via the MAPK signaling pathway.
As a result of the inhibitions, the alterations in the cells were revealed by gene expression

analysis and immunofluorescence staining.

Result: In the cells induced by differentiating on the B-glucan-coated surfaces, the
expression of osteogenic differentiation marker OPN was induced by 252.5+7.6 fold, and
the expression level of cFos, Runx2 and BMP2 increased about 500 fold. In the same cells,
MAPK signal pathway proteins MEK1, p38a and ERK1 were induced by 4255,2+170.2
fold, 528.2+19.5 fold and 51,9+2,1 fold with respect to the control group, respectively. In
addition, cells seeded on the B-glucan-coated surfaces showed significant decrease both in
the expression of osteogenic differentiation markers and in the expression of MAPK
signaling pathway proteins when p38a inhibition during the osteogenic differentiation (p

<0.05).
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Conclusion: It has been shown that B-glucan stimulates the MAPK signaling pathway and
induces limitedly the expression of osteogenic markers. However, better results were
obtained by using other chemical stimulants together with B-glucan, which did not provide
sufficient stimulation for the differentiation. Simultaneous use of B-glucan and chemical
inducers highly supported the osteogenic differentiation by creating a synergistic effect. As
conclusion, it might be suggested that B-glucan can be used as a biomaterial to support the

osteogenic differentiation.

Key words: Mesenchymal Stem Cells, Pleurotus ostreatus, beta-glucan, p38, MAPK,

osteogenic differentiation
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

MKH (MSCs): Mezenkimal Kok Hiicre

iKi-MKH (hBM-MSCs): Insan Kemik iligi Kaynakli-Mezenkimal K&k Hiicre
M1: Mantar 1 (x marka Pleurotus ostreatus tiirii mantar)

M2: Mantar 2 (y marka Pleurotus ostreatus tiirii mantar)

a-Glc: alfa-glukan

B-Glc: beta-glukan

B-Glc (Y): Maya kaynakli beta-glukan

F+ : Osteojenik farklilagtirma yapilmais,

F- : osteojenik farklilastirma yapilmamus,

[+ : inhibisyon yapilmus,

I- : inhibisyon yapilmamus,

OPN: Osteopontin,

BMP: Kemik Morfogenetik Protein (Bone Morphogenetic Protein)

MAPK/ERK: Mitojenle aktive edilmis protein kinazlar/ hiicre dis1 sinyal diizenlenmis

kinazlar
MAPKK: Mitojenle aktive edilmis protein kinaz kinazlar

MAPKKK: Mitojenle aktive edilmis protein kinaz kinaz kinazlar
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1. GIRIS

Hiicre, etrafi bir zar ile ¢evrili olan canlinin en kiigiik fonksiyonel yap1 birimidir.
Bir hiicre bulundugu ortamdaki besin maddelerini ¢esitli yontemler ile igine alip bu
maddeleri biyokimyasal bir takim islemlere tabi tutarak enerji elde eder. Bu ise tek basina
bir hiicrenin canliligint siirdiirebilmesine kendisini bdliinme ile ¢ogaltabilmesine olanak

saglar.

Ilkel tiirlerde oldugu gibi canl tek bir hiicreden meydana gelebilir ya da daha fazla
gelismis canlilarda oldugu gibi birden fazla hiicrenin bir araya gelmesi sonucu koloni
olusturarak bir organizmay1 meydana getirebilirler. Bunun 6tesinde ¢cok gelismis canlilarda
oldugu gibi hiicreler dokular1, dokular organlari ve organlar da karmasik bir organizmay1

meydana getirebilir.

Genetik bilginin aktarilmasi, hiicrelerin bolinmesi ile meydana gelmektedir. Tek
hiicreli canlilarda mitoz boliinme ile ¢ogalma ve dolayist ile yeni bir bireyin meydana
gelmesi soz konusudur. Buna karsin gelismis canlilarda, ornegin insanda ise mitoz
bolinme sadece somatik hiicrelerin ¢ogalmasini saglar ve yeni bir bireyin meydana
gelmesi i¢cin mayoz boliinmeyle haploid (n) sayida kromozoma diisen disi ve erkek esey
hiicrelerinin ¢ekirdeklerinin birlesmesi ve 2n kromozomlu zigotun olusmasi gerekir.
Dollenme sonrasi olusan zigot bir dizi boliinme gegirerek cogalir ve ileride bir canlinin
tim doku ve organlarini meydana getirebilecek 200 farkli hiicre tipine doniisme
potansiyelindeki “kok hiicreler”i meydana getirir. Olusan bu 0zel hiicreler ise
embriyogenez boyunca plasenta da dahil olmak {izere bir embriyoyu meydana getirecek

biitiin doku, organ ve sistemlerin olugsmasini saglar.

1.1. Kok Hiicreler

Kok hiicreler genel olarak hiicre boliinmesi yoluyla kendilerini yenileme, kendisi
ile ayn1 ozellige sahip hiicreleri meydana getirebilme ve ¢ok ¢esitli 6zellesmis hiicre
tiplerine farklilagabilen oncii hiicreleri meydana getirebilme o6zelligine sahip olan 6zel
hiicreler olarak tanimlanmiglardir (Avasthi ve dig. 2008). Ornegin, insanlar tarafindan en

cok bilinen kok hiicrelerden biri olan kemik iligi kaynakli kok hiicreler kirmizi ve beyaz



kan hiicrelerine farklilasabilirken dahasi antikor tiretimi ve enfeksiyona karsi miicadelede

rol almak gibi 6zel fonksiyonlar gosterebilmektedirler (Bongso ve Lee 2010)

Bugiine kadar yapilan c¢alismalar 1s1ginda kok hiicrelerin bulundugu kaynaga,
kaynagin yasina ya da izolasyon yapilan doku ya da organa gore farkli ozellikler
sergileyebildikleri gbzlemlenmistir. Genel olarak kok hiicreler bir baska hiicreye
farklilasabilme potansiyellerine gore yani potensilerine gore ya da embriyonik ya da

yetiskin bireyde bulunmasi durumlaria gore siniflandirilabilmektedirler.

1.1.1. Kok Hiicrelerin Siniflandirilmasi

Insan viicudunda bir¢ok hiicre ¢esidi bulunmaktadir. Bu hiicrelerin tanimlanmasi,
hiicrelerin yiizeylerinde bulunan belirtecler ya da molekiiler analizler araciligiyla
gerceklestirilebilir. Fakat genel olarak bilim insanlar1 kok hiicreleri in vitro veya in vivo
ortamlarda farklilagabilme yeteneklerine gore siniflandirmaktadirlar. Genel olarak kok

hiicreler su sekilde siniflandirilmaktadir;

Totipotent kok hiicreler: zigotun boliinmesi sonucu meydana gelen ilk bir kag
hiicre bu ozelliktedir. Bu hiicreler ekstra-embriyonik hiicreler de dahil olmak {izere o

canlinin biitlin hiicrelerini meydana getirebilme yetenegine sahip olan hiicrelerdir.

Pluripotent kok hiicreler: embriyonik gelisim esnasinda meydana gelen
blastokistin i¢ hiicre kitlesini olusturan hiicrelerdir. Bu hiicreler endoderm, mezoderm ve
ektoderm tabakasindan koken alan tiim dokularin hiicrelerini meydana getirebilecek
potansiyelde olan hiicrelerdir. Ayrica giiniimiizde pluripotensiyi saglayan genlerin
Ozellesmis ya da olgunlasmis olarak nitelendirilen hiicrelere aktarilmasi sonucunda da
“Indiiklenmis Pluripotent K6k Hiicre” olarak isimlendirilen kok hiicrelerin elde edilmesi

mumkindiir.

Multipotent kék hiicreler: genel olarak yetigskin bireylerde, bulundugu dokunun
orijini olan tabakanin olusturdugu hiicre tiplerine farklilasabilme 6zelligi olan hiicrelerdir.

Hematopoetik kok hiicreler ve mezenkimal kok hiicreler en iyi bilinen drnekleridir.

Oligopotent kok hiicreler: yetiskin bireylerde bulunan bu hiicreler, 6rnegin néronal
kok hiicrelerde oldugu gibi bulundugu dokudaki bir ya da iki hiicre tipine farklilagabilme

ozelligine sahiptir.



Unipotent kék hiicreler: bu hiicreler ise tek bir hiicre tipini meydana getirebilme
yetenegine sahiptir. Bunlara ise, esey hiicresi olan spermatogonial hiicreler 6rnek

verilebilir (Steinhoff 2013).

Yukarida bahsedilmis olan siniflandirmanin disinda kok hiicreler kaynaklaria gore
de siniflandirilabilmektedir. Cizelge 1.1’de gosterildigi gibi embriyonik kok hiicreler, fetal
kok hiicreler, eriskin kok hiicreler ve gobek kordonu kok hiicreleri olmak iizere dort temel
gruptan bahsedilebilir. Her bir grubun i¢inde yer alan kok hiicreler ise alt tiirlerine
ayrilabilmektedir. Baz1 bilim insanlarn yetiskin ve fetal kok hiicrelerin embriyonik kok
hiicrelerden koken aldigim1 diisiinmektedirler. Yetigskin organlarda gozlemlenen az
miktardaki kok hiicrelerin embriyonik kok hiicre kalintilar1 oldugu, doku ya da organda
meydana gelen kismi hasarlar sonucunda bulunduklari niglerinden ayrilip hasar sonucu
kaybedilen hiicrelere farklilagsarak 0 bolgenin onarilmasma katkida bulunduklari

distiniilmektedir (Bongso ve Lee 2010).

Cizelge 1.1 Insan k&k hiicrelerinin siniflandirilmasi.

insan Kok Hiicreleri ‘

- , -
Embriyonik infant/bebelk

Blastokist Gonodal sirt Disik Gibek kordon Wharton Germ hatt ‘ Somatik
{5-7 glinler) {6 hafta) (fetal dokular) kani jeli
Embriyonik Embriyonik Fetal kok Gibek kordon Gibek kordon Spermatogonia Qogonia
kok germ hiicreler kam kok moatriksi kik
hiicreler hicreleri hicreler hicreleri
Hematopoetik Mezenkimal Karaciger Epidermal Néronal Géz Bagirsak || Pankreas?

I (deri, sag)
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Kok hiicrelerin hem birgok hiicre hattini meydana getirebilme, hem de kendisini
yenileyebilme o&zellikleri bilim insanlarimin oldukg¢a ilgisini ¢ekmistir. Yenileyici tip
yaklasimi kapsaminda hiicre tabanlhi tedaviler ya da ilag¢ gelistirme caligmalarinda kok
hiicrelerin oldukga iyi bir kaynak oldugu diistiniilmektedir. Dolayisiyla birgok hastaligin
tedavisi, hasarli doku ya da organlarin iyilestirilmesi veya ilag denemelerinin yapilmast
amaciyla in vitro, in vivo ve hatta klinik ¢alismalar hizla artmistir. Ozellikle potensileri ¢ok
yiiksek olan embriyonik kok hiicreler basta olmak lizere, kok hiicreler ile yapilan bu
aragtirmalarin  sonucunda dejenere olmus dokularda iyilesme siireci ve birtakim
hastaliklarin patolojisinde iyiesmelerin oldugu gozlemlenmistir. Fakat her ne kadar
potansiyelleri yliksek olsa da embriyonik kok hiicrelerin kullanilmasi iilkemizde de oldugu
gibi birgok iilkede hem etik, hem ahlaki kaygilar hem de insanlarin “canli bir bireyin
yasamina son vermek sureti ile elde ediliyor” diislincesini tasiyor olmalari dolayisiyla

engellenmistir.

Takahashi ve Yamanaka (2006) pluripotensiyi saglayan genleri tespit etmis ve
somatik bir hiicre olan fibroblasta bu genleri aktararak molekiiler bir indiikleme ile
hiicrenin pluripotent 6zelligi kazanmasini saglamislardir. Indiiklenmis pluripotent kok
hiicreler (IPSC) olarak isimlendirilen bu hiicreleri embriyonik kok hiicrelerin
kullaniminin yasak oldugu {ilkelerde bilim insanlari, in vitro ve in vivo g¢alismalarini
yirlitebilmek amaciyla ya da klinik uygulama oOncesi gerekli deneylerin yapilmasi
asamasinda siklikla kullanmaya baslamiglardir. Fakat yine de yapilan ¢aligmalar
incelendiginde mezenkimal kok hiicrelerle yapilan bilimsel arastirmalarin embriyonik kok

hiicreler ile yapilan ¢aligmalardan sayica ¢ok daha fazla oldugu gézlemlenmektedir.

1.1.2. Mezenkimal Kok Hiicreler ve Temel Ozellikleri

Yetiskin kok hiicrelerden biri olan mezenkimal kok hiicrelerden ilk olarak
Friedenstein ve arkadaslar1 (1970) kemik iligi stromasinda bulunan, fibroblastlara
benzeyen hiicreler olarak bahsetmiglerdir. Daha sonrasinda ise Caplan (1991) ilk olarak
Mezenkimal Kok Hiicre’leri kemik iligi stromasini destekleyen, in vivo ortamda ve hatta
bir takim giidiimlemeler ile in vitro ortamlarda kondrositlere, osteoblastlara, adipositlere ve
teorik olarak tendon, ligament, dermis, kas ve dag doku hiicrelerine farklilasabilecek
hiicreler olarak tanimlanmislardir. Bu tanimlamalarin hiicreleri siniflandirmak i¢in yetersiz

kaldig1 diisliniilerek 2001 yilinda Uluslararas1 Hiicresel Terapi Toplulugu (ISCT)



Mezenkimal Kok Hiicreleri tanimlamak i¢in bir takim anahtar niteligi tagiyan Kriterler
belirlemislerdir. Bunlardan ilki; in vitro ortamda kiiltiir edildigi plastik yiizeye yapismasi,
ikincisi; CD90, CD105, CD106, CD44, CD166, CD73 ve CD29 yiizey belirteglerini
tasirken CD45, CD34, CD14, CD11b, CD19, CD31 ve HLA-DR belirte¢lerini tasimamast;
ticiincli 6zellik olarak da mezenkim dokusundan kdken almis olan adiposit, kondrosit ve
osteoblastlara farklilasabilme 6zelligi bulunmasi seklindedir. Ancak bu kriterleri tasiyan

hiicreler “Mezenkimal Kok Hiicreler” olarak nitelendirilebilir (Gnecchi 2016)

MKH’ler, plasenta, gobek kordonu ve kordon kani, amniyon sivisi, kemik iligi,
adipoz doku, karaciger ve dental pulpa gibi insan viicudunda neredeyse tiim dokulardan
cesitli izolasyon yontemleri kullanilarak izole edilmis ve tanimlanmuslardir. Klinik
aragtirmalarda ya da klinik uygulamalarda giiniimiize kadar ¢ogunlukla kullanilan kok
hiicreler kemik iliginden elde edilen MKH’lerdir. Bunun disinda adipoz doku kemik iligine
gore insan viicudunda daha fazla oranda bulunmaktadir. Fakat yapilan aragtirmalar, kok
hiicrelerin bulundugu nise bagli olarak 6zelliklerinin farkli olabilecegini gdstermistir. Bu
kapsamda hiicrelerin ¢ogalma ya da farklilasma kapasiteleri farkli olabilecegi gibi yiizey
antijenlerindeki ekspresyon diizeyleri de farkliliklar gosterebilmektedir (Garcia-Gomez ve
dig. 2010). Ornegin, Lofty ve ark. (2014) yapmus olduklar1 calismada elde ettikleri bulgular
sonucunda kemik iliginden izole edilen MKH’ler, adipoz dokudan izole edilen MKH’ler
ile kiyaslandiginda osteositlere ¢ok daha iyi bir sekilde farklilasabildigini
gozlemlemislerdir. Fakat kokeni ne olursa olsun su bilinen bir gergektir ki; MKH’lar
mezenkim kaynakli dokularin progenitdrleri olan multipotent o6zellikteki hiicrelerdir

(Garcia-Gomez ve dig. 2010).
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Cizim 1.1 Mezenkimal Kok Hiicrelerin bazi fonksiyonlar1 ve 6zellikleri (Dantuma E ve
dig. 2010)

MKH’lerin doku ve organlarin yenilenmesi, diizenli olarak ¢alismalarinin
saglanmasi, doku matriksinin yenilemesi, farklilasarak farkli hiicreleri olusturmasi gibi
birgok Onemli 6zellikleri vardir (Cizim 1.1). Bu o6zelliklerinden dolay1 tedavi
yaklasimlarinda bu hiicrelerin kullanimma yénelik arastirmalar ilgi cekmektedir. Ornegin,
trofik (besleyici), parakrin ve immiinmodiilasyon 6zellikleri tasimasi dolayisiyla in vivo
ortamda da ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmasi durumu da s6z konusudur. Ayrica
MKH’ler eger hasarli bir doku varsa, dokuyu yeniden eski haline getirmek i¢in hasarin
bulundugu dokuya go¢ edip hasarli dokudan kalan 6lmiis hiicreleri ortadan kaldirmalari
icin ¢esitli immiin sistem hiicrelerini etkileyecek olan sitokinleri salgilama, dokuyu
olusturacak hiicreler i¢in cesitli bliylime hormonlar1 salgilama gibi 6zellikleri de

barindirmaktadir.

MKH’lerin 6zellikle son yirmi yilda norodejeneratif hastaliklar, omurilik ve beyin
hasarlari, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve iskelet hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilmasi ile ilgili ¢alismalar yapilmis ve bu g¢alismalarin ¢ogunda bu
hiicrelerin iyilestirici etkisinin oldugu kanitlanmistir. Bu iyilestirici 6zelliginin yani sira
immiin sistem tarafindan ret yanit olusturmamasi da hem otolog hem de allojenik
transplantasyonlar i¢in oldukca avantaj saglar niteliktedir. Bu sebepler dolayisiyla her
gecgen giin MKH’lerin bilimsel ve klinik arastirmalarda kullanimlar1 artmaktadir (Gnecchi
2016).



MKH’lerin, mezenkim dokusundan koken alan hiicre hatlarinin bir¢coguna
farklilasabilmeleri bu 6zel hiicrelerin 6nemli bir diger ozellikleri olarak bilinmektedir.
Fakat bu ozelliklerini sergileyebilmelerinde bulunduklari nisin etkisi olduk¢a fazladir.
Bulunduklar1 mikro ¢evre, bu hiicrelerin farklilasmasi ya da biyolojik herhangi bir
aktivitesine yon vermesinde 6nemli rol oynar. Bunun i¢in rejeneratif tip alaninda yapilan
kok hiicre uygulamalarinda “yapi iskelesi (scaffold)” olarak isimlendirilen birgok farkli
malzemeyle meydana getirilebilen materyaller mekanik olarak hem farklilasmanin tesvik
edilmesi hem de defekt olmus dokunun biitlinliigiiniin saglanmasi i¢in giiniimiizde siklikla

kullanilmaktadar.

1.1.2.1.Mezenkimal kok hiicrelerin farkhilasma ozellikleri

Rejeneratif tip ya da doku miihendisligi ¢alismalarinda hiicreler in vivo olarak
uygulanmadan 6nce, o doku i¢in gerekli hatlar1 meydana getirebilecek olan hiicrelerin in
vitro ortamda farklilastirilmalar: istenebilir. Bu farklilastirma islemleri, hiicrelerin besi
ortamina ¢oziinebilen bir takim faktorlerin ilave edilmesi, c¢esitli mekanik yonlendiriciler,
ekstraseliiler matriksin fiziksel stimiilasyonu ya da gen aktarimi gibi yontemler

kullanilarak gergeklestirilebilmektedir.

Glinimiizde genel olarak MKH’ler, laboratuar kosullarinda uygun bir takim
¢oziinebilen faktorler ile 2-4 hafta boyunca muamele edilmesi vasitasiyla osteojenik,

kondrojenik ve adipojenik farklilasmaya basarili bir sekilde yonlendirilebilmektedir.

1.1.2.1.1. Osteojenik farklilastirma

MKH’lerin osteojenik farklilagtirllmasinda genel olarak, hiicrelerin besi ortami
igerisinde 2 ila 3 hafta boyunca p-gliserofosfat, askorbik asit ve deksametazon ilave
edilerek kimyasal indiiklemenin yapildigi yontem kullanilmaktadir. Genel olarak,
hiicrenin proliferasyonu, matriks olusumu ve mineralizasyon olusumunun meydana geldigi
birbirini izleyen ve keskin sinirlar ile ayrilmasi olduk¢a gii¢ olan {i¢ evre sonunda
farklilagsma islemi gergeklesir (Cizim 1.2). Bu siirenin 6zellikle sonlarina dogru hiicrelerde
giderek artan osteoblastik fenotip ile ilgili olan genlerin ekspresyonu ve proteinlerin ifade

edilmesi ile (osteopontin, katepsin K ve kemik siyaloprotein gibi) osteoblastlara benzer bir



morfoloji elde edilebilir. Bunun ardindan kemik dokusuna 6zgili olan hidroksi-1-apetitin

birikmesiyle ekstraseliiler matriks zenginlesmeye baglar.

Bununla beraber BMP’ler MKH’lerde osteogenezi oldukga giiglii bir sekilde
desteklerler. Bunlar, temel osteogenik genlerden olan Runx2’nin asetilasyonu indiikler
(Kolf ve dig. 2007). Bununla beraber BMP’ler osteoblast farklilasmasinda ve
proliferasyonunda hatta postnatal donemde kemik olusum ve yeniden modellenmesinde rol

alan temel bilesenlerdendir.

Osteojenik farklilagsmaya yonlendirilmis olan MKH’larde, farklilasmanin derecesi
mineralize olmus matriksi boyayan VVon Kossa veya Alizarin Red S gibi histolojik boyalar
kullanilarak ya da matriks olusumu esnasinda meydana gelen Alkalen fosfatazin miktarin

saptayan kolorimetrik ¢esitli yontemler kullanilarak belirlenebilmektedir.

\ \ \ \ 7
- - o - o < - - - <
0.gun 4.gin 7.gun 14.gin 21.giin

L o 4
L

proliferasyon Matriks olugumu

mineralizasyon

Cizim 1.2 MKH’lerin in vitro ortamda osteojenik farklilasmasinin evreleri (Kulterer ve
dig. 2007)

iKI-MKH’lerin osteojenik farklilasmaya ydnlendirilmesi islemi genel olarak 21 giin
stirdtirilmektedir. Cizim 1.2’de gozlemlendigi ilizere osteojenik farklilasma siireci iig
evrede meydana gelmektedir. Hiicreler bu evrelerin her birinde farkli islevleri yerine
getirmektedir. Proliferasyon asamasinda sayisini arttiran hiicreler, matriks olusumu
asamasinda ise kemik dokunun en ©onemli elemanlarindan olan Alkalen Fosfataz ve
Kollajen I sentezini arttirmaya baslarlar. Mineralizasyon agamasinda ise ALP aktivitesi

diiserken osteokalsin protein sentezi artmaya baslar.



1.1.2.1.2. Adipojenik farklilagtirma

MKH’ler adipojenik farklilasmaya yonlendirilirken, bu hiicreleri beslemek igin
kullanilan bazal kiltiir ortamina deksametazon, insiilin, isobutil metil ksantin ve
indometazin eklentileri ilave edilerek yaklasik olarak 3 hafta boyunca inkiibe edilirler.
Farklilasma esnasinda hiicrelerde peroksizom prolifetdr-aktivator reseptor y (PPAR-y),
glukoz tasiyici tip 4, adipoz farklilagmaya-iliskin protein ve gliserol-3-fosfat dehidrogenaz
gibi genlerin ekspresyonu baslar ve ardindan sitoplazmalarinda lipid vakuolleri birikmeye

baslar. Bu yonde bir farklilasma ise Oil Red O boyasi kullanilarak saptanabilir.

1.1.2.1.3. Kondrojenik farklilastirma

MKH’ler hiicre kiiltiir kosullarinda adipojenik ve osteojenik farklilastirmada
uygulanan yapisik kiiltiir teknigi degil farkli olarak pelet haline getirilmis hiicre teknigi
kullanilarak gergeklestirilmektedir. Kullanilan besi ortaminda farklilasmayi indiiklemesi
adma Insiilin-Transferin-Selenyum (ITS) eklentisi, deksametazon, askorbat-2-fosfat,
sodum priivat ve doniistiicii biiyiime hormonu-p (TGF-p) ile 2-3 hafta boyunca hiicreleri

muamele edecek sekilde kullanilmaktadir (Solchaga ve dig. 2011).

MKH’ler kondrojenik farklilasmaya yonlendirildiginde, 6zellikle kollajen II, X ve
proteoglikan agrekanlarindan olugan bir ekstraseliller matriks olustururlar. Bu
farklilasmanin tespiti ise Alcian Blue boyamasiyla gergeklestirilebilir. MKH’larin
osteojenik, adipojenik ve de kondrojenik farklilagsmalar1 ayn1 zamanda osteosit, adiposit ve
kondrositler tarafindan eksprese edilen bazi 6zel genler esas alinarak bu genlerin

ekspresyon seviyeleri tespit edilebilir (Gnecchi 2016).

Hiicrelerin ¢evrelerinden aldiklar gesitli mekanik, fiziksel ya da kimyasal uyarilar,
sitoplazmadaki cesitli proteinlerin fosforillenmesi ile bir takim hiicre igi sinyal yolaklarinin
aktif hale gelmesini tetikleyebilmektedir. Ardindan alinan sinyalin hiicre g¢ekirdegine
ulagtirilmast sonucunda bazi genlerin ifadelerinin artmas: bazilarmin ise azalmasi
sonucunda farklilasma meydana gelebilmektedir. Bu baglamda hiicre i¢i sinyal

yolaklarinin incelenmesi kok hiicre farklilagsmasi ¢caligmalarinin bir parcasi haline gelmistir.



1.1.3. Hiicre Sinyal Yolaklari

Hiicreler bulunduklar1 ortamdaki birgok faktorden etkilenir ve buna karsilik bir
yanit olustururlar. Hiicresel sinyal ya da sinyal transdiiksiyonu olarak da nitelendirilen bu
olay aslinda sadece hiicrenin degil, bir canlinin meydana gelisinden o canlidaki
organizasyonlara dek bir¢ok dnemli hususta dogrudan ya da dolayl olarak etki etmektedir.
Hiicrelerin belirli bir uyariy1 almasi, hiicre i¢ine bu sinyallerin ¢ekirdege iletilmesi ve bir
cevap olusturulmasi siirecindeki faktorler, giinlimiizde arastirilmaya devam etmektedir. Bu
molekiiller ve etkilesimlerinin tanimlanmasiyla tam olarak islevleri anlasilamamis birgok
yolak ortaya cikartilmistir. TGF-/BMP, Wnt/Wg, Hedgehog (Hg), Notch, Mitojenle-
aktive edilmis protein kinazlar (MAPK) ve diger hiicre ici sinyal yolaklari; embriyonik
gelisim asamalarindan itibaren kok hiicre havuzunun belirli bir miktarda muhafaza
edilmesinde ve embriyonik tabakalarin her {i¢ soyunda orantili bir sekilde biiylimesine,
viicudun sekillenmesi, hiicrelerin geleceginin tespiti, organogenez vb. gibi olduk¢a dnemli

islevleri yerine getirmektedirler (Bhaskar ve dig. 2014)

1.1.3.1.Mitojenle Aktive-edilmis Protein Kinazlar (MAPK)

Kinazlar, memelilerdeki en biiyiik enzim ailesi olarak bilinmektedir (Rosenblum
ve dig. 2013). Bu enzimler, hiicrelerin reseptorleri tarafindan alinan ¢esitli kimyasal,
mekanik ya da strese bagimli uyartilarin ardigik bir dizi halinde hiicre g¢ekirdegine
aktarilmasinin diizenlenmesinde dnemli rol oynarlar. Protein kinazlar da bu biiyiik enzim

ailesinin bir iiyesidir (Shchemelinin ve dig. 2006)

Serin-Treonin protein kinazlardan olan Mitojenle aktive-edilmis protein kinazlar
(MAPK), hiicre dis1 uyaranlara kars1 birgok farkli hiicresel yanitlarin verilmesini saglayan
proteinlerdir. Neredeyse biitiin Okaryotlarda gen ifadesinin, mitozun, metabolizmanin,
haraketlilik/migrasyonun, canliligin, apoptozun ve farklilasma gibi bir¢ok fizyolojik
olaylarin diizenlenmesinde ¢esitli MAPK sinyal yolaklar1 rol oynamaktadir. Memelilerde
bilinen klasik on farkli MAPK proteini ve bunlarin ayrilmis olduklar1 dort farkli MAPK
sinyal yolagi grubu bulunmaktadir (Plotnikov ve dig. 2011). Bunlarin haricinde daha az
bilinmeleriyle beraber ERK3/4, ERK7 ve Nemo-benzeri kinazlar (NLK) da diger MAPK

sinyal yolagi iiyelerindendir.

MAPK sinyal yolagi Cizelge 1.2°de de gosterilmis oldugu gibi, MAPK Kinaz

Kinaz, MAPK Kinaz ve MAPK olmak {izere lic ana modiilden olusmaktadir. Hiicre
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zarindaki reseptorler vasitasiyla stres, biiyiime ya da farklilasma faktorlerinden alinan
sinyallerin Ras/Rho ailesi ile kii¢iik GTP-bagimli proteinin etkilesimleri sonucu meydana
gelen fosforilasyon sayesinde bir Serin/Treonin kinaz olan MAPKKK’lar aktiflesirler.
Aktive olan MAPKKK’lar, bir ya da birden fazla sayidaki MAPKK’1 etkileyebilirler.
Aktive olan MAPKK’lar ise Treonin ve Tirozinin her ikisinin birlikte fosforile olarak
sadece bir MAPK’1n aktivasyon bolgesine lokalize olmasi ile MAPK’1 aktive ederler. Aktif
hale gelen MAKP’lar ise traskripsiyon faktorleri, diger kinazlar ya da ¢esitli regiilator
enzimlerini fosforile edebilirler. Hiicre ¢ekirdegine gelen, bu dizi halindeki sinyal iletimi
sonucunda biiylime, farklilasma, apoptoz gibi hiicresel cevaplarin meydana geldigi
gosterilmistir (Plotnikov ve dig. 2011, Garrington ve Johnson 1999).

Cizelge 1.2 MAPK sinyal yolagi. Garrington ve Johnson (1999) *den alinmistir.

Stres,
Farklilagma faktérlen,
Biuyume faktérlen Buyume faktorlen Stres
0 o 0 o 0
0 ooo 0 QQQ 0
"% 5° "4 A Y4
mikk | Raf-1. A-Raf, MEKK 1-3, MEKK 4, TAK1, ASK1,
B8-Raf, Mos Tpl-2 MLK3
MEK1,
MKK MEK2 MKKS MKK4, MKK7 MKK3, MKK6
ERK1, INK1, JNK2, p38a, p38P,
AR ERK2 ERKS INK3 p38y, p38s
p90™* S6 kinase, Sos MEF2C
phospholipase A2, c-Jun, ATF-2, Elk-1, p53 MAPKAP kinase, ATF-2,
EGF receptor, Elk-1, Ets1, @ DPC4, NFAT4 Elk-1, Chop, Max, MEF2C
Sap1la, c-Myc, Tal, STATS oXm

J J d

Buayume, Buayiume, Sitokin uretimi,
Farklilagma Farklilagma, apoptoz
Canlilik,
Apoptoz
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1.1.3.1.1. Erk1/2 sinyal kaskati(zinciri)

1900’1i yillarin ortalarinda Serger ve Krebs tarafindan ilk olarak tanimlanmis olan
Erk1/2 kaskati, MAPK sinyal yolagmin temsilcisi olarak nitelendirilmistir (Plotnikov ve
dig. 2011). Erkl ve Erk2, Ras-Raf-MEK-ERK sinyal transdiiksiyonu kaskatini meydana
getiren Serin-Treonin kinazlardandir. Bu kaskat, hiicre adezyonu, hiicre dongiisii, hiicrenin
hayatta kalmasi, farklilasmasi, proliferasyonu ve c¢esitli genlerin transkripsiyonunu gibi
bircok hiicresel islevlerin diizenlenmesini saglamakta ve 6zellikle beyin, kalp, iskelet kas1
ve timusda yiiksek seviyelerde olmak tizere, viicudun tiim dokularinda ifade edilmektedir
(Roskoski 2012, Plotnikov ve dig. 2011).

Hiicrenin reseptdrleri vasitasiyla gesitli bliylime faktorleri, insiilin, sitokinler ve
ozmotik stres gibi bir¢ok dis etken tarafindan aktif hale gelebilmektedir. Bu uyartilart alan
reseptorler tarafindan Oncelikle kiicik GTPaz olarak da isimlendirilen Ras’in
aktivasyonunu saglar. GTP ile aktif hale gelmis olan Ras, homodimer ve heterodimer
formlar1 olan Raf’larin fosforilasyonunu indiikler. Bu asamadan sonra Ras’lara gore daha
spesifik substratlara baglanan Raf’lar MEK1 ve MEK’’nin fosforilasyonunu ve
aktivasyonunu Kkatalizler. Cift-6zgiilligii olan MEK1 ve MEK2 ise bilinen fizyolojik
substratlarindan Erk1l ve Erk2’nin Tirozin ve Treonin fosforilasyonuna aracilik eder. Son
olarak iletilen bu sinyaller, sitoplazma igerisinde yer alan gesitli substratlar ve MAPK-
aktive protein kinaz elemanlar tarafindan ¢ekirdege ya da hiicresel organellere aktarilir.
Boylece hiicre, almis oldugu sinyale karsilik olarak cesitli genlerin transkripsiyonu ile
hiicresel bir cevap meydana getirir. Bunun sonucunda hiicrede ¢ogalma, farklilagma,
hiicresel sag kalim gibi fiziksel bir takim cevaplar meydana gelebilmektedir (Plotnikov ve
dig. 2011).

Yapilan pek cok arastirma Erkl ve Erk2’nin gelisimsel donemden itibaren
morfolojinin belirlenmesinden ndronal gelisime kadar pek ¢ok dnemli hususta rol aldigini
gostermistir. Fakat bunlarin disinda, bir onkogen ailesi iiyesi olan Ras’in ¢ok fazla fosforile
olmasi yani normalden daha fazla aktif olmasi, c¢esitli kanser olusumlarima neden
olabilmektedir. Buna ilaveten, Ras-Raf-MEK-ERK sinyal kaskatinin diizensiz ¢alismasi
beyin hasari, kalp hipertrofisi, diyabet gibi cesitli hastaliklarin meydana gelmesine de
neden olmaktadir (Roskoski, 2012).
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1.1.3.1.2. ErK5 sinyal kaskati
Erk5, MAPK sinyal yolaklar1 arasinda nispeten daha az calisilmis ve anlagilmis
olan sinyal kaskatidir. Buna karsin English ve ark.(1995), Lee ve ark. (1995) ve de Zhou

ve ark.(1995) olusan birbirinden bagimsiz ii¢ farkli grup tarafindan tanimlanmustir.

Erk5 ozellikle beyin, timus ve dalakta daha yliksek olmak iizere tiim dokularda
farkl1 diizeylerde eksprese olmaktadir Ozellikle erken embriyonik gelisim ve vaskiiler
sistemin normal gelisimi i¢in ve bunun yani sira hiicre sag kalimi i¢in baglica rol oynayan
bir yolak oldugu ifade edilmistir (Yan ve dig. 2003). Bu durum ise bilim insanlarinin

oldukga ilgisini ¢cekmis ve Erk5’ler lizerinde daha fazla caligma yapmaya yonlendirmistir.

Cesitli biiyiime faktorleri, serum, oksidatif stres ve mitojenlere yanit olarak Erk5’in
aktivasyonu meydana gelebilmektedir. Bu sinyal iletimi ise sirasiyla MEK2/3-MEK5-Erk5
seklinde gerceklesmektedir. Lad gibi adaptdr proteinler vasitasiyla birbirinin homologu
olan MEK2/MEK3iin aktivasyonu gerg¢eklesir. MEK5’in amin ucundaki Bem1p alani ise
MEK2/MEK3’lin baglanmasini saglar (Drew ve dig. 2011). Aktif hale gelen MEKS5 ise
Erk5’in aktivasyon alaninda yer alan Treonin-Glutamik asit-Tirozin motifi i¢indeki
Treonin ve Tirozinlere baglanarak fosforilasyonu gerceklesir. Daha sonra hiicre
cekirdegine sinyal aktarimi ve buna bagli olarak gerekli hiicresel cevabin meydana gelisi

gerceklesir.

Erk5, yapisal olarak diger MAPK {iyelerinden farkliliklar gostermektedir. Erk5’in
karboksil terminal ucu diger kinazlara gore ¢ok daha biiyiiktiir. Bu sayede digerlerinden

farkli olarak oto-inhibisyon 6zelligi gostermektedir (Drew ve dig. 2011).

1.1.3.1.3. JNK sinyal kaskat

c-Jun N-terminal kinazlar ya da stresle-aktive olan protein kinazlar (JNK/SAPK)
olarak da isimlendirilen sinyal yolagidir. Ug farkli gen tarafindan ifade edilen JNK’lardan
JNKI1 ve JNK2 neredeyse tiim dokularda eksprese edilirken, JNK3 beyin, kalp ve testis
gibi siirlt sayidaki dokularda eksprese edilmektedir (Bradshaw ve Dennis, 2009)

Diger MAPK sinyal yolagi elemanlarina benzer sekilde JNK’lar da birgok cevresel
faktor karsisinda aktivite gosterirler. Ozellikle 1s11-sok, radyasyon, oksidatif stres, DNA-
hasar verici ¢esitli ajanlar, sitokinler, UV ve ¢esitli biiyiime faktorleri gibi etkenler INK’y1
gicli bir sekilde aktif hale getirir (Cargnello ve Roux, 2011). Bu stres ve diger
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stimiilatorler, sinyalin CDC42 ve Racl gibi kiicik GTPazlar tarafindan MAP3K
seviyesinde aktivasyonu meydana getirir veya MAP3K’lar ve MAP4K’lar adaptor
proteinlerle etkilesim ile dogrudan aktive olabilmektedir. Meydana gelen bu aktivasyonla
MAP3K tabakasindaki kinazlarin aktivasyon bolgelerindeki Treonin ve Serin gruplarinin
fosforilasyonu vasitastyla bir ileri asama olan MAPKK (MKK4 ve MKK?7) asamasindaki
aktivasyon gerceklesmis olur. Bu kinazlar ise MAPK tabakasinda yer alan JNK1, -2 ve -
3’in  aktivasyon bolgelerindeki Treonin ve Tirozin amino asitlerinin  direk
fosforilasyonuyla uyarilmasi gergeklesir. Aktif hale gelen JNK’lar ise sitoplazmada ve
ozellikle cogunlugu cekirdekte olan bir¢ok substratini fosforile ederek sinyal iletimini
gerceklestirir. Buna bagli olarak JNK sinyal yolaginin aktivasyonu, hiicrede g¢esitli
genlerin traskripsiyon faktorlerinin diizenlenmesi ve dahasi apoptoz, immiinolojik etkiler,
noronal aktivite, insiilin sinyali ve bunun gibi bir¢ok hiicresel islevlerin gergeklesmesine
aracilik etmektedir (Plotnikov ve dig. 2011). Bu yolakta meydana gelen diizensizliklere
Alzheimer, Pankinson ve ALS gibi norodejeneratif hastaliklarda ya da diyabet,

inflamasyon ve bir¢ok kanser tiiriinde rastlanmaktadir.

1.1.3.1.4. p38 sinyal kaskati

Ik olarak 1900’lii yillarin ortalarinda eszamanli olarak ii¢ farkli grup tarafindan
daha cok stres uyaranlarina, interlokin-1, UV ve 1s1 soku gibi faktorler karsisinda aktive
olmasi ile tanimlanmis kinazlardir (Han ve dig.1994, Lee ve dig. 1994, Rouse ve dig.
1994). Daha sonradan yapilan ¢aligmalar sonucunda p38’in a, B, & ve y olmak {izere dort
farkli izoformu tanimlanmistir. Bunlardan p38a neredeyse tiim dokularda yiiksek eksprese
olurken, diger izoformlar1 ¢ok daha spesifik dokularda, 6rnegin; p38p beyin, p38y iskelet
kas1 ve p38d ise endokrin bezlerde eksprese edilmektedir (Cuadrado ve Nebreda, 2010).

Cesitli cevresel kosullar ve stres faktorleri sonucunda hiicrenin reseptoriinde
meydana gelen uyarti adaptor proteinler, kiiciik GPTaz’lar, MAP4K ve MAP3K’lar
araciligiyla aktarilir. Kaskatin MAP3K katmanindaki bir ya da birden fazla eleman
MAP2K katmanindaki ¢ogunlukla MKK3 ve MKK®6, bazi durumlarda ise MKK4’iin de
icinde bulundugu elemanlarin fosforilasyonunu ve bdylece sinyalin iletilmesini indiikler.
Bu asamada sinyal p38’in 4 izoformuna ulasir ve kaskatin MAPK katmanindaki uygun
izoform yapisiyla birleserek birkag fonksiyonel alternatif meydana getirirler. Bu yapilar ise

aktivasyon bdlgelerindeki Treonin-Glutamik asit-Tirozin alani igindeki Treonin ve
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Tirozinin fosforilasyonu sonucunda aktive olurlar. Bunun disinda p38’ler MAPKK’dan

bagimsiz bir sekilde otofosforilasyon ile aktive olabilirler.

p38 kinazlar strese karsi hiicresel cevabin olusturulmasi digsinda, immiinolojik
etkilerin, hiicresel yaslanmanin, hiicre siklusunun kontrol edilmesi ve hiicre canlilig1 dahil
olmak {iizere pek cok hiicresel aktivitenin diizenlenmesinde de rol oynamaktadir. Ozellikle
p38’ler diger MAPK’lardan farkli olarak apoptozu indiikleyerek tiimor baskilayici aktivite
gosterdigi gozlemlenmistir. Istisna vakalarda olsa da hiicre siklusunun diizenlenmesi
gorevinden dolay1 kanserin yayilmasini indiikledigi de gézlemlenmistir (Plotnikov ve dig.

2011).

1.2.Mantarlar

Canlilar aleminden biri olan funguslar, olduk¢a farkli 6zelliklere sahip bir gruptur.
Kendi iglerinde yasam dongiileri, sekilleri ve etkileri bakimindan olduk¢a ¢esitlilik
gostermektedirler. Alexopoulus ve Mims 1979’da mantarlari; “Okaryotik, spor tasiyan,
klorofilleri bulunmayan, eseyli ve eseysiz ¢ogalan, filamentli, dallanmis ya da somatik
yapilarini olusturan hiicrelerinde kitin, seliiloz ve diger cesitli kompleks karbonhidratlar

da iceren canli grubudur.” seklinde tanimlamislardir (Mehrotra ve Aneja, 1990).

Mantarlar genel hatlartyla makro ve mikrofunguslar olarak ayrilabilir.
Makromantarlar ¢iplak goz ile goriilebilen biiyiik yapili mantarlarken, mikromantarlar ise
genel olarak mikroskop ile gbzlemlenebilen kiigiik mantarlardir. Makromantarlar yiizyillar
oncesinden beri bilim insanlar1 tarafindan sekilleri dikkate alinarak siiflandirilmaya
calistlmigtir. Bilimin ve teknolojinin ilerlemesiyle beraber giiniimiizde spor yapilari,
hiicre/hif yapilari, sapka goriintiileri gibi ¢ok daha kapsamli bir 6zellik ayrimi yapilarak

siniflandirilmaktadir.

1.2.1. Pleurotus ostreatus

Cok eski zamanlardan giiniimiize dek mantarlar, rengi, gorlintiisii, kokusu ve tadi
ile insanlarin beslenmesinde 6nemli rol oynamistir. Diinya {izerinde artan insan niifusu ve
kisitlt kaynaklar, insanlarin tarim ve hayvancilikta oldugu gibi mantar kiiltiirii yapilmasina
dair ilgilerini giin gegtikge arttirmistir. Bu kapsamda diinyada en ¢ok kiiltiirii yapilan

mantar, Agaricus bisporus yani halk arasinda bilinen yaygin ismi ile “kiiltiir mantar1”dur.
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Bu mantardan sonra en ¢ok kiiltiirii yapilan mantar ise {lilkemizde istiridye, kavak ya da

kayin mantari olarak da bilinen Pleurotus ostreatus cinsi mantardir.

Pleurotus cinsi mantarlar en son verilere gore yaklasik olarak 200 farkli tiirii
tamimlanmis, diinyada dogal olarak tropikal ve subtropikal bolgelerde genel olarak
clirimiis aga¢ govdelerinde yetismektedir (Roskov ve dig. 2018), (Dogan ve dig. 2014).
Yiizlerce tiirli arasinda en ¢ok bilineni ve insanlar tarafindan en yaygin kiiltliri yapilan1 P.

ostreatus’tur (Peksen 2013).

Dogu Asya iilkelerinde ¢ok eski zamanlardan beri hastaliklarin tedavisinde
mantarlarin  medikal O6zelliklerinden faydalanilmaktadir. Son donemlerde bilim ve
teknolojinin gelismesi ile beraber ve insanlarin dogal tedavi yontemlerine karsi egilimleri
artmasi ile beraber mantarlarin medikal Ozellikleri ile ilgili caligmalar hizla artmaya
baslamistir. Bu kapsamda P.ostreatus ile ilgili hiicre kiiltiirii ¢alismalart ve canli hayvan
tizerindeki caligmalar oldukga 6nemli sonuglar verdigi gozlemlenmistir. P. ostreatus
kanser dnlemeden, kolesterol diisiirmeye kadar bir¢cok dnemli hastaligin tedavisine etkin

rol oynamaktadir (Cizelge 1.3) (Deepalakshmi ve Mirunalini 2014).

P.ostreatus, besleyici unsurlar acisindan neredeyse et ve baklagillere yakin protein
ihtiva etmektedir. Bu nedenle Avrupa’da ve bircok iilkede et yerine tliketilmektedir
(Peksen 2013). Dahasi igerigindeki aminoasitler, yetiskin bir bireyin ihtiyaci olan
aminoasit miktarin1 karsilayabilecek diizeyde oldugu belirtilmistir (Dogan ve dig. 2014).
Ayrica P.ostreatus Kalsiyum, Fosfor, Demir ve hatta C, Bi, By, D, vitaminleri icermesi
bakimindan oldukc¢a zengin bir besin kaynagidir. Bununla beraber kitin, hemiseliiloz, - ve
a- glukanlar, mananlar, ksilanlar ve galaktanlardan olusan zengin bir karbonhidrat yapisina

sahiptir.
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Cizelge 1.3 P.ostreatus’un medikal etkileri ve etken maddeleri

Farmakolojik Etki

Madde

Kaynaklar

Suda ¢6ziiniir protein

Jedinak ve dig. (2010)

Antikanser ya da Wu ve dig. (2011)
polisakkaritler De Silva ve dig. (2012)
Bokek ve Galbavy (2001)
-D Glukan (Pleuran
Antioksidan P ) ( ) Wang ve Ng (2000)
Lektin Zhang ve dig. (2012)
Mitra ve dig. (2012)
Bokek ve Galbavy (2001)
B-D Glukan (Pleuran) Li ve dig. (1994)
Antitiimor Gllkopeptldler Sarangi ve dlg (2006)
Proteoglikanlar Silva ve dig. (2012)
Devi ve dig. (2013)
Antiviral Ubikuitin-benzeri Wang ve Ng (2000)
proteinler Ei-Fakharany ve dig.(2010)
Karacsonyi ve Kuniak
B-D Glukan (Pleuran) (1994)
Antibakteriyel Mirunalini ve dig. (2012)

Vamanu ve dig. (2012)

Antidiyabetik

Spesifik olmayan

biyoaktifler

Krishna ve Usha (2009)
Ghaly ve dig. (2011)
Bindhuravi ve dig. (2013)

Anti-hiperkolesterolik

Lovastatin

Bobek ve ark. (1995)
Weng ve dig. (2010)

Goz saghg

Spesifik olmayan
biyoaktifler

Isai ve dig. (2009)

Antiartritik

B-(1,3/1,6)D-Glukan

Bauerova ve dig. (2009)
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1.2.1.1. Fungal glukanlar

Glukanlar, dogada en yaygin sekilde bulunan polisakkaritlerdir (Choromanska ve
ark. 2017). Glukanlar, birden fazla glikoz monomerinin birbirlerine glikozidik baglar ile
baglanmasi sonucu meydana gelmis olan polisakkaritlerdir. Bulundugu canliya yani
kaynaga gore molekiiler agirliklarindan bi¢imlerine ya da uzunluklarina dek birgok
farkliliklar sergilerler. Dahasi glikoz birimlerinin anomerik yapisina gore lineer ya da

dallanmig bir goriintiiye sahip olabilirler.

1.2.1.1.1. Alfa glukanlar

Alfa glukanlar, ¢ogu topuzlu mantarlarinin (basidiomycetes) ve askili mantarlarinin
(ascomycetous) hiicre duvar1 elemanlarindandir. Bir polisakkarit olan alfa glukan, hiicre
duvar matriksinin en disindaki ilk tabakayr diizensiz mikrofibrilli ve kalin yapisi ile
olusturur. Bir transmembran proteini olan alfa-glukan sentazin aktivitesiyle beraber glikoz
monomerlerinin a-glikozidik baglar ile baglanmasimi katalizler. Alfa-glukanlarin bag
yapist 1,3; 1,4; 1,6 gibi degisiklikler gosterebilmektedir. Ayrica hiicre duvarindaki miktari
beta-glukanlara kiyasla oldukga diisiiktiir (Takagi ve Kitagaki 2015).

Immiinmodulasyon, anti-inflamatuvar ya da anti-timér etkiler ile ilgili yapilan
calismalarda genel olarak B-glukanlar tizerinde yogunlagilmis olsa da a-glukanlar ile de
benzer galismalar yapilmis ve miktarlar1 az olsa da sitake ve P.ostreatus’dan izole edilen
¢oziinebilir alfa glukanlarin de benzer biyolojik etkilere sahip olduklar1 ¢esitli caligmalarda
gozlemlenebilmistir (Avni ve dig. 2017). Cesitli kimyasal yontemler kullanilarak suda
¢oziinlr ya da suda c¢oziinebilen formlart elde edilecek sekilde izolasyonu

gerceklestirilebilir.

1.2.1.1.2. Beta glukanlar

B-Glukanlar, birgok mantarin hiicre duvar1 iskeletinde bulunan Onemli
elemanlardan biridir. Glikoz monomerlerinin B-glikozidik baglar ile baglanmasi sonucu
olusurlar. 1,3/1,6 B- glukanlar ise, glukoz monomerlerinin B -1,3 baglar ile zincir
olusturmas1 ve bu zincirlere glukoz monomerlerinin B-1,6 baglantilar ile baglanarak

dallanmalar olusturmasi sonucu meydana gelmektedir (Takagi ve Kitagaki 2015).
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Beta-glukanlar bakterilerden, agaglara, tohumlardan mantarlara dek bircok canlida
bulunabilmektedir. Dahast bulundugu canliya gore zincir uzunlugu, dallanma sayisi
oldukca ¢esitlilik gostermektedir. Bulundugu canliya gore fonksiyonlar1 da degisen bu
polisakkaritlerden 6zellikle B -1,3 ve -1,6 glukanlar hiicre duvarinin mekanik olarak sertlik

ve biitiinliik kazanmasina yardimei olurlar (Takagi ve Kitagaki 2015).

Canlilar gibi canliyr olusturan hiicreler de siirekli cevreleriyle bir iletisim
halindedirler ve dis ortamdaki birgok faktorii algilayip genetik bilgisi dahilinde buna kars1
bir cevap olustururlar. Yapilan arastirmalar hiicrelerin B-glukanlar ile de etkilesim halinde
oldugunu gostermistir (Dalonso ve dig. 2015). Yaklasik 25 yil dnce bir B-glukan reseptorii
olarak komplement reseptor 3 (CR3) tamimlanmistir. Daha sonra ise dektin-1, langerin,
laktozilseramid, ¢opgii reseptorler (scavenger), CDS, CD36 gibi diger B-glukan reseptorleri
tespit edilmistir. Bu reseptorler vasitasiyla hiicrede olduk¢a onemli hiicresel aktiviteler
meydana gelmektedir. Ornegin, B-glukanlarin laktozil seramidlere baglanmasi sonucunda
hiicrede bir¢ok aktivitenin diizenlenmesinde etkin bir rol oynayan MAPK sinyal yolaginda

fosforilasyon meydana geldigi belirtilmektedir (Vetvicka ve Novak 2011)

B-(1-3), (1—4), (1—6) glukanlarin g¢esitli hastaliklarin  tedavisi igin
kullanildiginda faydali oldugu gézlemlenmesi sonucunda, giiniimiizde ilag¢ olarak ya da

bazi gidalarda ilave besin maddesi olarak kullanilmasi s6z konusu olmustur.

P.ostreatus’un meyve kismindaki misellerin duvarinda yer alan p-glukanlar
bilimsel literatiirde “pleuran” ismi ile bilinmektedir. Pleuran yapi olarak topuzlu
mantarlariin (basidiomycetes) ve askili mantarlarinin (ascomycetous) yapisinda bulunan
B-glukanlar ile benzerlik gosterir. Ancak yine depleuranin ¢oziinebilirlik 6zelligi su ve
alkali ortamda c¢oziinen B-glukanlardan agik bir sekilde farklilik gdstermektedir. Zira
pleuranin alkali ortamda ¢o6ziinmedigi Karacsonyi ve Kuniak (1994) tarafindan

belirlenmistir.

Pleuranin terapétik aktiviteleri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, Yoshioka ve dig.
(1985) oldukga yiiksek antitimor Ozelliklere sahip oldugunu; Bobek ve dig. (2001)
enflamatuvar ataklara kars1 kolon duvarinin antioksidan savunmasini artirdigini; Paulik ve
ark. Farelerde gecikmis-tip asir1 duyarliliga yaniti ve kan I6kositlerinin fagositik
aktivitelerini uyardigini gézlemlemislerdir (Majtan ve dig. 2009). Dahasi, hidrojel, toz ya
da destekleyici madde olarak bircok calismada kullanilmistir. Cizelge 1.4’de terapotik

olarak pleuranin kullanildig: farkli ¢alismalar gosterilmektedir (Andres ve Baumann 2014).
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Cizelge 1.4 Pleuranin terapdtik bilesen olarak kullanildigi bazi caligmalar

primer kiiltlirti

9°da 2 ila 200 pg/ml

oraninda artig

Uygulama Hiicre tipi / Invivo/ | Sonug Referans
hastahik In vitro
Anti Tiimor Sarkoma 180 Disi fare | 0.2 mg/kg dozda Yoshioka
kanser hiicresi %9543, 0.1 mg/kg | ve dig.
dozda %74+10 (1985)
inhibisyon orani
Immiinomodiilas- Kolitler Erkek Kolonik hasar skoru | Nosalova
yon sigan ve kolonik 1slak ve dig.
agirlikta distis (2001)
Antioksidant Kolitler Sicanlar | Kolonik hasar Bobek ve
savunma skorunda disiis dig. (2001)
Antioksidant Kolondaki Erkek ACF lezyonlarinda | Bobek ve
prekanserdz siganlar | >%50 kiigtilme Galbavy
anormal Kkript (2001)
odak (ACF)
lezyonlari
Prebiyotik Lactobacillius | in vitro Lactobacillus Synytsya
Ssp. ssp.’nin probiyotik | ve dig.
Bifidobacteriu gelisimini destekler | (2009)
m sp.
Enterococcus
faecium
Yogun egzersiz Kan hiicreleri Insan Immiin hiicrelerinin | Bobovcak
sonrasi basklilanmasini ve dig.
immiinmodiilasyon modiile etmer (2010)
Keratinosit Insan in vitro Promatriks Bobek ve
stimiilasyonu keratinosit metalloproteinaz- dig. (2001)
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2. AMAC

Her gecen giin, artan bilimsel arastirmalar ve teknolojik gelismeler insanlarin daha
iyi sartlarda yagamalarini saglayabilmelerine olanak saglamaktadir. Fakat buna ragmen
dogustan ya da bir takim g¢evresel etkiler sonucunda meydana gelen doku ya da organ
kusurlar1 insanlarin yasam Kkalitelerini etkilemektedir. Kemik defektleri, kiriklar1 ya da
rejeksiyonlart sonucunda meydana gelen doku kaybi sonucunda kisiler bir takim islevleri
yerine getirme problemleri yasayabilmektedirler. Dolayisiyla bunun igin ¢esitli tedaviler

hala gelistirilmeye devam etmektedir.

Glinimiizde o6zellikle doku miihendisligi ve rejeneratif tip alaninda yapilan
calismalar giderek artmaktadir. Bunun yam sira bu alanlarda kullanilacak olan hiicreler
hakkindaki bilgilerimizde giin gegtikce artmaktadir. Yapilan bu ¢aligmada aslinda eskiden
beri bilinen ve farkli amaglar i¢in kullanilmis dogal bir polisakkarit olan B-glukanin
biyomalzeme olarak kullanimi {izerinde durulmaktadir. Yapilan literatiir taramalarinda ilk
olarak B-glukanlarin kemik iligi olusumunu destekledigi (Lin ve dig. 2004) ve kemik
yapimini hizlandirdig: bilgilerine ulasilmistir (Martin ve dig. 2006). Farkli bir kaynakta ise
B-glukanin laktozil seramidlere baglanmasiyla MAPK sinyal yolaginin aktivasyonunu
gerceklestirdigi bulunmustur (Vaclac ve Miroslav 2011) Ancak yapilan taramalarda, -
glukanlar ile MKH’lerin arasinda olabilecek etkilesimler hakkinda herhangi bir ¢alismanin

yapilmadig1 goriilmiistiir.

Bu gerekgeler dogrultusunda yapilan bu galismada, p-glukanlarin iKi-MKH’lerin
osteojenik farklilagmasi {izerine olan etkileri ve bu etkinin MAPK sinyal yolag: tizerinden

olup olmadiginin arasgtirilmasi1 amaglanmistir.
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3. YONTEM

3.1. Polisakkarit izolasyonu

Yerel marketten 200 g’lik paketlerde satilan iki farkli markaya ait Pleurotus
ostreatus tiirii mantar alinmis ve bu mantarlar laboratuvar ortaminda distile su ile yikanip
kiiglik parcalara ayrilarak +4°C’de muhafaza edilmistir. Daha sonra bu mantarlar bir
ogiitiicii vasitasi ile ¢ok daha kii¢iik pargalara ayrilmis, 6giitilmis ve -20°C’de izolasyon

islemine dek muhafaza edilmistir.

Bu asamada Palacios ve dig. (2012)’nin tanimlamis oldugu izolasyon yontemi
temel alinmigtir. Bu metoda gore oncelikli olarak 6giitiilmiis olan 200 g’lik mantarlar cam
siselere alinmis ve tizerine 400 ml saf metanol eklenmistir. Metanol islemiyle mantarlarin
sterilizasyonu ve Ozsuyun uzaklastirilmasi hedeflenmistir. Ardindan inkiibatorde
(FINEPCR combi-SV120) 100 rpm ¢evirme hizinda, 60°C’de gece boyu birakilmistir.
Ertesi giin siseler ¢ceker ocaga alinarak oda 1sisina gelmesi beklenmis ve sonra naylon mes

(ag) yardimi ile mantar pargaciklar siiziilmiistiir.

Bu asama sonrasinda 3 basamakl1 ekstraksiyon islemine baslanmustir. ik basamak
soguk fraksiyon, ikinci basamak sicak fraksiyon ve son basamak NaOH fraksiyonu olarak
adlandirilmistir. Birinci basamaktan elde edilmis mantar parcaciklar1 ayri cam siselere
konularak tizerlerine 100ml soguk distile eklendi. Bu sekilde 25°C’de gece boyu inkiibe
edilerek ertesi giin mantar fraksiyonlar: satrijiif (Eppendorf R5801, Mannheim, Almanya)
i¢cin 50ml’lik falcon tiiplere aktarildi. Oda sicakliginda 3800g devirde 20 dakika siiresince
coziinmeyen fraksiyon c¢oktiiriildii. Santrifiij sonrast meydana gelen sivi kisitm soguk
fraksiyon sonucu elde etmis oldugumuz a-galaktan’1 barindiran kisim olarak ayrildi ve bu
kisim +4°C’de muhafaza edildi. Geriye kalan kati kisim ile ekstraksiyon islemine devam
edildi. Ekstraksiyonun ikinci basamagi olan bu asamada tekrar kati kisim cam siselere
koyuldu ve tizerlerine distile su ilave edildi. Ardindan 100°C’lik firinda gece boyu inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi siseler oda sicakligina gelmesi i¢in beklendi ve sise igerisinde
bulunan mantar fraksiyonlar: santrifiij i¢in 50 ml’lik falcon tiiplere aktarildi. Bu asamada
coktiirme islemi 20 dk boyunca 38009 devirde tiipler ¢evrilerek tekrarlandi. Sivi kisim
bagka tiiplere naylon mes ile siiziilerek aktarildi. 6000g’de 5 dk boyunca santrijiij edildi ve

stvi kisim ayrildi. a-glukan ihtiva etmesi hedeflenen bu sivi kissm +4°C’de muhafaza
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edildi. Kalan kat1 kisim {i¢iincii ve son basamakta cam siselere aktarildi ve tizerlerine 100
mL 2M NaOH ilave edildi. Ardindan 100°C’lik firinda gece boyu inkiibe edildi. Soguyan
siselerden mantar fraksiyonlar1 yine 50 ml’lik falcon tiiplere aktarildi ve yine 20 dk
boyunca 3800g devirde tiipler ¢evrildi. Ardindan sivi kisim toplandi ve 40 um’lik naylon
mes ile siiziilerek yeni bir falkon tiipe aktarildi. Daha sonra tekrar 6000 g’de 5 dk g¢evirdi.
Kati maddelerden tamamen uzaklastirilmis B-glukan igeren sivi kisim isimlendirilerek

+4°C’da muhafaza edildi.

Cizelge 3.1 P.ostreatus’dan polisakkaritlerin izole edilmesi yontemi ve basamaklari.

‘ NMantar Tozu ‘

A/Iimj

Fenolcezengin Lalan Kisun
elcstralt
5 C 24 saat
%20 TCA
Frotein HyO
%d NaCl 100°C, 24 saat
EtOH 4°C,
24 saat
Sicak Fraksivon kal'm Kisim
Aseton l %20 TCA
Protein NaOH IM
Sozul su 26] Mc-; 100°C, 24 saat
ot ale i EvOH 4°C,
ekstraksivonu
24 saat

Aseton NaOH EKalan Kisun
Fraksivon

Sicak su %620 TCA
ekstraksiyonu Protein

% NaCl
EiDH 4°C,
24 saat

Asetan

Sicak NaOH
ekstralksivonu

Polisakkaritlerin izolasyonu islemi ig¢in +4°C’de saklanan her bir ekstraksiyon sivisi
2:1 oraninda etanol ile karistirildi ve polisakkaritlerin ¢okmesi igin ekstraksiyon sivilari
+4°C’da gece boyu bekletildi. Cokelme saglandiktan sonra polisakkaritlerin dibe ¢okmesi
icin 8,000 g’de 30 dk santrifiij edildi. Ardindan mantardan gelen kontaminantlar1 igceren
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sivi kisim atilarak, dibe ¢Okmiis olan kati kisim 10 mL distile su i¢inde ¢oziindii.
Proteinlerin uzaklastirilmasi igin tzerine %40°lik trikarboksilik asit (TCA) eklendi.
Boylece son konsantrasyonu %20’lik 20 mL TCA igeren ekstraksiyon elde edilmis oldu.
Mantar ekstraktlari gece boyu oda sicakliginda bekletildi. Bu sirada ekstrakt i¢indeki
proteinler TCA ile baglanip suda ¢6ziinmeyen tuzlari olusturarak dibe ¢ékmesi saglandi.
Siire sonunda tiipler 8000g’de 30 dk santrifiij edildi ve siv1 kisimla iglemlere devam edildi.
Alinan ekstraksiyon sivilarinin iizerine %1 oraninda NaCl, ardindan ise 2:1 oraninda etanol
ilave edilerek +4°C’da gece boyu bekletildi. Polisakkaritlerin ¢oktiirme islemi sonrasinda
izole edebilmesi i¢in 8000g’de 30 dk santrifiij islemi yapildi. Sivi kisim atilarak
polisakkaritlerin oldugu kat1 kisim tizerlerine SmL saf aseton ilave edildi. Asetonun ugmasi
ile kuru bir ekstrakt elde edildi. Bu kat1 ekstrakt bir metal ¢ubuk vasitasi ile toz haline
getirilerek aseton islemi iki kez daha tekrar edildi. Son olarak kat1 mantar ekstraktlari elde
edilerek tartim isleminden (Aux120, Shimadzu, Tokyo, Japonya) sonra -20°C’da deney

yapilana dek sakland.

3.1.1. Karbonhidrat Miktarmmin Belirlenmesi

Fenol-Siilfirik asit metodu, bir ornekteki toplam karbonhidrat miktarinin
belirlenmesi igin sik¢a kullanilan ve en bilinen yontemlerden biridir (Nielsen 2009). Bu
calismada toz halindeki ekstraktlarin polisakkarit miktar1 DuBois ve dig. (1956)
tanimlamis olduklar1 prosediir kullanilarak tespit edilmistir. Bu yonteme goére her bir
ornege ait polisakkarit soliisyonundan 2mL cam test tiiplerine aktarildi. Uzerlerine 0,05
mL %80’lik fenol ilave edildi. Ardindan 5mL siilfiirik asit hizlica bu karisimin iizerine
eklenerek karistirildi. Bu reaksiyon ekzotermik oldugu igin oda isisina gelmesi igin
yaklasik 10 dk oda sicakligina bekletildi. Ardindan tiipler 25-30°C’da 10-20 dk boyunca su
banyosunda bekletildi. Siire bitiminde her bir 6rnekten 200 pL ve bes tekrarli olacak
sekilde 6rnekler 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina aktarildi. Spektrofotometrede 480 nm dalga
boyunda optik yogunluk olgiimii yapildi. Bu deneyde kontrol olarak 2mL’de 0,01-0,02-
0,03-0,001-0,002-0,003 g glikoz kullanilmaistir.

3.1.2. Glukan Miktarmin Belirlenmesi
Yapilan calismada hem alfa glukanlarin, hem de 1,3:1,6 zincir yapisindaki beta

glukanlarin miktarini tayin edebilmek i¢in B-Glucan (Yeast & Mushroom) Assay Kit
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(Megazyme, Belfast, irlanda) kullanilmistir. Test {iretici firmanin belirtmis oldugu protokol
uygulanarak gerceklestirilmis, ¢ikan sonuglar ise yine iiretici firmanin belirtmis oldugu
formiilasyon kullanilarak hesaplanmistir. Temel olarak kit sivi drneklerde ¢oziiniir glukan
ve B-glukan miktarlarini ayr1 basamaklarda miktarlarini belirlemektedir. Her basamakta kit
icerisinden ¢ikan ve polisakkaride 6zgilin enzimlerin reaksiyonu sonucunda renk degisimi
gerceklesmektedir. Spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda optik yogunluk 6lgiilerek
standarta kars1 glukan ve B-glukan miktarlar1 belirlenmistir. Fark alinarak a-glukan miktari

belirlenmistir.

3.2. Kiiltiir Kab1 Yiizeyinin Kaplanmasi

Izole edilip -20°C’da muhafaza edilen ekstrakt tozlari hiicre kiiltiirii kabii
kaplamak icin sicak su yontemi ile elde edilen mantar ekstraktlari 1:1 oraninda %3’liik
asetik asit icinde, sicak NaOH yontemi ile elde edilen mantar ekstrakti ise yine 1:1
oraninda %3’liikk asetik asit ve 20:1 oraninda DMSO i¢inde ¢ozdiiriilereck +4°C’de
calkalayici ilizerinde gece boyu bekletildi. Homojen bir karisim elde edildiginde hiicre
kiiltiirii yapilacak kabin (6, 12, 24, 96 well plate gibi) yiizeyini kaplayacak miktarda
soliisyon kaplara eklendi. Laboratuvarda gerceklestirilen onceki caligmalar g6z Oniine
alindiginda 37°C’da gece boyu inkiibasyonun kaplama islemi i¢in uygun oldugu
bilinmektedir. Kaplama miktarinin 6lglilmesi i¢in de yine “Fenol-Siilfiirik asit” deneyi

yapilmistir.

3.3. Polisakkaritlerin Hiicre Kiiltiiriine Uygunlugunun Ol¢iilmesi

3.3.1. Toksisite Deneyi

Mantardan izole edilen dogal polisakkaritlerin hiicre kiiltiiriinde kullaniminin
uygunlugunun, hiicrelerin canliligt {izerine olumsuz etkilerinin olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in laktat dehidrogenaz (LDH) testi (Roche, Mannheim, Almanya)
yapilmistir. Bunun i¢in yiizeyleri kaplanan 96 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 tizerine MKH’ler
normal besi ortami kullanilarak ekilmis ve 48 saat sonra ol¢timler yapilmistir. Kiiltiir
edilen hiicrelerin her bir 6rnegi i¢in S0uL olacak sekilde besi ortami g¢ekildi ve deneyin
yiriitiilecegi bir baska 96 kuyucuklu kiiltiir kabina aktarildi. Daha sonra her bir kuyucugun

izerine hazirlanan reaksiyon ¢ozeltisinden 50uL eklendi ve 37°C %5 CO, inkiibatérde
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20dk inkiibe edildi. Siire sonunda 50uL “stop” ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon durduruldu.
Sprektrofotometrede 490nm’de 6l¢iim yapilarak toksisite pozitif ve negatif kontrollere

gore belirlendi.

3.3.2. Canhilik Deneyi (WST-1)

Aym tiire ait iki mantardan izole edilen alfa-glukan ve beta-glukan kaplanan 96
kuyucuklu kiiltiir kaplar1 tizerine MKH’ler DMEM-F12 %10 FBS %1 Pen-Strep’den
olusan normal besi ortamina ekildi. Hiicrelerin canliliklart 2. 4. 5. ve 6. glinlerde WST-1
testi ile Olglldi. Test tiretici firmanin talimatlart dogrultusunda gerceklestirildi. Kisaca;
Olclim yapilacagi zaman kiiltiir kaplart i¢indeki besi ortami uzaklastirildi ve ardindan PBS
(Phosphate-Buffered Saline) ile kiiltiir kab1 yikandi. Ardindan her bir kuyucuga %10’luk
(10uL WST-1 reaktifi, 90uL DMEM-F12/bazal medium) 100 pL. WST-1 soliisyonu
eklendi. 37°C %5 CO, inkiibatorde 1 saat inkiibasyona birakdi. Siire sonunda
sprektrofotometrede 480nm’de Gl¢iim yapilarak canli hiicrelerin yol actigi renk degisimi

belirlendi.

Hiicre tutunma deneyi icin ayn1 yontem kullanilmistir. Kiiltiir kabina 30.000 hiicre
ekildikten sonra 24 saat boyunca ayni besi ortaminda kiiltiir edildi. Siire¢ sonunda kiiltiir
kaplar1 PBS ile ili¢ kez yikandi. Daha sonra Wst-1 ile hiicre sayilar1 belirlendi.
Kaplanmamig kiiltiir yiizeyi lizerinde biiyliyen hiicreler, kontrol olarak hesaplamada

kullanilmistir. Sonuglar kontrole gore % olarak ifade edilmistir.

3.4. iKI-MKH’lerin Kiiltiirii

Arastirmada daha Onceden karakterizasyonu yapilmis olan insan kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicreler kullanilmistir. Bu hiicreler Dulbecco's Modified Eagle
Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12) sivi besiyerine, %10 FBS (Fetal Bovine
Serum) ve %1 Penicillin-Streptomycin (10.000 U/mL) eklentilerinin ilavesi ile hazirlanmis
olan besi-ortaminda ¢ogaltildi (tim malzemeler Thermo Fisher Scientific’den alinmustir).
Hiicrelerin her iki ya da {i¢ giinde bir besi ortamlar1 yenilendi, bulunduklari kiiltiir kabinin
yaklagik olarak %70-80’ini kapladiklari zaman ise %0,25 Tripsin-EDTA ile kaldirilarak

pasajlama islemi gergeklestirildi.
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3.4.1. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Iki farkli markaya ait Pleurotus ostreatus tiirii mantarlar satin almarak daha énce de
bahsedildigi gibi li¢ basamakta ii¢ farkli temel polisakkarit elde edilecek sekilde izolasyon
islemleri gergeklestirildi. Bu ekstraksiyonlardan, soguk su ile a-galaktan; sicak su ile a-
glukan ve sicak sodyum hidroksit (kostik) ile yapilan izolasyon asamasinda ise f-glukanlar
izole edildi. Deney gruplari izole edilen a-glukan ve B-glukanlarin MKH’larin osteojenik
farklilastirmasi {izerine etkilerinin incelenmesi amaciyla Cizelge 3.2°de gosterilmis oldugu

sekilde tasarlanmustir.

Cizelge 3.2 Deney gruplari

Kiltir Besi Ortami
Osteojenik Farklilastirma Inhibisyon (p38 / MKK)
+ +
M1 + -
a-Glc
+ +
M2 + -
+ +
M1 + R
B-Glc
+ +
M2 + -
+ +
Kontrol (ylizey) + -
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3.5. iKI-MKH’lerin In-vitro Osteojenik Farklilastiriimasi

Kiiltiir kabmm 1 cm®sinde yaklasik olarak 3x10° adet hiicre olacak sekilde iKI-
MKH’lar oncelikli olarak deney gruplarinin gerektirdigi kosullar saglandiktan sonra
(ylizeylerin polisakkarit ile kaplanmasi ya da kaplanmamasi) uygun kiiltiir kaplarina ekildi.
Yaklasik olarak 1-3 giin boyunca hiicreler kiiltiir kabina yapigmalar1 ve hiicresel stresin
daha normal diizeye gelmesini beklemek admna daha o6nce bahsedilen normal kiiltiir
kosullarina kiiltiir edildi. Ardindan hiicreler ii¢ hafta boyunca, 100 nM dexamethasone,
0,05 uM ascorbate-2-phosphate, 10 mM B-glycerophosphate, %1 penisilin-streptomisin ve
%10 FBS igeren DMEM-F12 ile hazirlanmis farklilastirmay1 indiikleyici besi ortamu ile
kiiltiir edildi. 21 giin sonunda hiicrelerin farklilasmasini kontrol etmek ig¢in histolojik

boyama ve gen ekspresyon analizleri gergeklestirilmistir (Kulterer ve dig. 2007)

3.6. Hiicrelerden RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Her bir deney grubuna ait olan hiicreler, ii¢ hafta siiren osteojenik farklilagtirma
isleminden sonra PBS ile yikandiktan sonra bulunduklari kiiltiir kabindan kaldirilmis ve
santrifiij edilip siv1 kisim uzaklastirilarak izolasyon islemi yapilana dek -80°’de muhafaza
edilmistir. RNA izolasyonu yapilacagi zaman hiicreler erimesi i¢in oda sicakliginda bir
slire bekletilmis ve ardindan “High Pure RNA Isolation Kit”(Roche) ile iireticinin onerdigi
izolasyon islemi gergeklestirilmistir. Kisaca; hiicreler 200 ul PBS ilave edilerek yeniden
sispanse hale getirildi. Ardindan {izerine 400 pl Lysis/Binding Buffer ilave edildi ve
vortex yardimiyla iyi bir karigimin olugmast ve hiicrelerin sindirilmesi saglandi. Bu
asamadan sonra Ornekler bir toplama tiipliniin ig¢ine gegirilmis olan filtre tiipiin iizerine
pipet vasitasiyla aktarildi ve 8000g’de 15 s santrijiif edildi. Daha sonra her bir 6rnegin
tizerine 90ul DNasel Incubation Buffer ve 10ul DNasel enzimi ilave edilerek 15 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Bu asamadan sonra pargalanmis hiicreden ¢ikmis olan DNA’lar
da pargalanarak geriye niikleik asit olarak RNA kalmigtir. Daha sonra ortamdaki
istenmeyen organik ya da inorganik kalintilardan kurtulmak i¢in yikama soliisyonu 1 ile bir
kez ve yikama soliisyonu 2 ile iki kez yikandi. Islemler sonunda fitreli tiiplerin filtresine
takilmis olan RNA’lar1 elde edebilmek amaciyla, toplama tiipleri atilarak eppendorf
tiiplerin i¢ine filtreli tiipler gegirilir ve ardindan 30 pl Elution Buffer filtre kismin iizerine
gelecek sekilde ilave edilerek 2 dk 8000g’de santrifiij edildi. Islem sonucunda hiicrelerden
toplam RNA izolasyonu gergeklestirildi. Elde edilen oOrnekler ¢cDNA sentezi islemi
yapilana dek -80°C’da muhafaza edilir.
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Izole edilen RNA’lardan cDNA sentezini yapabilmek icin “Transcriptor High
Fidelity cDNA Synthesis Kit” (Roche) iiriinii kullanilmistir. Islemler, iiretici firmanin tarif
ettigi sekilde gercgeklestirilmistir. Her gruba ait RNA ornekleri oda sicakliginda eridikten
sonra buz tizerinde tutuldu ve her birinden 10,4ul alinarak PCR tiiplerine aktarilip
tizerlerine 1ul oligo-dT eklendi. Tipler 65°C’da 10 dk olacak sekilde PCR cihazina
(Takara, Tokyo, Japonya) vyerlestirildi. Bu asamada RNA’nin ikincil yapisinin
denatiirasyonu yapilarak ornekler hemen tekrar buz iizerine alindi. Ardindan ters
transkriptaz reaksiyon i¢in gereken diger reaktifler tarif edildigi 6l¢iilerde karistirilarak her
bir 6rnegin iizerine 8,6 pl olacak sekilde ilave edildi ve PCR cihazina yeniden yerlestirildi.
Bundan sonra ornekler 55°C’de 30 dk uzama asamasi, hemen ardindan 85°C’de 5 dk
enzimin inaktivasyonu saglandi. Son olarak tiim ornekler buz iizerine alindi ve gen

ekspreyonu analizi yapilana dek -20°C’da muhafaza edildi.

3.7. MAPK Sinyal Yolag inaktivasyonu

Hiicrelerde MAPK sinyal yolagini inhibe etmek i¢in hem p38 inhibitorii (SB
202190) hem de MKK / MEK inhibitorii (PD 98059) kullanilmistir (Tocris Cat. No.
1879/1). Bu islem i¢in kiiltiir kabina ekilmis olan MKH’larin bulundugu her bir kuyucuga
SB 202190 inhibitdriiniin 5uM ve PD98059 inhibitoriiniin ise 10uM yogunluklarinda
olacak sekilde besi ortamina eklenmesi ile gergeklestirilmistir. Kiiltiir ortami her
degistirildiginde eklenen yani besiyerlerinde ayni miktarda inhibitoér eklenerek

inaktivasyonun devamlilig1 saglandi.

3.8. Gen Ekspresyon Analizi

Mantarlardan izole edilen polisakkaritlerin MKH’larin osteojenik farklilagmalari
tizerindeki etkilerinin gen diizeyinde incelenebilmesi i¢in Real Time PCR (LightCycler-II
480, Roche, Mannheim, Almanya) yapilmigtir. Bu yontem ile osteojenik farklilagsmanin
farkli asamalarinda sentezlenen proteinlerin gen ekspresyon miktar1 kantitatif olarak tespit

edilmistir.

Real Time PCR yapilirken SYBR Green master karisimi (Jena Biotechnology,
Jena, Almanya) ve asagidaki listede yer alan osteojenik farklilasmaya ve MAPK sinyal

yolagina ait bazi genlerin primerleri (Cizelge 3.3) ile daha Onceden elde ettigimiz
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cDNA'lar karistirilarak reaksiyon kurulmustur. 96 well plate’lere kurulan reaksiyonlar 480

nm dalga boyunda okutularak ilgili genlerin ¢ogalmalari takip edilmis ve sonrasinda ¢ikan

Cp sonuglart dogrultusunda analizleri yapilmistir.

Cizelge 3.3 Gen ekspresyonu analizi i¢in kullanilan primerler ve baz dizilimleri

Primerler Acik Isimi Baz Dizilimleri (5°—3)
) _ f-ttgcagtgatttgcttttge
OPN Secreted Phosphoprotein 1(SPP1) / Osteopontin
r- gtcatggctttcgttggact
f-agaatccgaagggaaaggaa
cFos Cellular Oncogene C-Fos
r- cttctccttcagcaggttgg
f-ggatccatggtagccgggac
BMP2 Bone Morphogenetic Protein 2
r-ggatcctagcgacacccacaacc
_ ; o ) f-cccatggcaatttttgagtt
MEK1 Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1
r- ccaacctgcaaaatccactt
_ ) r ) f-cgtacctccgagagaagcac
MEK?2 Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 2
r- gtccgactgcaccgagtaat
_ ) f-atgaaggcccgaaactacct
Erkl Extracellular Signal-Regulated Kinase 1
r- ctcatccgtcgggtcatagt
f-gttggtacagggctccagaa
Erk2 Extracellular Signal-Regulated Kinase 2
r- tgtgatggggatccaagaat
— C-Jun N-Terminal Kinase 1/ Stress-Activated f-gctctccaacacccgtacat
Protein Kinase r- cattgatcactgctgcacct
_ ) o f-ggggcagatctgaacaacat
p38alpha | Mitogen-Activated Protein Kinase P38 Alpha
r- gagccagtccaaaatccaga
f-ggacgaggcaagagtttcac
Runx2 Osteoblast-Specific Transcription Factor
r-gaggcggtcagagaacaaac
f-ttctacaatgagctgcegtgtg
ActB Actin beta (housekeeping gene)

r-ggggotgttgaaggtctcaaa
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3.9. Immiinsitokimyasal ve Immiinfloresan Boyama

Polisakkaritlerin MKH’larin osteojenik farklilasmasi iizerine etkilerinin ve MAPK
sinyal yolaginin bu farklilagmada oynadig1 rolii saptayabilmek i¢in immiinositokimyasal
olarak Alizarin Red S boyamas: ve immiin floresan olarak da p38a (R&D Systems,
Minneapolis, MN, ABD), fosfo ERK (R&D Systems), ve BMP2 (Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Almanya) antikorlari, ile boyama yapilmistir. Bunun igin 6
kuyucuklu kiiltiir kablarinin iglerine cam lameller vyerlestirilmis ve her biri farkl
polisakkaritlerle kaplanmistir. Gece boyu polisakkaritler ile kaplanma islemine tabi tutulan
yiizeyler akabinde PBS ile yikanmig ve daha sonra her birine 50.000 hiicre ekilerek her bir
grup kendi besi ortami ilave edilerek 21 giinlilk osteojenik farklilastirma islemine tabi
tutulmustur. Siire sonunda cam lameller alinarak iicer defa PBS ile yikanmis ardindan
%4’liik parafolmaldehit ile oda sicakliginda 15 dakika fiske edilmistir. Ardindan fiksatif
deiyonize su ile yikanmak suretiyle uzaklastirilmis ve lameller Alizarin Red S boyasi
damlatilarak 30 dk calkalayici iginde inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda boya
deiyonize su ile yikanarak uzaklastirilmis ve kurumaya birakilmistir. Ardindan entellan ile
kapatilan lameller 1s1tk mikroskopunda (Olympus [1X2-1LL100, Tokyo, Japonya)

incelenmistir.

Immiin floresan boyama icin ise cam lameller yine PBS ile yikandi, ardindan
%4’1lik parafolrmaldehid ile 15-20 dk oda sicakliginda fiske edildi. Daha sonra fiksatif
deiyonize su ile uzaklastirildi ve yaklasik 7-10 dk TritonX uygulamasi yapilarak hiicrelerin
gecirgenligi arttirildi. Tekrar PBS ile TritonX uzaklastirildiktan sonra uygun orandaki blok
serum ile hiicreler yaklasik olarak 30 dk ftzerleri parafilm ile kapatilarak bekletildi.
Sonrasinda fazla serum alinarak osteojenik farklilastirma ve MAPK sinyal yolagi icin
belirlenmis olan belirteglerin primer antikorlar1 [p38 alpha antibody(af8691), phospo
erkl/2 antibody(af1018) (R&D Systems), BMP2/4 antibody(sc-137087)] cam lameller
tizerine damlatildi ve iizerleri parafilm ile kapatilarak +4°C’de gece boyu bekletildi. Daha
sonra primerlere uygun olarak se¢ilmis olan sekonder antikorlar iiretici firmanin talimatlar
dogrultusunda sulandirildi ve cam lameller tizerine damlatilarak oda sicakliginda, karanlik
bir ortamda bir saat inkiibe edildi. Son olarak ise lameller DAPI ihtiva eden kapatma
soliisyonu ile kapatilarak floresan mikroskopta goriintiilendi ve fotograflar ¢ekildi (DMI

4000 Microsystems, Leica, Weltzler, Isvicre).
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3.10. Istatiksel analiz

Sonuglarin istatistiksel analizleri SPSS10.0 (SPSS, Chicago, ABD) programi ile
yapilmustir. Veriler esli t-testi ve ¢oklu analizler i¢cin Newman—Keuls metodu ile test
edilmistir. Her deney en az li¢ kez tekrar edilmistir. Deney ve kontrol gruplar1 arasindaki
fark p<0,05 oldugunda anlamli ve p<0,01 oldugunda ileri derece anlamli olarak ifade

edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calisma g¢esitli kemik defektleri, rejeksiyonlart ya da dogustan olabilen
anomaliler ve kendiliginden iyilesmenin ¢ok zor ya da cok yavas oldugu kemik
hasarlarinin tedavisinde doku iskelesi olarak kullanilabilecek, kemik yapim siirecinin
kisalmasin1 saglayacak nitelikte biyouyumlu dogal bir polisakkarit arayisi sonucunda
ortaya ¢ikmistir. Bu baglamda ¢alismamizda yurdumuzda hem dogal olarak yetisen hem de
yaygin bir bi¢imde kiiltiiri yapilan, insan saglig1 lizerine olumlu bir¢ok etkisinin oldugu
bilimsel ¢alismalarla kanitlanmis olan P. ostreatus tiirii mantar, polisakkarit kaynagi
olarak kullanmilmigtir. Bu mantardan izole edilen beta-glukanin iKi-MKH’lerde MAPK
sinyal yolagmin fosforilasyonunu saglayarak osteojenik farklilasmayi destekleyecek bir
materyal olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilan c¢alismada, B-glukanlarin osteojenik farklilagsmaya yonlendirilen insan
kemik iligi kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler tizerindeki etkilerinin incelenmesi ve bu

etkinin MAPK sinyal yolagi iizerinden olup olmadiginin anlagilmasi hedeflenmektedir.

Proje boyunca kullanilan hiicreler, KOGEM hiicre arsivinde mevcut olan ve daha
onceden etik kurul onay1 alinmis, insan kemik iligi kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerdir.
Bu ¢alismada kullanilmak iizere alinmis olan etik kurul onayina dair karar numarasi: KU

GOKAEK 2016/20.3"diir.

4.1. Glukanlarin Miktar Tayini

Aragtirmamizda yerel marketten satin almis oldugumuz P. ostreatus tiirii mantardan
Palacios ve dig. (2012) kullanmis olduklari yontem ile alfa-glukan ve beta-glukan
izolasyonu gergeklestirilmistir. 200 gr tiriinden Metanol ile Fenol bakimindan zengin olan
icerik uzaklastirildiktan sonra, birinci mantarin (M1) kuru agirligi 34 g ve ikinci mantarin
(M2) kuru agirhigr ise 31 g gelmistir. Bu asamadan sonra gerceklestirilen bir dizi izolasyon
sonras1 elde edilen toz polisakkaritlerin kuru agirliklar1 hassas terazide Ol¢iilmiistiir. Bu
Olclim sonucunda c¢ikan miktarlar Cizelge 4.1’de gosterildigi gibidir. Yapilan izolasyon
sonucunda sicak su izolasyonu ile a-glukanlar, sicak NaOH izolasyonu ile ise B-glukanlar

izole edilmistir.
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Cizelge 4.1 Izolasyon ile elde edilen kuru polisakkarit miktarlari

Izolasyon Yontemi Uriin miktar
M1 0,3742
- Sicak Su (M1) J
M2) 04510 g
MD) 0,4537 g
- Sicak NaOH
M2) 0,3590 g

Izolasyon sonucunda elde edilen ekstraklarin kuru agirliklarindan ziyade bu
malzemelerdeki polisakkaritlerin miktar1 6nem arz etmektedir. Deneylerimizde kullanmis
oldugumuz glukanlar, glikozidik baglar ile bir araya gelmis glikoz monomerlerinden
olusan polisakkaritlerdir. Sonucta eger glikoz miktar1 tayin edilebilirse bir bakima buradaki
polisakkarit miktar1 tayin edilebilecektir. Bu dl¢iimii yapabilmek i¢in Fenol-Siilfiirik asit
deneyi yapilmistir. Bu yontem ile glikozidik baglar kirilmis ve sonugta ortaya ¢ikan
glikozlarin miktar1 renk yogunluguna gore spektrofotometre o6lgiimii ile kontrol olarak

glikoz kullanilmak suretiyle saptanmistir (Cizim 4.1).

Cizim 4.1 Fenol-Siilfiirik asit deneyi
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Yapilan deneylerin tamaminda kullanilan polisakkaritler 10 mL’de 1mg olacak
sekilde ¢oziiniir hale getirilmis ve tarif edildigi sekilde Fenol-Siilfiirik asit testi yapilmistir.
Bu kapsamda hazirlanan ¢ozeltinin 200uL’sindeki polisakkarit miktar1 ve 6 kuyucuklu bir
kiltiir kabina uygulanip gece boyu inkiibasyona birakildiktan sonra kiiltiir kabin ylizeyinde

bulunan polisakkarit miktarlar1 6l¢lilmiistiir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Kaplama malzemesi olarak kullanilan ¢oziinmiis glukanlarin kiiltiir kabini
kaplama miktarlar

200 pl’deki Kiiltiir kab1 yiizey
polisakkarit miktari kaplama oram (60 pl)
a-glukan (sicak su M1 0,037 ng 0,020 ng
izolasyonu M2 0,071 ng 0,041 ng
B-glukan (sicak M1 0,099 ng 0,027 ng
NaOH) izolasyonu M2 0,059 ng 0,022 pg

Yapilan bu c¢aligmada B-glukanlarin iizerinde durulmustur. Bu nedenle
kullandigimiz yontemle sicak su ile a-glukanlar, sicak NaOH ile de B-glukanlar izole
edilmistir. Safligin belirlenebilmesi i¢in B-glukan kiti kullanilmistir. Bu dogrultuda yapilan
test sonucunda izole edilen ekstraktlardaki toplam glukan, a-glukan ve B-glukan miktarlari

Cizelge 4.3.”de belirtilmis oldugu gibi bulunmustur.

Cizelge 4.3 Izolasyon sonra elde edilen polisakkaritlerdeki total a- ve B-glukan miktarlari.

Polisakkarit miktar1 (ug/10uL)
o-Glc M1 1,16
M2 3,51
B-Glc M1 58,97
M2 44,62
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4.2. Kaplama Materyali Olarak Kullanilan Glukanlarin Hiicreler Uzerindeki
Etkileri

Glukanlarin hiicreler iizerindeki etkilerinin incelenebilmesi i¢in, materyal ve metod

kisminda bahsedildigi sekilde hiicrelerin ekilecegi kiiltiir kaplarinin yiizeyleri kaplanmustir.

Boylece hiicreler ile glukanlarin birbirleri ile etkilesim kurabilmeleri saglanmistir.

Kaplama materyali olarak kullanilacak olan polisakkaritlerin kaplanabilmesi igin
gerekli kaplama siiresi optimize edilmistir. Bu agamada polisakkaritler 1 saat, 1 giin ve 3
giin inkiibe edilerek kiiltiir kaplar1 P.ostreatus’dan izole edilen glukanlarla kaplanmistir.
Bu inkiibasyon sonunda yontemlerde bahsedildigi sekilde Fenol-Siilfiirik Asit testi
gerceklestirilmis ve ¢ikan kolorimetrik 6l¢im sonuglart Cizim 4.2°de gosterildigi gibi
grafige aktarilmistir. 1 saat sonrasinda birinci mantardan izole edilmis olan B-glukanin
kaplamasinin gergeklesmedigi goriilmiistiir. M1 ve M2 kaynakli $-Glukanlarin kiiltiir kabi
yiizeyine tutunmalari i¢in en uygun inkiibasyon siiresinin 1 giin oldugu goriilmektedir.
Dolayisiyla bu calismanin geri kalan tiim deneylerinde yapilan kaplamalar 1 giin

inkiibasyona tabi tutmak kosuluyla gerceklestirilmistir.

Yiizey Kaplama Miktarlan
0,016 -

0.014 - *

0,012 -

(=]
=]
—_

B-Glc (M1)
mp-Glc (M2)

o o o
[==] [==] [==]
(=] (=] (=]
= [=)} [#a]

Absorbans degeri (OD)

e
=
(=]

-+

=

1 saat 1 gin 3 gin

Cizim 4.2 P.ostreatus’dan izole edilen glukanlar ile kaplanan kiiltiir kab1 ylizeyinin farkli
stirelerdeki kaplanma miktarinin Fenol-Siilfiirik Asit teknigi ile tespiti.
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MKH’lerin temel 6zelliklerinden bir tanesi, plastik kiiltiir kabina yapisabilmeleridir.
Kiiltiir kab1 yiizeyinin glukanlarla kaplanmasi sonrasinda MKH’lerin yine bu yiizeye de
yapisip yapismayacaklarini saptayabilmek icin tutunma testi yapilmistir. Bunun igin,
yiizeyi glukanlarla kaplanmis kiiltiir kaplar1 ile normal polistren kapl kiiltiir kaplarina
5x10° hiicre ekilmis ve 37°C’da %5 CO, igeren ortamda 24 saat inkiibe edilmistir. Siire
sonunda hiicrelerin tutunmalar1t Wst-1 testi yapilarak degerlendirilmis ve sonugta normal
polistren kapli yiizeylere ekilmis olan hiicreler kontrol olarak hesaplanmistir. Cizim 4.3’de
goriilmekte oldugu gibi hiicrelerin kaplama yapilan ylizeylere tutunabildigi

gozlemlenmektedir.

Hiicre tutunmasi

140

— —
en] (=]
< <

7}
[=]

60

40

Hiicre Tutunma Oram (%)

a-Gle (M1) a-Gle (M2) p-Gle (M1) p-Gle (M2)

Cizim 4.3 Kaplanan ylizey lizerine ekilen hiicrelerin 24 saatlik sonraki tutunma miktarlari.

Kaplama materyali olarak kullanilan glukanlarin hiicreler {izerinde toksik
etkilerinin incelenebilmesi i¢in hiicreler 48 saat sonra LDH testi yapilmistir. Bunun i¢in
polisakkarit ile kaplanmis ve de kontrol olarak PBS ile yikanmis kuyucuklarin her birine
10.000 hiicre ekilip normal kiiltiir kosullar1 altinda 48 saat inkiibe edilmistir. Cizim 4.4.’de

goriildiigii tizere kiiltir sonunda yapilan Ol¢iimde anlamli bir toksisite degeri

bulunamamustir.
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Toksisite testi
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Toksisite Orani (%)
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a-Glc (M1) a-Glc (M2) B-Glc (M1) B-Glc (M2) Kontrol

Cizim 4.4 Kiiltiir kab1 ylizeyi kaplama materyali olarak kullanilan glukanlarin, hiicreler
ekildikten 48 saat sonraki toksisite dl¢timii.

Mantardan izole edilen polisakkaritlerin hiicrelerin canliligi {izerinde negatif
etkilerinin olmadig1, hiicrelerin tutunabildikleri bir yiizey olduklar1 yapilan testler ile tespit
edilmisti. Bu gozlemler sonucunda kaplama materyali olarak kullanilacak olan nu
glukanlarin hiicre c¢ogalmasi iizerindeki etkileri bir hafta boyunca takip edilmigtir.
Yiizeyleri kaplanmis kiiltiir kaplarinin her birine 10.000 hiicre ekilmis ardindan ilk alt1 giin
hiicre sayilar1 Wst-1 testi yapilarak Olc¢lilmiistiir. Kaplanmis yilizeylere ekilmis olan
hiicrelerde 4. giine dek ¢ogalma gozlemlenirken 4. giinden sonra diisiis gézlemlenmistir
(Cizim 4.5.). Bunun nedeninin ise ¢ogalmanin artmasi ile beraber kiiltiir kabinin yiizey
alaninin ¢ok azalmasi ve kiiltiir kab1 yiizeyinde hiicrelerin tutunabilecek yerinin kalmamasi
soncu hiicrelerin kiiltiir kab1 ylizeyinden kalkmaya basladigi gézlemlenmistir. B-glukanlar
ile kaplanmis olan yiizeyde o6zellikle ikinci mantardan izole edilmis olan B-glukan ile
kaplanmis olan yiizeyde hiicre cogalmalarinin anlamli derecede yiiksek olduklari grafikte

gozlemlenebilmektedir.
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Cizim 4.5 Glukan kapli kiiltiir kab1 tizerine ekilen hiicrelerin proliferasyonu.

4.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Osteojenik Farklilasmaya Y o6nlendirilmesi

Yapilan  calismada  kullanilan  iKi-MKH’lerin  osteojenik  farklilasma
potansiyellerinin dl¢iilmesi amaciyla, hiicreler normal kiiltiir kaplarina ekilerek osteojenik
farklilastirma eklentisi ilave edilmis besi ortaminda 21 giin boyunca kiiltiir edilmistir.
Farklilagtirma siirecinin basindan sonuna kadar diizenli araliklarla hiicrelerin goriintiileri

151k mikroskobu ile alinmistir

Cizim 4.6’da goriilmekte oldugu gibi osteojenik farklilagsma siireci boyunca
hiicrelerin morfolojilerinde de cesitli degisiklikler meydana gelmistir. Heniiz farklilagtirma
ortamina yeni alinmis hiicrelerin morfolojilerinin (A), normal besi ortaminda kiiltiir edilen
hiicrelerin morfolojisi gibi yani igsi yapida oldugu gézlemlenmektedir. Siirecin 4.giinlinde
ise morfolojik degisimlerin basladigi, igsi yapidaki hiicre formunun giderek azaldig
gozlemlenmektedir (B). 14.glinde hiicrelerin kiibik bir morfoloji sergiledikleri
goriilmektedir (C). 21.giinde ise hiicre dis1 matriks birikimlerinin olusmaya basladiklar

gbzlemlenmektedir (D).
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Cizim 4.6. iKi-MKH’lerin osteojenik farkhlastirilma siirecindeki morfoloj ik
degisimler. Kimyasal uyariyla 21 giin boyunca osteojenik farklilasmaya yonlendirilen iKI-
MKH’lerin 151k mikroskobu altindaki gériintiileri. Ol¢iim ¢ubugu: 500pm

4.4 B-glukanlarm iKI-MKH’lerin Osteojenik Farklilasmasi Uzerindeki Etkileri

iKi-MKH’lerin osteojenik farklilasmasi iizerine Pleurotus ostreatus kaynakli f-
glukanlarin etkilerinin incelenebilmesi i¢in, hem yine bu mantardan izole edilen o-
glukanlar ile hem de B-glukanlar ile kiiltiir kabinin yiizeyi kaplanmigtir. Bu agamada P.
ostreatus’dan izole edilmis olan B-glukanla karsilastirilmasi i¢in pozitif kontrol olarak
Saccharomyces cerevisiae‘dan izole edilmis B-glukan ile yine kiiltiir kabinin yiizeyi
kaplanmistir. Bunlarin disinda negatif kontrol olarak kaplanmamis normal kiiltiir kabi
kullanilmistir. Bu yiizeyler iizerine ekilen hiicreler belirli bir konfluensiye ulasana dek
normal mezenkimal kok hiicreler i¢in kullanilmakta olan besi ortami kullanilmistir.
Hiicreler yeterince tutunup ¢ogaldigi gézlemlendikten sonra ise osteojenik farklilastirma

icin kimyasal eklentiler besi ortamina eklenmistir. Cizim 4.7’de farklilagtirmanin
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7.giintindeki ALP aktivite ol¢limleri gosterilmistir. Farklilagmanin indiiklendigi gruplarda
ALP aktivitesi belirgin bir sekilde artmigsken (p<0,05) farklilasmanin uyarildigi farkli

gruplar arasinda belirgin bir farkin olmadigi goriilmektedir.

Alkalen Fosfataz Aktivitesi

0,140 -

0,120 +
0,100 -
0,080 -
0,060 -
0,040 -
0,020 -
0,000 -

a-Glc (M1) a-Glc (M2) B-Glc (M1) B-Glc (M2) B-Glc (Y) Kontrol
7. Giin

Absorbans degeri

B Farklilasma Kontrolii

B Osteojenik Farklilagtirma

Cizim 4.7 Osteojenik farklilagtirmanin 7. glinlerindeki ALP aktivite 6l¢limi

ALP ol¢iimiinden yola ¢ikilarak glukanlarin osteojenik farklilastirma tizerindeki
etkileri farkli deneylerle kontrol edilmistir. Bunlardan biri olan histolojik boyama i¢in, 6
kuyucuklu kiiltiir kabina uygun biiyiiklikkteki cam lamellerin yiizeyleri mantardan izole
edilmis olan a-glukan, B-glukan ve kontrol olarak kullanilan maya kaynakli B-glukan ile
kaplanmustir. Kaplanan bu yiizeylerin iizerine iKi-MKH’lar ekilip 21 siiren osteojenik
farklilastirma islemine gerceklestirilmistir. Bu silirecin sonunda, lameller fiske edilmis ve
osteojenik  farklilagma  siirecinde meydana gelen mineralizasyon, kalsiyum
mikrokristallerini boyayan ve kolorimetrik bir sonu¢ veren Alizarin Red S boyasi ile 151k

mikroskobu altinda gézlemlenmistir (Cizim 4.8 ve 4.9).
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Cizim 4.8 o-Glukan kapl yiizeyler iizerin osteojenik farklilasma ve Alizarin Red S
boyamasi. 21 giin boyunca, P.osteoatus’dan izole edilmis olan a-Glukanlarin kaplanmis
oldugu yiizey iizerine ekilerek osteojenik farklilastirma islemi uygulanan MKH’lerin
Alizarin Red S boyamasi sonrasindaki 1tk mikroskopu ile alinmis goriintiileri. Olgek
cubugu A, B, C i¢in 500 pm; D, E ve F i¢in 200 pm.

Osteojenik farklilagsmanin belirtisi olan kalsiyum kristalleri, ¢izim 4.8’de
goriilmekte oldugu gibi Alizarin Red S ile pozitif olarak boyanmstir. iKi-MKH’ler basarili
bir sekilde osteojenik farklilasmaya yonelmislerdir. Kontrol olarak kaplanmamig, normal
kiiltiir kaplar1 tizerine ekilerek farklilagtirmaya alinan hiicreler ile P.ostreatus’dan izole
edilen a-glukanlar ile kaplanmis yiizeye ekilen hiicreler benzer oranlarda farklilasmis ve
dolayisiyla benzer boyanma sergilemislerdir. Gruplar arasinda, histolojik boyama

bakimindan agik bir fark gézlemlenmemektedir.

P.ostreatus’dan izole edilmis olan B-glukanlar ile kaplanmis yiizeye ekilen iKi-
MKH’lerde ayni1 sekilde Alizarin Red S ile boyanmistir. Sonugta Cizim 4.9’da goriildiigii
gibi ikinci mantardan izole edilen B-glukanin birinci mantardan izole edilen B-glukana ve

kontrole gore daha fazla oranda pozitif boyandigi gozlemlenmektedir.
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Cizim 4.9 B-Glukan kapli yiizeyler iizerin osteojenik farklilasma ve Alizarin Red S
boyamasi. 21 giin boyunca, P.osteoatus’dan izole edilmis olan B-Glukanlarin kaplanmig
oldugu yiizey iizerine ekilerek osteojenik farklilastirma islemi uygulanan iKi-MKH’lerin
Alizarin Red S boyamasi sonrasindaki 1stk mikroskopu ile alinmis goriintiileri. Olgek
cubugu A, B, C i¢in 500 pm; D, E ve F i¢in 200 pm.

Histolojik boyamalarda osteojenik farklilagmay1 desteleyecek bir boyama mevcut
olsa da, gruplarin birbirleri arasindaki fark agik bir sekilde gozlemlenememektedir.
MKH’lerin osteojenik farklilagmalari lizerinde B-glukanlarin etkisinin olup olmadigin
anlayabilmek igin histolojik boyama disinda osteojenik faklilasma belirte¢ genlerinin
ifadeleri incelenmistir. Bu dogrultuda, osteojenik farklilagsma ile baglantili olan OPN ve
cFos genlerinin ifadeleri 6lgiiliip kontrole gore hesaplanarak kantitatif bir sonug elde
edilmistir (Cizim 4.10).

Osteojenik farklilagtirma yapilan grupta, birinci ve ikinci mantardan izole edilen -
glukanlarla kaplanmig yiizeylerde OPN gen ifadesinin kontrole gore yaklasik olarak 35 kat
artmis oldugu gozlemlenmektedir. Birinci mantardan izole edilen a-glukan ile kapl
yiizeyde yaklagik 20 kat artis gozlemlenirken, ikinci mantardan izole edilen a-glukan kapli
yiizeye ekilerek farklilagtirmaya alinan hiicrelerde anlamli derece OPN ifadesi olmadigi
goriilmektedir. Buna karsin maya kaynakli B-glukan kaplh yiizeye ekilerek farklilastirmaya
alian hiicrelerde yaklasik 25 kat artis oldugu goriilmektedir.
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Cizim 4.10 o- ve B- glukan kapl yiizeylerde farklilastirmaya alinan hiicrelerin osteogenez
ile ilgili bir takim genlerin ifadesi (p<0,05).

Ancak cFos gen ifadesi mantardan izole edilen B-glukanlar ile kapli yiizeylere
ekilen hiicrelerde kontrolden 2-3 kat fazla olmasina ragmen, mayadan izole edilen [-
glukan ile kapli yiizeye ekilen hiicrelerde yaklasik 25 kat daha fazla oldugu
gozlemlenmektedir.

Gen ifadesi analizi disinda, kaplama materyali olarak kullanilmis olan glukanlarin
iizerine ekilen iKI-MKH’lerin osteojenik farklilasmasi iizerine etkisinin tespit edilmesi i¢in
BMP2/4 antikoru kullanilarak immiin floresan boyamasi yapilmis ve floresan mikroskop
altinda goriintiilenmistir.

44



o-Glc (M1) 0-Glc (M2)

Kontrol

B-Glc (M1) B-Glc (M2)

Cizim 4.11 Osteojenik farklilastirmaya ydnlendirilmis iKi-MKH’lerin BMP2/4 antikoru
boyamasi goriintiisii. Mavi: DAPL, kirmizi: BMP2/4 (TR). Olgiim ¢ubugu: 50um

Yapilan immiin floresan boyama sonucu incelendiginde (Cizim 4.11) birinci ve
ikinci mantardan izole edilmis olan a-glukanlarla kaplanmis ylizeye ekilerek osteojenik
farklilasmaya yonlendirilen iKI-MKH’lerde BMP2 boyamasinin kontrole gore daha fazla
oldugu gozlemlenmektedir. Ancak hem birinci hem de ikinci mantardan izole edilmis olan
B-glukanlar ile kaplanmis yiizeylere ekilerek osteojenik farklilagsmaya yonlendirilen iKi-
MKH’lerde BMP2 boyamasinin hem kontrole hem de a-glukan grubundaki hiicrelere gore

daha yiiksek oranda boyanma sergiledigi gozlemlenmektedir.

4.5.MAPK Sinyal Yolag ile Osteojenik Farkhilasma iliskisi

B-glukanlarin, hiicredeki reseptdrii olan laktozilseramidlere baglanmasi sonucunda
MAPK sinyal yolaginda fosforilasyon yani dolayisiyla aktivasyon oldugu belirtilmistir.
MAPK sinyal yolagi ise bilindigi iizere, hiicrede farklilasmadan cogalmaya, hiicre
canliliginda apoptozuna kadar pek ¢ok hiicresel aktivasyonun diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Yapmis oldugumuz bu calismada PB-glukanlarin osteojenik farklilasma
tizerine etkilerinin MAPK sinyal yolagi iizerinden olup olmadigint tespit etmek

amagclanmistir. Bu kapsamda ylizeyleri polisakkarit ile kaplt kiiltlir kabina ekilen hiicreler
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21 giinliik osteojenik farklilagmaya alinarak besi ortamina MAPK sinyal yolagindaki
p38a’y1 hedef alan inhibitorii (SB 202190) kullanilmistir. Bu siire¢ sonrasinda yontemler
kisminda ifade edildigi sekilde gerceklestirilmek {izere hiicrelerin gen ifadelerinin

seviyeleri kantitatif olarak tespit edilmistir.
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Cizim 4.12 Glukan kapl yiizerlerde 21 giin boyunca osteojenik farklilagtirmaya alinan ve
ayn1 zamanda p38a inhibisyonu yapilan iKI-MKH’lerde osteojenik farklilasma ile ilgili
olan genlerin ifadesinin analizi (p<0,05).
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Cizim 4.12 (devami) Glukan kapli ylizerlerde 21 giin boyunca osteojenik farklilagtirmaya
alman ve ayn1 zamanda p38a inhibisyonu yapilan iKi-MKH’lerde osteojenik farklilasma
ile ilgili olan genlerin ifadesinin analizi (p<0,05).

Real Time PCR analizi sonucunda ortaya ¢ikan grafige bakildiginda (Cizim 4.12)
osteojenik farklilasma ile ilgili olan OPN, cFos, BMP2 ve Runx genlerindeki ifadenin

artmis oldugu goriilmektedir.

Yiizeyleri glukanlarla kaplanan kiiltiir kabi1 iizerine ekilen hiicrelerden sadece
farklilagtirmaya alinmis olan grupta (F+ I-), dzellikle ikinci mantardan izole edilmis olan
B-glukan kapli yiizeylere ekilen hiicrelerde OPN gen ifadesinin kontrole gore yaklasik 250
kat artmis oldugu gozlemlenmektedir. Buna kiyasla birinci mantardan izole edilen f-
glukan kapl ylizeye ekilmis hiicrelerde OPN gen ifadesinin ise kontrole gore yaklasik 200
kat artmis oldugu gozlemlenmektedir (Cizim 4.12). Ayn1 deney grubunda ikinci mantardan

izole edilmis olan B-glukan kapl yiizeylere ekilen hiicrelerde cFos gen ifadesinin kontrole
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gore yaklagik 500 kat arttig1, birinci mantardan izole edilen B-glukan kapli yiizeye ekilmis
hiicrelerde ise yaklagik 400 kat arttig1 gozlemlenmektedir. Runx2 gen ifadesinin 6zellikle
ikinci mantardan izole edilen B-glukan kapl yiizeye ekilmis hiicrelerde diger yiizeylere
ekilmis hiicrelere gore anlamli derecede yiiksek oldugu ve kontrole gore yaklasik 550 kat
artmis oldugu gozlemlenmektedir. BMP2 gen ifadesi ise ikinci mantardan izole edilen -
glukan kapl ylizeye ekilmis hiicrelerde diger ylizeylere ekilmis hiicrelere gore anlamli
derecede yiiksek oldugu ve yaklasik 550 kat artmis oldugu, buna karsin birinci mantardan
izole edilen B-glukan kapli yiizeylerde kontrole gore yaklasik 150 kat artmis oldugu

gozlemlenmektedir (Cizim 4.12 devami).

Diger yandan, hem osteojenik farklilastirmanin hem de p38a inhibisyonunun
yapildigi(F+ I+) grupta yiizeyleri B-Glukan ile kapl kiiltiir kaplarina ekilen hiicrelerde gen

ifadelerinin diisiik oldugu goriilmektedir.

Bir diger grup olan, inhibitériin ilave edilmedigi normal besi ortaminda (F- 1-) B-
glukan kapli ylizeylerde kiiltiir edilen hiicrelerde de gen ifadelerinin diisiik oldugu

gozlemlenmektedir.

Yapilan bu gen ifadesi analizi, p38 inhibisyonunin osteojenik farklilasmada 6nem
arz eden bazi genlerin ifadelerinin azalmasina neden oldugunu goéz Oniine sermektedir.
Bunun yani sira, Cizim 4.13’deki gen ifadesi analiz sonuglart incelendiginde, 6zellikle
inhibitdriin kullamldigr deney grubunda (F+ i+) hem a-glukan hem B-glukan hem de
kontrol yilizeyindeki hiicrelerde MEK1, p38, ERK1 ve JNK gen ifadesinin diisiik oldugu
gozlemlenmektedir. Buna karsin ayni grupta a-glukan, B-glukan ve kontrol ylizeyindeki
hiicrelerde, birbirleri ile koordineli ¢alisgan MEK?2 ifadesinin yaklasik 1 kat ve ERK2 gen

ifadesinin yaklasik 0,5 kat artmis oldugu goézlemlenmektedir.

Osteojenik farklilastirmanin ve inhibisyonun yapilmadigi grupta (F- I-), hem o-
glukan hem B-glukan hem de kontrol yiizeyindeki hiicrelerde MEK2 ve ERK2 gen ifadesi

gbzlemlenirken diger gen ifadelerinin diisiik oldugu goriilmektedir.

Sadece osteojenik farklilastirmanin yapildigi grupta (F+ i-) ikinci mantardan izole
edilen B-glukan kapli yiizeye ekilmis hiicrelerde MEKI1, p38a, ERK1 ve JNK gen
ifadelerinin diger yiizeylere ekilmis hiicrelere gore anlamli derecede yiiksek oldugu

gozlemlenmektedir.
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Cizim 4.13 Glukan kapl yiizerlerde 21 giin boyunca osteojenik farklilastirmaya alinan ve
ayn1 zamanda p38a inhibisyonu yapilan iKi-MKH’lerde MAPK sinyal yolaginda rol alan
bazi proteinlerin gen ifadesinin analizi (p<0,05).
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Cizim 4.13 (devam) Glukan kapli yiizerlerde 21 giin boyunca osteojenik farklilastirmaya

alian ve ayn1 zamanda p38a inhibisyonu yapilan iKi-MKH’lerde MAPK sinyal yolaginda

rol alan bazi proteinlerin gen ifadesinin analizi (p<0,05).
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Gen ifadesi analizi haricinde, P.ostreatus’dan izole edilmis olan a-glukanlar ve j3-
glukanlar ile kaplanmis olan yuvarlak cam lameller iizerine ekilen iKi-MKH’ler normal
kiiltiir kosullarmda(F- I-), osteojenik farklilasmaya y&nlendirici besi ortami kosullarinda
(F+ I-) ve hem farklilastirma hem de p38 inhibitdrii eklenmis besi ortamida(F+ I+) 21 giin
boyunca kiiltiir edilmistir. Ardindan p38a antikoru ile boyanmislardir. Sonugta ortaya
¢ikan boyama, floresan mikroskop altinda Cizim 4.14 ve Cizim 4.15’de goriilmekte oldugu
gibidir.

o-Gle (M1) o-Gle (M2) Kontrol

-
._';

Cizim 4.14 Osteojenik farklilastirmaya alinan iKi-MKH’lerin IF boyama goriintiileri. a-
Glukan kapli yiizeyler iizerinde osteojenik farklilastirma yapilan(F+ I-), farklilastirma
yapilmadan normal kiiltiir kosullar1 uygulanan(F- I-) ve p38 inhibitérii (SB 202190)
eklenerek farklilastirmaya alinan(F+ 1-) iKI-MKH’lerin p38 alfa antikoru ile immiin
floresan isaretli ikincil antikor (yesil:FITC, kirmiz1:TR) kullanilarak floresan mikroskop
kullanilarak alinan gériintiileri. Cekirdek boyasi: DAPI(mavi) Ol¢iim ¢ubugu: 50um

F+1

F+1i+
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Cizim 4.14°de, p38 gen ifadesine benzer bir bigimde a-glukan (M1) ve a-glukan
(M2) kapli yiizeylerdeki hem farklilasmanin hem de inhibisyonun yapilmadig1 (F- I-)
hiicrelerde p38a boyamasi kontrole gore daha fazla oldugu goriilmektedir. Bununla beraber
Hem farklilasmanin hem de inhibisyonun (F+ I+) yapildig1 hiicrelerde ise, ¢ok diisiik bir
miktarda da olsa boyama gdzlemlenmistir. Farklilasmanin yapildigi fakat inhibisyonun
yapilmadig1 (F+ I-) hiicrelerde ise kontrol grubuna gore cok daha az boyamanm oldugu

gozlemlenmektedir.

B-Gle (M1) B-Gle (M2) Kontrol

T - -
-

Cizim 4.15 Osteojenik farklilastirmaya alnan iKI-MKH’lerin IF boyama goriintiileri. o-
Glukan kapl vyiizeyler iizerinde osteojenik farklilastirma yapilan(F+ I-), farklilastirma
yapilmadan normal kiiltiir kosullar1 uygulanan(F- I-) ve p38 inhibitérii (SB 202190)
eklenerek farklilastirmaya alinan(F+ I-) iKI-MKH’lerin p38 alfa antikoru ile immiin
floresan isaretli ikincil antikor (yesil:FITC, kirmizi:TR) kullanilarak floresan mikroskop
kullanilarak alinan goriintiileri. Cekirdek boyasi: DAPI(mavi) Ol¢iim ¢ubugu: 50pum

F+ i+
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B-glukan kapl yiizeylerde kiiltiir edilen ve sadece farklilastirilmaya (F+ i-) alinan
hiicreler kontrol grubundaki hiicrelere kiyasla ¢ok daha fazla boyandigi goriilmektedir.
Bunun yan1 sira, hem farklilastirma hem de inhibisyon yapilan (F+ i+) hiicrelerde ise gen
ifadesi sonucu ile birbirini dogrular nitelikte kontrole gére daha fazla boyanmanin oldugu
goriilmektedir. Son olarak hem farkhlastirma hem de inhibisyon yapilmayan (F- I-)
gruptaki hiicrelerde yine gen ifadeleri ile benzer sekilde B-glukan (M1)’in daha diisiik, B-
glukan (M2)’nin ise daha yiiksek boyamanin oldugu gézlemlenmektedir (Cizim 4.15).

iKI-MKH’lerin osteojenik farklilasmalar1 iizerinde PB-glukanlarm etkisini ve bu
etkinin MAPK sinyal yolagi kaynakli olup olmadigini anlayabilmek adina, MAPK sinyal
yolagindaki MKK/MEK ’lerin de inhibe edilmesi yoluna gidilmistir. Bu sayede p38 disinda
bir kaskatin da etkisini gézlemlemek miimkiin olacaktir. Bu kapsamda P.ostreatus’dan
izole edilen a-glukan ve B-glukan kapli yiizeylere iKi-MKH’ler ekilmis ve bu hiicreler
normal kiiltiir kosullarinda, farklilastirma ortaminda ve MKK / MEK inhibitoriiniin (PD
98059) de eklendigi farklilagtirma ortaminda 21 boyunca kiiltiir edilmistir. Daha sonra
fosfo ERK1/2 antikoru ile immiin floresan boyama yapilmistir. Sonugta ortaya ¢ikan
boyamalar Cizim 4.16 ve Cizim 4.17°de goriilmekte oldugu gibi floresan mikroskop ile

goriintiilenmistir.
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Cizim 4.16 Osteojenik farklilastirmaya alinan iKI-MKH’lerin IF boyama goriintiileri. o-
Glukan kapl yiizeyler iizerinde osteojenik farklilastirma yapilan(F+ i-), farklilastirma
yapilmadan normal kiiltiir kosullar1 uygulanan(F- I-) ve MKK / MEK inhibitérii (PD
98059) eklenerek farklilastirmaya alman(F+ I-) iKI-MKH’lerin fofso erk1/2 antikoru ile
immiin floresan isaretli ikincil antikor (kirmizi:TR) kullanilarak floresan mikroskop
kullanilarak alinan goriintiileri. Cekirdek boyasi: DAPI(mavi) Ol¢iim ¢cubugu: 50um

PD 98059 inhibitorii ile MAPKK diizeyindeki inhibisyondan Erk 1/2’nin
etkilenmis oldugu ¢izim 4.16 ve ¢izim 4.17°de farklilagtirmanin ile beraber inhibisyonun
yapildigi (F+ I+) hem a-glukan kapli hem B-glukan kapli hem de normal kiiltiir kabi
yiizeyine ekilmis olan hiicrelerde agik bir sekilde boyamanin olmamasi durumu ile gozler
oniine serilmektedir. Farklilastirmanin oldugu, fakat inhibisyonun olmadigi (F+ I-)
gruplarda o-glukan kapli yiizeylere ekilen hiicrelerde boyanma oldukga diisiik oldugu
goriilmektedir. B-glukan kapli yiizeylere ekilen hiicrelerde boyanma hem kontrol
grubundan hem de a-glukan kapl yiizeye ekilmis olan hiicrelerden ¢ok daha fazla oldugu

goriilmektedir. Bununla beraber ne farklilastirmanin ne de inhibisyonun yapilmadigi (F- i-)
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grupta Cizim 4.16 ve 4.17°de goriilmekte oldugu gibi boyama kontrole gére nispeten fazla,

fakat genel olarak boyamanin az oldugu gozlemlenmektedir.

B-Gle (M1) B-Gle (M2) Kontrol

: - - -
: - - -
i - - -

Cizim 4.17 P-Glukan kapl yiizeyler iizerinde osteojenik farklilastirma yapilan(F+ I-),
farklilagtirma yapilmadan normal kiiltiir kosullar1 uygulanan(F- I-) ve MKK / MEK
inhibitorii (PD 98059) eklenerek farklilastirmaya alinan(F+ i-) iKi-MKH’lerin fosfo erk1/2
antikoru ile immiin floresan isaretli ikincil antikor (kirmizi:TR) kullanilarak floresan
mikroskop kullanilarak alinan gériintiileri. Cekirdek boyasi: DAPI(mavi) Olgiim ¢ubugu:
50pum

55



5. TARTISMA

Yapilan bu ¢aligsma ile P.ostreatus’dan a- ve B-glukanlar izole edilerek bir kaplama
materyali olarak kullanilmis ve B-glukanmn iKi-MKH’lerin osteojenik farklilasmalar
tizerindeki etkisi ve MAPK sinyal yolaginin bu etkilesimdeki rolii arastirilmistr.

iKiI-MKH’ler mezoderm tabakasindan koken almis olan adiposit, kondrosit ve
osteoblastlara farklilagma 6zelligine sahip olmasi yani sira, enflamasyon bdlgesine gog
ederek oradaki immiin sistem hiicrelerini uyaran c¢esitli aktiviteler sergileme 6zelligine
sahiptir. Bu ozellikleri sayesinde gliniimiizde Alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklarda
ya da kikirdak hasar1 gibi durumlarda doku rejenerasyonunun saglanmasi ya da kemik iligi
nakilleri sonrasinda meydana gelen graft versus host hastaligina karsi1 klinik olarak tedavi
amagl kullanilmaktadir (Kim ve Cho, 2013).

Tiimor, kaza ya da herhangi bir neden dolayisiyla meydana gelen doku kayiplarini
tedavi etmek amaciyla giiniimiizde artik sadece kok hiicreler degil, bu hiicreleri
destekleyecek insan viicudu ile uyumlu bir takim malzemeler de kullanilmaktadir. Ornegin
kemik dokusunun rejenerasyonunu kuvvetlendirmek adina giiniimiizde biyoseramik tabanli
yapilar iizerinde calisilmaktadir. Ozellikle son birkag yildir Przekora’min farkli bilim
insanlartyla yapmis oldugu c¢alismalarda (2014a, 2014b, 2015, 2016a, 2016b, 2017a,
2017b) hidroksiapetit, kitosan ve biyoseramik ile beraber -glukan’da igeren yapilar ile
kemik dokusunun yenilenmesini hedefleyen ¢aligsmalar yapmislardir.

B-glukanlar, ¢ok eski zamanlardan beri immiin sistemi desteklemek, antitiinor
etkisinden faydalanmak ya da kolesterol diisiirme 6zelliginden faydalanmak iizere 6zellikle
Asyalilar tarafindan alternatif tipta ve genel olarak farmakoloji biliminde siklikla
kullanilmaktadir. Giiniimiizde bu polisakkaritlere kars1 artan ilgi ve bununla ortantili olarak
artan ¢alismalar sayesinde B-glukanlarin hiicreler ile girmis oldugu etkilesim ve buna bagl
olarak hiicrede ya da viicutta meydana gelen etkiler gézlemlenebilmistir. Yapilan literatiir
taramas1 sonucunda B-glukanlarin hiicrelerde laktozilseramidler ile baglanti kurdugu ve
bunun sonucunda MAPK sinyal yolaginda fosforilasyonu sagladig:i tespit edilmistir
(Vetvicka ve Novak 2011).

Ozellikle son yillarda artan hiicre sinyal yolaklar1 ¢aligmalar1 bizlere MAPK sinyal
yolaginin ozmatik stresten biiylime faktorlerine, sitokinlerden UV’ye dek pek ¢ok uyaran

tarafindan aktive olarak bircok hiicresel cevabin olusturulmasinda rol aldigini
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gostermektedir. Bu cevaplardan biri olan hiicre farklilasmasi {izerinde de MAPK sinyal
yolaginin rol aldig1 bilinmektedir.

Yapilan ¢alismalar, MKH’lerin hiicre kiiltiirii ortaminda osteojenik farklilastirmaya
yonlendirilmesinde kullanilan eklentilerin ve hatta ozellikle bir glikokortikoid olan
deksametazonun bir mitojen gibi davranarak MAPK sinyak yolagini aktive ettigini isaret
etmektedir (Jaiswal ve dig. 2000). Dolayisiyla MKH’lerin osteojenik farklilagmalar
tizerinde MAPK sinyal yolaginin etkisinin biiyiik oldugunu sdylenebilir.

Sonug olarak hem osteojenik farklilastirma eklentilerinin ve Ozellikle de
deksametazonun hem de -glukanin MAPK sinyal yolag: aktivasyonu iizerindeki etkisi bu
calismaya yon veren etkenlerdendir. Bu kapsamda, yapilan calismada -glukanin
MKH’larin osteojenik farklilasma iizerindeki etkisi ve bu etkinin MAPK sinyal yolagi ile
baglantis1 arastirilmistir.

Yapilan caligmada kullanilacak olan B-glukan, {ilkemizin de ic¢inde bulundugu
tliman iklimin hakim oldugu iilkelerde dogal olarak yetismekte olan P.ostreatus tiiri
mantardan Palacios ve dig. (2012) izah etmis olduklar1 izolasyon yontemi kullanilarak elde
edilmistir. izole edilen B-glukan 1,3 glikozidik baglar ile diiz baglanmus, 1,6 glikozidik
baglar ile de yan dallanmalar yapmis glikoz monomerlerine sahip bir yapidadir. Cok ¢esitli
yapilara sahip olan B-glukanlarin izole edildigi kaynaktan izolasyon yoOntemine, zincir
yapisindan zincir uzunluguna dek pek cok farkli ¢esitleri ve buna bagli olarak da farkl
etkileri s6z konusudur (Rop ve dig. 2009).

P.ostreatus’dan izole edilen a- ve B- glukanlarin tayini Megazyme firmasindan
aliman ve ticari bir liriin olan kit vasitasiyla tespit edilmis ve sonucta kontrole yakin
degerlerde bir miktarin elde edilmis oldugu yapilan analiz ile tespit edilmistir. Cizelge
4.3.’de birinci P.ostreatus’dan izole edilen B-glukanin (M1) kontrole gore ve diger
mantardan izole edilene gore bir miktar daha fazla oldugu gozlemlenmektedir. Bunun
muhtemel sebepleri mantarin kiiltiir ortamindaki yetistirilme kosullarina bagli olabilir.
Diger acidan kitten ¢ikmis olan kontrol amagli kullanilan B-glukanin maya kaynakli
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ciinkii daha dnceden bahsedildigi gibi B-glukanlar izole
edilmis olduklar1 kaynaklarin tiirlinden izolasyon yontemine dek pek c¢ok degisikliklerden
etkilenmektedirler (Rop ve dig. 2009).

MKH’ler ile B-glukanlarin arasindaki etkilesimin analiz edilebilmesi i¢in izole
edilmis olan a- ve [- glukanlar hiicre kiiltiir kabi ylizeyini kaplamak iizere
kullanilmislardir. Kaplama materyali olarak kullanilan bu polisakkaritlerin hiicre

tutunmasini desteklemis oldugu (Cizelge 4.5.) dahasi hiicrelerin iizerinde toksik bir
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etkilerinin olmadig1 analiz edilmistir (Cizelge 4.6). Bunun ardindan hiicre proliferasyonu
tizerinde Cizelge 4.7’de de gosterilmis oldugu gibi olumsuz bir etkiye neden olmadiklari
gozlemlenmektedir. 5.giinde meydana gelmis olan hiicre sayisindaki diisiisiin nedeni, 0., 2.,
ve 4., glinlerde neredeyse iki kat artmis olan hiicre sayis1 nedeniyle, kiiltiir kab1 yiizeyinin
artan hiicre sayisini karsilayamayan kapasitesi dolayisiyla hiicrelerin bulundugu yiizeyden
kalkmalarindan kaynaklanmis olmast muhtemeldir. 6. Giinde ise kiiltiir kabinda agilmig
olan yerleri ¢ogalmaya devam eden hiicrelerin kaplamasi ya da kalkan hiicrelerden
bazilarmin yeniden tutunmasi dolayisiyla toplam hiicre sayisinin artmis olmasi
muhtemeldir.

o-Glukan ve B-Glukan ile kaplanmis hiicre kiiltiir kaplar1 iizerine ekilen iKi-
MKH’ler 21 giin siiren osteojenik farklilagtirilmaya alinmis ve buna bagli olarak hiicrelerin
farklilasmalar1, ¢esitli analizlerle tespit edilmistir. Cizim 4.8’de gozlemlendigi lizere
hiicrelerde ilk 7.giinde osteojenik farklilasmanin erken belirteglerinden olan ALP aktivitesi
seviyesi artmistir. 21.glin sonunda ise Cizim 4.9°da goézlemlendigi lizere a-glukan kapli
yiizeylerde ve kaplama yapilmamis olan normal kiiltiir kab1 iizerine ekilerek osteojenik
farklilastirmaya aliman hiicrelerdeki farklilasma, Alizarin Red S boyamas1 ile 1s1k
mikroskopu vasitasiyla goriintiilenmistir. Sonu¢ta hem a-Glukan kapli yiizeylerdeki
hiicreler hem de kaplanmamis yiizeydeki hiicreler pozitif boyanmis ve dolayisiyla bu
boyama ile ekstraseliiler matriksteki kalsiyum kristallerinin varlig1 tespit edilmistir. Ayn
sekilde B-glukan kapl yiizeylere ekilen hiicreler de Alizarin Red S ile boyanmis ve Cizim
4.10°da goriilmekte oldugu gibi pozitif sonug vermistir.

a-Glukan ve B-Glukan ile kaplanmus hiicre kiiltiir kaplar1 iizerine ekilen iKI-
MKH’lerin osteojenik farklilagtirma siireci sonunda, kemik ve dis gibi dokularda
mineralize olmus matriks dokusunun diizenlenmesinde rol oynayan OPN geninin ifadesi
(Sodek ve dig. 2000) ve kemik dokusu olusumunun diizenlenmesinde rol oynayan
(McCabe ve dig. 1995) cFos’un gen ifadesi miktarlart RT-PCR ile analiz edilmistir. Cizim
4.10°da gozlemlendigi lizere 6zellikle P.ostreatus’dan izole edilen B-glukan ile kaplanan
yiizeylere ekilerek osteojenik farklilasmaya yonlendirilen hiicrelerde OPN gen ifadest,
kontrolden yaklasik 35 kat daha fazladir. Buna karsin cFos geni ifadesi kontrol olarak
kullanilan B-glukan ile kaplanmis yiizeye ekilen hiicrelerde, P.ostreatus’dan izole edilen B-
glukan ile kaplanmis yiizeye ekilen hiicrelerden yaklasik 20 kat daha fazla oldugu
gozlemlenmektedir. P.ostreatus’dan izole edilen B-glukan ile kaplanmis yiizeye ekilen
hiicrelerdeki cFos gen ifadesinin ise kontrolden yaklasik 2 kat fazla oldugu goriilmektedir.

Bunun nedeni kontrol olarak kullanilan B-glukanin maya kaynakli olmasina bagli olabilir.
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Fakat bilhassa gen ifadesi sonuglari dogrultusunda, 6zellikle B-glukan ile kapl yiizeylerin,
hi¢ kaplanmamis yiizeylere kiyasla osteojenik farklilasmay1 daha iyi destekledigi agik bir
sekilde goriilmektedir.

Ayrica yapilan immiin floresan boyama sonucu incelendiginde (Cizim 4.11) hem
birinci hem de ikinci mantardan izole edilmis olan B-glukanlar ile kaplanmis yiizeylere
ekilerek osteojenik farklilasmaya yonlendirilen iKi-MKH’lerde BMP2/4 boyamasinin hem
kontrole hem de a-glukan grubundaki hiicrelere gore daha yiiksek oranda oldugu
gozlemlenmektedir. Buna karsin, D) ve E) resminde goriilen hiicrelerin tamaminda degil,
bir kisminda boyamanin oldugu goriilmektedir. Bunun nedeninin ise, polisakkaritlerin tim
kiiltiir kabina homojen olarak dagilmamasinindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir.

Sonu¢ olarak calismanin ilk asamasim olusturan kisimda, B-glukanlarm iKi-
MKH’lerin osteojenik farklilasma kosullar1 altinda farklilasma potansiyellerini arttirdigi
gozlemlenmistir.

Lin ve dig. (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada da ifade etmis olduklar1 gibi, p38
inhibitoérii ve ERK inhibitorii osteojenik farklilagmaya dair genlerin ifadesinde diisiise
neden olmaktadir. Dolayisiyla MAPK sinyal yolaginin, hiicrelerin  osteojenik
farklilagmalari iizerinde etkisinin oldugu agiktir.

Tarafimizca yapilan bu galismada, iKi-MKH’lerin osteojenik farklilasmalar
tizerinde glukanlarin olumlu etkiye sahip oldugu sonucuna vardiktan sonra bu etkinin
MAPK sinyal yolag: ilizerinden olup olmadig: tespit edilmistir. Bunun igin MAPK sinyal
yolagindaki p38 ve MKK/MEK kaskatinin aktivasyonunu engellemek adina SB202190 ve
PD98059 inhibitorleri kullanmilmistir. p38 kaskati hiicre canliligl icin de olduk¢a onemli
oldugu i¢in, kullanilacak dozun hiicreyi apoptoza yonlendirmeyecek miktarda olmasi bu
calisma i¢in oldukca onemlidir. Bu kapsamda hiicre besi ortamindaki yogunlugu 5uM
olacak sekilde ayarlanmak kaydi ile inhibisyon yapilmistir. Nemoto ve dig. (1998) yapmis
oldugu calismaya gdre bu oran inhibitoriin %20 aktivite gostermesini saglarken %20’den
cok daha az hiicre 6liimiine neden olacaktir. Dolayisiyla bu miktar hem hiicrelerin
canliligimi koruyabilmek hem de belirli bir oranda inhibisyonu saglayabilmek i¢in bu
calismada tercih edilmistir. Ayni sekilde MKK/MEK inhibisyonu i¢in kullanilan PD98059
inhibitorii ise Lin ve dig. (2013) de yaptiklar1 calismada kullanmis olduklar1 gibi, besi
ortaminda 10uM yogunlugunda inhibitdr olacak sekilde inhibisyon yapilmistir.

o-glukan ve PB-glukan kapl vyiizeyler iizerine ekilen iKI-MKH’ler sadece
osteojenik farklilastirma eklentileri ilave edilmis besi ortam1 (F+ 1-); osteojenik

farklilagtirma eklentileri ile beraber p38 inhibitoriiniin de eklenmis oldugu besi ortami (F+
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[+) ve kontrol olarak; osteojenik farklilastirma eklentilerinin ve p38 inhibitdriin ilave
edilmedigi bazal besi ortaminda (F- i-) 21 giin boyunca kiiltiir edilmistir. Siire¢ sonunda
hiicrelerin gen ifadesi analizleri yapilmis (Cizim 4.12 ve Cizim 4.13) ve bunun yan1 sira
immiinfloresan boyama yapilarak floresan mikroskopta goriintiileri alinmistir(Cizim 4.14
ve Cizim 4.15).

Cizim 4.12°de gosterilmis olan gen ifadesi analiz sonucu incelendiginde sadece
osteojenik farklilagtirmanin yapildig1 grupta 6zellikle ikinci mantardan izole edilmis olan
B-glukan ile kaplanmis yiizeye ekilen hiicrelerde kontrole ile kiyaslandiginda OPN gen
ifadesinin 252,5+7,6 kat, cFos gen ifadesinin 479,4+23,9 kat artmis oldugu goriilmektedir.
Diger yandan birinci mantardan izole edilmis olan B-glukan kapli ylizeylere ekilmis olan
hiicrelerde kontrole gére OPN gen ifadesinin 188,8+7,5 kat, cFos gen ifadesinin
400,3£16,0 kat artmis oldugu goriilmektedir. Fakat a-glukan kapli yiizeylere ekilmis
hiicrelerdeki hem OPN hem de cFos gen ifadelerinin, kontrolden anlamli bir farki olmadig:
goriilmektedir.

Bir biiylime faktorii olan BMP2 (kemik morfogenetik protein), alkalen fosfataz
aktivitesini indiikkleyeren osteojenik farklilasma belirteglerinden birisidir (Legard ve
Schluter 2010). Dahas1 giiniimiizde rekombinant insan BMP2 2002, 2004, 2007 yillarinda
FDA tarafindan spinal fiizyon, acik tibia kiriklari ya da oyuk dislerin tedavisinin
yapilmasinda klinik olarak uygulanabilirligi konusunda onay verilmistir (Schmidt-Bleek ve
dig. 2016). Diger yandan Runx2 ise farklilagsma siireci boyunca osteoblasta spesifik biitiin
genlerin (osteokalsin, tipl kollajen a3, kemik siyaloprotein, alkalen fosfataz, osteopontin ve
kollajenaz III) promotor bdlgelerine baglanarak bunlarin gen ifadelerini kontrol eden temel
diizenleyici 6zelligine sahip osteo-spesifik bir transkripsiyon faktoriidiir (Scheurer 2013).
Osteojenik farklilagmada olduk¢a 6nemli olan bu iki genin ifadelerine de bakildiginda;
sadece farklilastirma yapilan (F+ I-) grupta, ézellikle ikinci mantardan izole edilmis olan
B-glukan ile kaplanmig yiizeye ekilen hiicrelerde kontrole ile kiyaslandiginda Runx2 gen
ifadesinin 552,64+22,1 kat, BMP2 geninin ise 504,9+20,1 kat artmis oldugu goriilmektedir
(Cizim 4.12 devam). Bunun yani sira birinci mantardan izole edilmis olan B-glukan kaph
yiizeylere ekilmis olan hiicrelerde kontrole gére BMP2 geninin 161,5+4,8 kat, Runx2’nin
ise 38,8+1,2 kat artmis oldugu goriilmektedir.

Farklilagtirma ve inhibisyonun yapilmadigi grupta (F- I-) ve hem farklilastirmanin
hem de inhibisyonun yapildiga grupta (F+ I+) tiim yiizey tiplerine ekilen hiicrelerdeki
OPN, cFos, Runx2 ve BMP2 gen ifadelerinin kontrol ile anlamli farkli olmadig

gorilmektedir. Dolayisiyla yapilan bu gen ifadesi analizi sonucunda p38 inhibisyonunun
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farklilagtirma eklentisi olsa dahi hiicrelerin osteojenik farklilasmaya yonlenemedigini
ortaya cikmistir. Carballo ve dig. (2016) yapmis olduklar1 ¢alismada, p38 MAPK’in
osteojenik farklilasmanin farkli evrelerinde kritik rol oynadiklarini ve in-vivo p38
delesyonunun osteoblast farklilasmasini engelledigini ifade etmislerdir.

Yapilan gen ifadesi analizi sonucunda osteojenik farklilagtirma ortaminda, -
glukanlarin iKI-MKH’lerin osteojenik farklilagsmalarin1 arttiric1 bir etkisi oldugu ortaya
koyulmustur. Ancak p38 inhibisyonu varliginda gerceklestirilen farklilastirma isleminde
hiicreler p-glukan kapli ylizeylere ekilmis olsalar dahi farklilasmaya gidemedigi
gozlemlenmektedir. Bu dogrultuda p38’in, MKH’lerin farklilagmasinda 6nemli bir etken
oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Yapilan ¢aligmada p38 inhibisyonu sonucunda MAPK sinyal yolaginda yer alan
proteinlerin gen ifadeleri de analiz edilmis ve analiz sonuglari Cizelge 4.13’de
gosterilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda hiicre canliligindan apoptozuna ve
farklilasmasindan ¢ogalmasina birgok hiicresel cevabin olugmasinda rol alan MAPK sinyal
yolagi elemanlarinin p38 inhibisyonundan nasil etkilendigi gézlemlenmistir. Her ne kadar
p38’in inhibisyonu hedef alinmis olsa da MAPK sinyal yolaginda yer alan diger
proteinlerin de ifadelerinde azalma oldugu gozlemlenmistir. Cizelge 4.13’de gosterilmekte
olan grafikten anlasilacag: gibi sadece farklilastirma islemi (F+ I-) yapilan grupta ikinci
mantardan izole edilmis olan B-glukan (M2) kapl yilizeylere ekilmis hiicrelerde MEK1
ifadesinin kontrole gore 4255,2+170,2 kat, p38a ifadesinin ise 528,2+19,5 kat, artmis
oldugu fakat MEK2 ifadesinin kontrolden anlamli derece farki olmadig
gozlemlenmektedir (p<0,05). Birinci mantardan izole edilmis olan P-glukan kaph
yiizeylere ekilen hiicrelerde ise MEKI1 ifadesi kontrolden 133,4+5,3 kat, p38a ifadesi
217,5+8,7 kat fazla iken, MEK2 ifadesi kontrolden 6,45+0,2 kat daha fazla artmis oldugu
gdzlemlenmektedir. Farklilastirma eklentisinin ve inhibitoriin eklenmedigi grupta (F- I-) ve
hem farklilastirma eklentisinin hem de inhibitériin bulundugu grupta (F+ I+) tiim yiizeylere
ekilmis hiicrelerde MEK1 gen ifadesi ve p38a ifadesi kontrole gére anlamli bir ifade
tasimamaktadir.

Osteojenik farklilagtirmanin  yapildigi grupta MEKI1 ile MEK2’nin gen
ifadelerinin birbirinden farkli oldugu ve MEK1 ifadesinin MEK2’den anlamli derece fazla
oldugu gozlemlenmektedir (Cizim 4.13). Bunun ise karakterize edilmis cesitli iskele
proteinlerinin ~ 6zellikle MEK1’e baglanip onu aktive ederken MEK2’ye
baglanmamalarindan kaynaklandigi diistiniilmektedir (Bélanger ve dig. 2003), ( Kolch,
2005), (Yin ve dig. 2004).
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Gen ifadesi analizi incelendiginde sadece farklilastirmanin yapildig1 grupta (F+ I-)
Ozellikle ikinci mantardan izole edilmis olan B-glukan ile kaplanmig yiizeye ekilen
hiicrelerde ERK1’in 63,5+2,5 kat ve Jnk’'nin da 51,942,1 kat artmis oldugu
gozlemlenmektedir. Buna karsin ERK?2 ifadesi digerlerinden daha diisiiktiir. Diger yandan
birinci mantardan izole edilen B-glukan ile kapli yiizeylere ekilen hiicrelerde anlamli
derece ERK1 ve Jnk gen ifadesi gozlemlenmezken, ERK?2 ifadesi anlamli derece yiiksektir.

MAPK sinyal yolagina dair yapilan gen ifadesi analizi incelendiginde, MAPKK
diizeyindeki MEK ifadesinin MAPK diizeyindeki ERK1/2 ye gore oldukca yiiksek oldugu
gozlemlenmektedir. Bu, ERK1 ve 2’nin Serin Treonin aktivasyon bdolgelerinin her ikisine
de baglanma gerceklestiginde aktive olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica, Cesar ve
dig. (2007) yapmis oldugu calismada ortaya koyduklar1 bilgiye gore p38a’nin izoformu
olan Mxi2, p38 MAPK’lardan ziyade ERK1/2 MAPK ’lara baglanmaktadir. Bu dogrultuda,
p38a’da yapilan inhibisyon, izoformu olan Mxi2’nin inhibisyonuna ve dolayisiyla
ERK1/2’nin daha diisiik diizeyde aktivasyonuna ve buna bagli olarak daha diisiik gen
ifadesinin ortaya ¢ikmasina neden olmus olabilir.

Osteojenik farklilastirmanin ve p38a inhibisyonunun yapilmadig: (F- I-) grupta,
tim yiizey tilirlerine ekilen hiicrelerde ERK1 ve Jnk gen ifadelerinin birbirlerine genel
olarak yakin oldugu gézlemlenmektedir. ERK2 gen ifadesinin ise kontrole gore daha diisiik
oldugu gozlemlenmektedir.

Hem osteojenik farklilastirmanin hem de p38a inhibisyonunun yapildig: grupta ise,
tim yiizey c¢esitlerine ekilmis hiicrelerde ERKI1 ve Jnk gen ifadesinin diisiik oldugu
gozlemlenmektedir. Ancak ERK2 gen ifadesinin B-glukan kapl yiizeylere ekilmis
hiicrelerde kontrolden yaklagik iki kat fazla oldugu gézlemlenmektedir. Bunun nedeninin
gen ifadesi analizi goz Onilinde bulunduruldugunda, MEK2 varligina baglantili olarak
hiicrede ERK2 gen ifadesinin meydana gelmis olabilecegi diisliniilmektedir.

MAPK sinyal yolagi iiyelerinden olan p38a’nin hiicrede bulundugu konum
hakkinda belirsizlikler s6z konusudur. Raingeaud ve ark. (1995) yapmis olduklari
caligmada, herhangi bir strese ya da uyarana maruz birakilmayan hiicrelerde p38a’y1 hem
sitoplazmada hem de ¢ekirdekte; UV ile uyarilan hiicrelerde ise sitoplazmada lokalize
oldugunu, aktive olan p38a’nin ise periniikleer bolge yakinlarina dogru hareket ettiklerini
gozlemlemislerdir. Diger yandan bazi kaynaklarda ise c¢evresel bir uyarana maruz
birakilmayan hiicrelerde de hem sitoplazmada hem de niikleusta p38a’nin varligindan sz

edilmektedir (Roux ve Blenis 2004).
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Yapilan bu c¢alismada o- ve B-glukan kapl yiizeyler {izerine ekilerek sadece
osteojenik farklilastirmaya alman (F+ I-), hem farklilastirmaya alinip hem de p38a
inhibisyonu yapilan (F+ I+) ve ne farklilastirmaya ne de inhibisyona ugratilan (F- I-) iKi-
MKH’lerdeki p38a varli§i, antikor boyamasit yapilarak floresan mikroskopta
goriintiilenmigstir. Cizim 4.14’de herhangi bir kaplama ve de osteojenik farklilagtirma
eklentileri gibi bir mitojene maruz birakilmamis olan yani kontrol olarak kullanilan (F- i-)
hiicrelerde p38a boyamasi neredeyse hi¢ yoktur. Oysaki a-glukan kapli ylizeylerdeki
hiicrelerde farklilasma ve inhibisyon yapilmamasma ragmen, cekirdek etrafinda ve
sitoplazmada p38a boyamasinin oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla bu durum, hiicrelerin
a-glukanlarla etkilesime girdigini ve dolayisiyla hiicresel bir tepki olarak p38a’da bir
artisin meydana geldigini disiindiirmektedir. Hem farklilagtirmanin hem de p38
inhibisyonun (F+ i+) yapildig1 grupta kontrol grubundaki hiicrelerde de a-glukan kapli
yiizeylere ekilen hiicrelerde de inhibisyon olmasina karsin digiik bir miktarda p38a
boyamasinin varhigi goriilmektedir. Bu durum ise kullanilan inhibitériin neredeyse %20’lik
etki saglayabilecegi diisiik yogunluktaki bir dozda kullanilmasindan kaynaklaniyor olabilir.
Sadece farklilastirmanin uygulandigi grupta (F+ I-) ise a-glukan kapl yiizlerde kiiltiire
edilen hiicrelerdeki p38a boyamasinin kontrole gore daha diigiik oldugu goriilmektedir. Bu
durum, p38’in dort izoformu olmasi dolayisiyla a-glukanlarin belki de p38a iizerinden
hiicrede bir sinyal akisina neden olmadig diisiincesini akillara getirebilir.

Oysaki Cizim 4.15°de de goriilecegi gibi a-glukanlara gore iKi-MKH’lerin -
glukanlar ile etkilesimleri olduk¢a farklidir. Hem farklilastirmanin hem de inhibisyonun
yapildig1 grupta (F+ I+) her iki tiir B-glukan kapl yiizeylere ekilmis olan hiicrelerdeki
boyamanin kontrolden anlamli derecede yiiksek olmadigr gozlemlenmektedir. Diger
yandan sadece farklilastirmanimn yapildig1 (F+ i-) grupta p-glukan kapli yiizeyler iizerine
ekilmis olan hiicrelerdeki hem sitoplazmada hem de cekirdek etrafinda p38a boyamasinin
kontrole gore olduk¢a yogun oldugu goriilmektedir. Gen ifadesi analizinde p38a’nin
kontrole goére anlamli derece yiiksek oldugu Cizim 4.13’de de gozlemlenmektedir.
Farklilasgtirmanin ve inhibisyonun yapilmadigi grupta ise (F- I-) hem B-glukan kapl
yiizeylerde hem de kontrolde anlamli bir p38a boyamasinin olmadig1 ve gen ifadesi analizi
ile orantil1 bir sonug ortaya ¢iktig1 gozlemlenmektedir.

Yapilan bu calismada, osteojenik farklilastirmaya yonlendirilen iKI-MKH’ler
tizerinde B-glukanlarin etkisinin MAPK sinyal yolag: {izerinden olup olmadig1 anlasiimasi

adima p38a inhibisyonu haricinde MKK/MEK inhibisyonu da yapilmistir. 21 boyunca
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farkl sartlar altinda kiiltiir edilen hiicreler fosfo erk1/2 antikor boyamasi yapilarak floresan
mikroskopta gorilintiilenmis ve bu goriintiiler Cizim 4.16 ve Cizim 4.17°de sergilenmistir.
Sadece farklilastirmaya alinarak (F+ I-) a-glukan kapli yiizeylere ekilmis olan
hiicrelerdeki fosforile olmus erk1/2’nin hem kontrol hiicrelerindeki boyamaya gore anlamli
derecede daha yogun boyanmis oldugu goriilmektedir (Cizim 4.16). Hem farklilasmanin
hem inhibisyonun yapildigi (F+ i+) grupta tiim yiizey tiirlerine ekilen hiicrelerde benzer
derece diisilk miktarda boyama gozlemlenmektedir. Buna karsin farklilagmanin ve
inhibisyonun yapilmadig: (F- I-) grupta a-glukan kapl yiizeylere ekilmis olan hiicrelerde
fosforile olmus ERK1/2 boyamasinin kontrole gére daha fazla oldugu gozlemlenmektedir.
Cizim 4.17°de gosterilmis oldugu gibi farklilagtirma ve inhibisyon uygulanmayan
(F- I-) grupta kontrol grubuna ekilen hiicrelerde boyama neredeyse hi¢ gozlemlenemezken,
B-glukan kapl yiizeyler lizerine ekilen hiicrelerde 6zellikle sitoplazmadan ¢ekirdege dogru
yogunluklar1 artan bir bicimde ERKI1/2 boyamasinin oldugu goriilmektedir. Aslinda
oldukea spesifik ve giiclii bir MEK etkilesimi sonrasinda fosforile olabilen Erk1/2 nin,
MEK inhibisyonuna ragmen bu derece varlik sergilemesinin nedeni anlasilamamistir.
Bunun i¢in MAPK hiicre yolaginin daha kapsamli bir sekilde incelendigi ¢alismanin
yapilmasi bu durumu aydinlatabilir. Bunun haricinde sadece farklilastirmanin yapildig
grupta (F+ I-) kontrol grubundaki hiicrelere gére PB-glukan kapli yiizeylere ekilen
hiicrelerde anlamli derecede yiiksek ERK1/2 boyamasinin oldugu ve bunun da gen ifadesi
analizi ile birbirleri ile paralel sonuglar verdigi gozlemlenmektedir. Bu durum ise, -
glukanlarin ERK1/2 ve dolayisiyla Raf-MEK-ERK sinyal kaskatinin aktivitesini

arttirdigin1 gostermektedir.

5.1.Simirhhiklar

Yapilan ¢alismada elde edilmis olan verilere gore ti¢ boyutlu bir biyometaryal
olarak kullanilmasi 6nerilen B-glukanin, etkilerinin daha iyi gozlemlenebilmesi adina, in
vivo deneyinin yapilmasi daha uygun olacaktir. Zira viicut iginde B-glukanlarin immiin
sistem hiicrelerini uyarip uyarmayacagi ve bdyle iicboyutlu bir yapiya karsi viicudun nasil
bir tepki verecegi bilinmemektedir. Calismada zamanin kisitli olmasindan dolay1 sadece in

vitro deneyler yapilabilmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada yapilan deney ve analizler sonucunda B-glukanlarin hem normal
kiltiir kab1 yiizeylerine hem de a-glukan kapli yiizeylere gore, osteojenik farklilagtirma
kosullar1 altinda iKI-MKH’lerin farklilasmalarin1 daha iyi destekleyecek nitelikte oldugu
gerek osteojenik farklilasmada rol alan gen ifadelerindeki ve gerekse ALP aktivitesindeki
artis ortaya koyulmustur. Ancak B-glukanlarin da, tek basina herhangi bir osteojenik
farklilastirma  eklentisinin  bulunmadigi  bir ortamda iKi-MKH’lerin osteojenik
farklilagsmasi tizerinde ciddi bir etkisinin olmadig1 da agiktir.

Yapilan ¢alismanin bir diger kisminda ise hiicrelerin osteojenik farklilagsmaya dogru
yonlenirken MAPK sinyal yolagmin etkisi ve B-glukanin iligkisi ortaya koyulmustur. p-
glukan kapli yiizeylere ekilerek osteojenik farklilasmaya yonlendirilen hiicrelerde MAPK
sinyal yolagina ait olan proteinlerdeki gen ifadesinin diger yiizeylere ekilen hiicrelere gore
daha yiiksek ifade oldugu ortaya koyulmustur. p38a ve MKK/ERK inhibisyonlari
yapildiginda ise hem osteojenik farklilasmaya dair 6nem arz eden faktorlerin ifadesinde
hem de MAPK sinyal yolaginda rol olan proteinlerin ifadesinde diisiis oldugu gen ifadesi
analizleri ile ispatlanmustir.

Sonug¢ olarak, B-glukanlarin osteojenik farklilagtirmayr destekleyici bir rol
oynadigi ve bu etkisini MAPK sinyal yolagi {tzerinden gerceklestirdigi ortaya
koyulmustur.

Glinlimiizde li¢ boyutlu yazicilarda defekt olmus kemik dokusunu tamamlayacak
bir yapr iskelesi tasarlanarak, kemik dokusunun biitiinliigiin saglanmasi amaciyla eksikligin
oldugu bdyleye transplantasyonu yapilmaktadir. Yapilan bu c¢alismadan yola ¢ikarak,
cesitli nedenlerden dolayr defekte ugramis kemik dokusunda 6zellikle rejenerasyonunu
saglayabilmek ve eksikligin oldugu bdlgede mekanik destek saglayabilmek amaciyla iKI-
MKH’lerle zenginlestirilmis B-glukan tabanl ti¢ boyutlu bir yap iskelesi olusturulabilir.
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TEDAVILERI ARASTIRMA VE UYGULAMA MERKEZI (KOGEM)
KURUMSAL (BAP V.B.)
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EKLER

Ek 1. insan kemik iligi kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerinin kullanim icin etik

kurul onay belgesi

Karar No: KU GOKAEK 2016 /20-1 | Proje No: 2016/309 |Tarih 39/ |/ 2016
Yrd. Dog. Dr. Gékhan DURUKSU sorumlulugunda yapilan ve yukarida bilgileri verilen arastirma
basvuru dosyasi ve ilgili belgeler, arastirmanin gerekgesi, amaci, yaklasim ve yéntemleri, goniilliiler
icin beklenen yarar ve riskler dikkate alinarak degerlendirilmis ve arastirmanin ilgili protokol
Karar Bilgileri dogrultusunda belirtilen merkezlerde yiiriitiilmesi etik acidan,
@ygun bulunmustur.
[ eksikliklerin tamamlanmasi kosulu ile uygun bulunmustur.*
D Uygun bulunmamistir.*
Hasta Haklari Yonetmeligi (01.08.1998/23420); Biyoloji ve Tibbin Uygulanmasi Bakimindan insan
Haklari ve insan Haysiyetinin Korunmasi Sézlesmesi: insan Haklari ve Biyotip Sozlesmesinin Uygun
Bulunduguna Dair Kanun (09.12.2003/25311); Biyotip Arastirmalarina iliskin insan Haklari ve Biyotip
Divanaldan Sézlesmesine Ek Protokoliin Onaylanmasinin Uygun Bulunduguna Dair Kanun (29.03.2011/27899);
Y ilag ve Biyolojik Uriinlerin Klinik Arastirmalari Hakkinda Yonetmelik (13.04.2013/28617); Tibbi Cihaz
Klinik Arastirmalari Yonetmeligi (06.09.2014/29111); Diinya Tip Birligi Helsinki Bildirgesi; lyi Klinik
Uygulamalari Kilavuzu; Tiirk Tabipleri Birligi Hekimlik Meslek Etigi Kurallari; Tiirk Tabipleri Birligi
Arastirma Etigi Bildirgesi
Etik Kurul Oyeleri
- Arastirma | Toplantida
Unvani/Adi/Soyadi Uzmanlik Alani Kurumu Cinsiyet ile iliski o Irpzfg o
Prof. Dr. Kadir Babaoglu | Cocuk Saglhgi ve Kocaeli Universitesi E K E H E H
Bagkan Hastaliklari Tip Fakiiltesi X | OO|lag|Og|g L.
Prof. Dr. i. Erdem Okay GanalCatrati Kocaeli Universitesi E K E H E H %
Uye Tip Fakiiltesi X OO|lg|{g|g =
Dog. Dr. Canan Baydemir Bivoistatistik Kocaeli Universitesi E K E H E H
Uye v Tip Fakiiltesi OIXx(OO|O|O W
Dog. Dr. Selcen Gogmez Farakaicii Kocaeli Universitesi E K E H E I%
Oye ’ Tip Fakilltesi O|IxX(O(0O0|0O W/
ng"dzg d?j"e'“ s g‘:;”s"a‘g’: ;’5:“ Kocaeli Universitesi E| K| E|H|E|H
Uye Hastaliklari Tipkakiftesi 0/x 000X (gk“od)
Dog. Dr. Haluk Emre Ozel | Restoratif Dis Kocaeli Universitesi E K E H E H Jate
Uye Tedavisi Dis HekimligiFakitesi | X | (0 | 0 | O | O | O
Dog. Dr. Yusufhan Yazir Histoloji ve Kocaeli Universitesi E K E H E H '/
; Uye Embriyoloji Tip Fakiiltesi XOgg|gl|o 3
‘ Yrd. Dog. Dr. Aslihan N ¥
@ Kocaeli Universitesi E K 3 H E H
[ Akpinar Tip Tarihi ve Etik esuad “C 4/1 il
J Raportdr Tip Fakdiltesi OxX|O|0O|0O [£] q o %
’ Zrdl.dDoc_. Dy Cevia Bivokimya Kocaeli Universitesi E K H E H /]
‘ relcemie Uye 1y v Tip Fakdltesi O X D O D O

* Gerekge ve oneriler:

KU Girigimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu Onay Formu
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Tez Denetleme Listesi

[ ] Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasina danisman adi yazilmamalidir).

[] Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazildi.

[ ] Tez kapag sirt kismma kilavuzda belirtilen ¢izimde (yazmin yéniine dikkat!) ad,
program,y1l yazildi.

[ ] Onay sayfas1 uygun ¢izimde hazirlandi (kazanilan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya

da DOKTORA olmalidir) imzalatild1 (Enstitii Miidiirii’niin imzas1 da gereklidir, imzalarin

ayni renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).

[] Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siraland.

[ ]On sayfalara i, i1, ii1 seklinde Roma rakamlar1 konuldu.
[] Sayfa numaralar1 kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
[] Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

[ ] Ana metin yaz1 boyutu 12 olacak bicimde basild.

[_] Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde basildi.

[] Ana metin satir arahig1 1.5 olacak sekilde yazildi.

[ ] Kaynaklar abecesel siralamaya gore yazildi.

[ ] Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarma uyuldu.

[_] Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.

./ ...12018
Dr. Ogr. Uyesi Gokhan DURUKSU

Imza
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