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1-GIRIS

Polisakkaritlerin immunomodulatér olarak olduk¢a uzun bir
gecmigleri vardir. Bir ¢cok Ulkede kanser tedavisinde immun sistemi stimule
etmek icin kullaniimakta olan bu molekuller ¢calismalarin odagdi olmuslardir.
immunomodulatér ajanlar, viicut savunmasinda gérev alan makrofajlarin, T
ve B lenfositlerinin, I6kositlerin ve dogal oldurict (NK) hucrelerin
fonksiyonel aktivitelerini, sayilarini ve birbirleriyle etkilesimlerini  bu
hiucrelerin ortama salgiladi§gi hormon benzeri etki gosteren sitokinlerin
miktarini ve cgesitliligini degistirerek duzenlerler. Bu nedenle bu ajanlar ¢ok
cesitli  bakteriyel, viral, fungal, parazitik enfeksiyonlar ve neoplastik
durumlara karsi vucut savunmasini non-spesifik olarak

artirmaktadirlar.'-®"77

ik olarak Serratia marcescens'den 1943'de izole edilen ve
‘Shear’s polisakkariti’ olarak bilinen maddenin tiumor nekroz edici etkisinin
belirlenmesi ile polisakkaritlere ilgi artmistir.?” Yine ayni doénemlerde
zimosan; Saccharomyces cerevisiae mayasinin hucre duvar elemani olarak
tanimlanmistir. Zaman iginde zimosanin protein lipit ve polisakkarit igceren
bir bilesik oldugu gosterilmistir.>!¢

Zamanla B -1,3 glukan saf olarak tanimlanmis ve mantar
hdcre duvar elemanlarinin, makrofajlari kompleman sisteminin aktivasyonu
yoluyla uyarma &zelliklerinin oldugu gdsterilmistir. Ilk baslarda yalnizca
Zimosan (S. cerevisiae preparati) yapisinda bulunan glukanin bu etkinlige
sahip oldugu dusundimustir. O dénemden bu yana bilimsel literatirde yer
alan bir ¢ok c¢alismada glukanlarin immunobiyolojik o6zellikleri, anti-
kanserojen ve anti-infektif etkinlikleri Gzerinde durulmustur. Bir
immunomodulator olarak glukanin immun hicreler ve immun olmayan
hicreler Uzerindeki 6zgul reseptdrlerine badlanarak hem oral yoldan (P.O.)

hemde intravendz (1.V.) yoldan etkin oldugu diistinilmektedir. ' 16 76. 59 &



Calismamizda; Uzerinde vyapilan arastirmalara ragmen
immunomodulator etkinligi tam aciklik kazanmamis olan glukanin etkinligi
hakkinda bilgi edinilmeye c¢alisilacaktir. Glukanin dogal ve hiicresel immun
sistem Uzerine etkisini arastirmak igin; invitro ortamda B-D -glukana verilen
inflamatuvar yanit deg@erlendirilmis, invivo uygulama sonrasinda hucre
yuzey reseptorlerinin degisimine olan etkisi incelenmistir. p-D-glukanlarin
elde edildikleri organizmalarin farkhihdinin immun cevabi dizenleyici
Ozellikleri Uzerine olan etkisi degerlendirilerek; genel immunmodulator

etkinligi hakkinda bilgi edinilmesi amaclanmistir.



2-GENEL BILGILER
2.1 Mantar Hiicre Duvari Ve Glukan

Saprofitik ve patojenik mantarlar; plazma zarinin digina
yerlesmig olan hucreyi osmoz degisikliklerine karsi koruyan, besin aliminda
rol oynayan ve ortam ile mantar arasindaki iligskileri duzenleyen bir hucre
duvarina sahiptir.*® Hiicre duvari mantar hiicresinin bicimini, morfogenezini,
virulansini, antijenlerini -yani mantar-konak etkilesimini- ve mantarin
antifungallere duyarhihigini belirleyen dinamik ¢ok tabakali bir yapidir
(Sekil,1)."? Yapisinda protein, karbonhidrat ve lipit bulunur. Glukan ve kitin
sert bir a§ olusturarak duvarin yapisal bilesenini olusturur. Proteinler ve
gluko(manno)proteinler bu iskelete baglanirlar. Duvar kuru agirliginin
%40'Ini mannan, kuru agirhgin % 50-60' in1 da glukan olusturur. Proteinler

%6-25, lipitler %1-7 ve kitin %1-9 oraninda bulunur.?°
Fibrilertabaka

e e Mannoprotein (40%)

B -Glukan (50-60%)

f-Glukan/ Kitin (1-9%)

Plazma membrani

Sekil 1: Mantar hicre duvar yapisi : mantar hiicre duvarini olusturan yapilarin
basinda bulunan karbonhidrat molekdilleri hlicrenin yapisal bitinligad ve yasamsal

devamliligi i¢in esastir. 4

Mantar hlcre duvar yapisinda bulunan glukan o ve 3 olmak
tuzere iki farkli  pozisyonda bulunmaktadir. (1,3)-f-D  glukan

mikroorganizmalarda, bitkilerde ve 6zellikle mantarlarda daha yaygin olarak



bulunmaktadir. Ozellikle patojenik mantarlarda p-glukandan daha fazla
oranda bulunan a-glukan hakkinda ¢ok fazla bilgi hentz olmasa da, lineer
glukoz polimerlerinden olustugu gosterilmigtir. o-glukan sentezinde defekt
olan mantar hucrelerinin morfolojik olarak anormal gérindtgu bilinmektedir.
Hucrelerin bolunme asamalarinda ve olgun mantar hicrelerinde a-glukan’in

yasamsal 6neme sahip oldugu gdsterilmigtir.2333356°

2.2 Beta Glukan

Glukanlar ~ D-glikopiranozil ~ Gnitelerini  igeren  dogal
polisakkaritlerdir. Tabiatta tohumlarda, bitkilerde, bakteri, mantar ve
mayalarin yapilarinda bulunurlar.®’ Glukanlarin bir kismi yapisal olarak,
glukoz unitelerinin 1,3 pozisyonda glikozidik baglarla birbiri ardinca tekrari
ile olusan dogrusal bir formda bulunurlar (Sekil, 3a). Bazilari ise (1,3)
glikozidik baglarla olusmus dogrusal yapi Uzerinde (1,6) (Sekil, 3b) yan
dallanmalar veya (1,4) (Sekil, 4) karma baglanmalar yapmaktadir.**4%4! By
badlarin  uzunluklari ve yapr Uzerindeki dagihmlart  farklilhklar
gostermektedir. Glukanin makromolekuler yapisi buylk olglde elde edildigi

organizmaya ve izolasyon yéntemine baglidir. 3448991

Glukan; c¢ozlcu sistemin degismesine bagh olarak sollisyon
icinde farkli yapisal formlarda bulunur.*+°%°"% Suda ¢oziinebilen glukanlar
tek sarmal ve/veya U¢lu sarmal ve gelisi guzel sarmal yapi olarak baglica tg¢
yapisal formda bulunurlar. Tek sarmal yapi karakteristik olarak yari esnek
spiral seklindedir (Sekil, 2A). Spiralin her bir dongusinde 6 adet B-D-
gliikopiranozil molekiilii bulunmaktadir. Uclii sarmal yapi ise Ug¢ adet yari
esnek sarmal yapinin bir araya gelmesi ile olusur (Sekil, 2B). Bu yapisal
formun stabil kalabilmesi ve suda c¢dzlinebilmesi; sarmalin merkezinde
bulunan C2 hidroksil gruplarini da igceren fazla sayida hidrojen baglarina

baghidir. 3% 4491



Mantar hidcre duvarinda (1,3) ve (1,6) pozisyonlarinda
birbirlerine baglanan anhidroglikoz Unitelerinin bir araya gelmesiyle olugsan
glukanlar hicre duvarinda bulunan diger karbonhidratlara, proteinlere ve

lipitlere baglanarak ti¢ boyutlu bir ag olustururlar.* 12287291

A:Tekli sarmal B:Ugli Sarmal C:Gelisi glizel Sarmal
A-) Serge Pérez; B-) D.B.Zekovic; C-) W.M. Kulicke

Sekil,2 : Glukanin yapisal formlari

2.3 Saccharomyces cerevisiae Glukaninin Molekiiler

Yapisi:

S.cerevisiae hucre duvar glukani farkli makromolekuler bilesik
yapidaki iki farkh glukandan olugmaktadir. Bunlardan lineer olani 1,3
pozisyonda glikozidik baglarla baglh p-D-glukopiranozil Unitelerinin
olusturduklari zincir tzerinde (1,6) pozisyonda dallanmalar icermektedir.
Nispeten daha az oranda da (1,6) pozisyonda baglanan ve (1,3)-bagli

dallanmalar yapan glukan polimerleri de bu yapida bulunmaktadir .2%91



2 oron H CHAOH 2 CH.OH
o o o 0-—5
lineer glukan
HO HO HG H> HO
OH OH OH OH OH

CHLOH CHzOH
' : :o IW <
HO HO
OH OH N
20H H CHOH 2 CH.OH % dallanmayapan
HO HO HO HO HO
oH oH OoH oH oH -

Sekil 3 : Mantarin hiicre duvar yapisini olusturan glukanin a) B (1-3) bagl

lineer formu b) (1-6) dallanma yapan formu gosteriimektedir 4

S. cerevisiae’den ilk elde edilen glukan yuksek molekuiler
agirhikta ve suda ¢o6zinmeyen mikropartikiler formda bulunurken,
molekuler agirliginin  bir miktar azalmasiyla suda ¢6zinir forma
gecmektedir. S.cerevisiae’'nin hlcre duvarinda en alt tabakada alkali
ortamda ¢o6ziunmeyen B-glukan (%30-35),orta katmanda alkali ortamda
¢ozlnen P-glukan (%20-22), en Ustteki katmaninda ise fosforile olmus
mannandan olusan glikoprotein yer almaktadir (%30) .**°" Alkali ortamda
¢ozinmeyen (1,3) glukanin hicrenin dis ortama direnme glcinden ve
mantar hdcresinin seklinden sorumlu oldugu, alkali ortamda ¢6zinen (1,3)
glukanin hucre duvarina esnek olma 6zelligi kazandirdidi, (1,6) glukanin ise
hicre duvar organizasyonunda mannoprotein ve Kkitin ile iligkili oldugu

dusunilmektedir. 104191

2.4 Arpa Glukaninin Molekiiler Yapisi

Karbonhidrat bakimindan yogun olan tahil tanelerinde kuru
maddenin baglica komponentinin nisasta oldugu bilinmektedir. Bugday, arpa,

yulaf, misir ve gavdar bu gruba giren tanelerin baglicalaridir. Tahil tanelerinin



hicre duvarlarinin ise % 70-95'ini nisasta olmayan polisakkaritler
olusturmaktadir.>**® Bu hiicre duvari polisakkaritlerinin baslicalar beta
glukanlar, arabinoksilanlar (pentozanlar), hemisellloz, sellloz ve pektinlerdir.
Arpa ve yulafta endosperm hlcre duvarlarinin en 6énemli polisakkaritleri ise
beta-glukanlardir. 2?>% Nisasta olmayan diyet liflerinden (1—3),(1—4)-B-D-
B- glukan (Sekil,4) suda ¢bztinen ve ¢dzinmeyen olarak iki farkli formda arpa
hiicre duvarinda bulunmaktadir. ' Arpa glukani dallanma yapmadan cok
yonlu dagilim gdsteren, karakteristik olarak her dongusinde U¢ adet
sellotrioz Unitesi tasiyan U¢ kez katlanmisg helikal yapisi olan lineer

zincirlerden olusmaktadir. $-(1/4): p-(1/3) orani arpa glukaninin yapisinda

oldukga yuksek olarak bulunmaktadir. Bu oranin yuksek olmasi ¢ozunurlik
21,22,34,91

ve viskozite ile de iligkilendirilir.

HO

Sekil,4: B-(1,3) ve B-(1,4) bagdli beta glukan yapisi gt')s‘(erilmek‘[edir.68

2.5 Glukanlarin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri:

Glukanlar gok c¢esitli mantarlar, bitkiler, algler ve az miktarda
bakterilerden Uretilmektedir.2?°" Farkli mikroorganizmalar birbirinden farkli
fiziksel ve kimyasal etkilere sahip olan glukanlar Gretebilirler. Ayni zamanda
glukanlarin organizmalardan izole edilirken farkli yontemlerin kullaniimasi
da glukanlar arasindaki farkliigi artirir. Bu yontemlerin glukanlarin dogal
yapisina etkisinin anlasiimasi oldukca énemlidir.>°"® Bu karmasik yapili
karbonhidratlarin fiziksel ve kimyasal farkhliklarinin degerlendiriimesi igin ilk



once temel yapilarinin ,dallanma derecelerinin ,molekuler agirliklarinin
,polidispersti ve polimerizasyon derecelerinin , saflik oranlarinin, polimer
yuklerinin ve solusyon igindeki yapisal formlarinin  degerlendiriimesi

gerekmektedir.” 82"

Glukanlarin ve glukan tirevlerinin doku kultlrinde ve hayvan
calismalarinda kullanilabilmesi igin suda ¢6zUnur forma getiriimesi
gerekmektedir.64 Glukanlarin blyuk miktari hdcre duvarinda lipitler,
proteinler ve glukan olmayan diger karbonhidratlarla birlikte bir kompleks
olusturmus sekilde bulunurlar.®®* Son zamanlarda glukanlarin saf olarak ve
suda ¢dzunur formda izolasyonlari ,analizleri, yapisal olarak tanimlanmalari
ve elde edildikleri formda miktarlarini belirleyebilmek i¢in ¢ok fazla zaman
ve emek harcanmaktadir. Ginimuzde kullanilan kimyasal izolasyon bazli
calismalar bizlere elde edilen glukanlarin gercek miktarlarini tam olarak
verememektedir. Glukanlarin bulunduklari bu kompleks karisim iginden
hizli ve basit olarak tanimlanmasi ve miktarlarinin belirlenmesine ihtiyag
vardir.?2 Bu dogal olarak Uretilen karbonhidratlarin molekdler agirliklarinin
tam olarak belirlenmesinin, glukanin etkinliginin  degerlendirilmesi

acisindan énemli oldugu belirtilmistir.2®
2.6 Glukanin immiin Sistem Uzerine Etkileri:

Organizmalarin mikrobiyal Urlnler ile etkilesimi dogal immun
cevabl baslatan en Onemli etmendir. Bu etkilesim mikroorganizmalarin
taninmasinin yaninda akut ve kronik cevabi harekete gegirmesi agisindan
da onemlidir. Dogal immun sistemdeki bu kompleks reseptor agi ,farkl
mikroorganizmalardaki yapisal olarak degismeyen karbonhidrat, protein ve
lipit molekullerindeki antijenik bodlgelerin hizli bir sekilde taninmalarini
saglar.®19328 By degismeyen ve dogal immiin yanit hiicreleri tarafindan
taninan stabil molekuler yapilar; patojenite ile iligkili molekuler yapilar olarak
adlandirilir ( pathogen-associated molecular patterns -PAMP-). Bu yapilari

taniyan reseptorlere de patojenite ile ilgili molekuler yapilari taniyan



reseptorler ( pattern-recognation reseptor ) denir. PAMP’lar arasinda
bakteriyal lipopolisakkarit, lipoteikoik asit, peptidoglikan, lipoprotein,
lipoarabinomannan, bakteriyal DNA, ¢ift zincirli RNA ve glukan polimerleri
sayilabilir.>*1%%3 Bu molekdiller kimyasal yapi olarak birbirlerinden farkli da

olsalar ortak dzelliklere sahiptirler. °%°%

Glukanlarin hucresel aktivite Uzerindeki etkisinin baglamasi
icin gerekli olan ilk basamak hucre membrani Uzerine lokalize olmusg
reseptorler tarafindan glukan polimerlerinin taninmasidir. 8% Bir cok tiiriin
(1,3)-p-D-glukani  taniyarak baglanan reseptorlere sahip oldugu
dusunulmektedir ve bu gunimuzde de arastiriimakta olan bir konudur.
%6.57.71.78 Her nekadar mantar hiicre duvar bilesenlerinin taninmasinda
oldukga 6nemli ve merkezi rol oynadiklari bilinse de; glukan polimerlerinin

immun yaniti nasil aktive ettikleri tam olarak bilinmemektedir.3%%°

Organizmada immun ve immun olmayan hucreler lzerinde —

monosit, makrofaj, nétrofil, langerhans hiicresi, eozinofil, alveolar epitel

hiicre ve fibroblast- beta glukan reseptdr aktivitesi tanimlanmstir.®”4?

Mannose Reseptir
ailesi

Scawvenger Reseptir
DC-SIGN Dectir-1 ailesi

»

!
)

1

Sekil. 5. Mantar hlicre duvar elemanlari igin Pattern-taniyici reseptorler:
mannan taniyan Reseptorler: (mannose reseptor ailesi ve DC-SIGN)9
glukan polimerlerini taniyan reseptorler: (CR3, lactosylceramide (CDw17), Copgu

receptorler ve Dectin-1)°
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Yapilan c¢aligmalarda bazi (1,3)-p-D-Glukan polimerlerinin
notrofil, NK ve makrofajlar Uzerindeki kompleman reseptér 3 (CR3)e
baglanmakta oldugu ortaya konmustur.22®” CR3 sitotoksisite ve fagositoz
icin bir reseptdr olmasinin yaninda I6kosit diyapedezinden sorumlu bir
adezyon moleklll olarak da gorev yapmaktadir.”%%38082 CR3
komplemanla ya da opsonin antikor ile opsonize olmus
mikroorganizmalara; ayrica hicre digi matriks yapilarina (fibrinojen, fibrin,
laminin); endotel hucre ylzeyinde bulunan ICAM-1 adezyon molekuline ve
bazi mikroorganizmalarin hlcre ylzey yapilarina opsonizasyon olmaksizin
baglanmaktadir.”*%% Ayni zamanda bu reseptér, glukan polimerlerin
kandan temizlenmesi icinde gorev yapmaktadir. Kuguk molekuler agirlikli
glukan baglandigi CR3 ile birlikte kandan glomertler filtrasyon ile hizli bir
sekilde temizlenir. Daha buyuk molekuler agirlikh glukan polimerlerinin ise
karacigerde metabolize oldugu bilinmektedir ve bunun glukanin etkinliginde

énemli oldugu distnilmektedir.?

Beta glukanin makrofajlardan bagka NK hucrelerini de
alternatif kompleman yolagini uyararak aktive ettigi distiniilmektedir.?%
CR3Un C terminalinde lokalize olmus olan lektin bUklimi —domaini- (I
bdkliml) opsonize olmamis partikillerin  badlandi§i  yer olarak
de(jerlendiriIir.G’zs’26 Opsonize olmamig partikullerin makrofajlar tarafindan
fagositozu non spesifik olarak dogal immudn yaniti baslatir. Glukan
polimerleri CR3’lUn lektin buUkliml tarafindan tanindiktan sonra aktif
nétrofillerin endotel arasi goéclini ve C3b ile opsonize olmus timor
hiicrelerinin sitotoksisitesini artirir.%% Mikroorganizmalar, mantar hucre
duvar elemanlari ve glukan ile aktive olan makrofajlar tarafindan ortama
salinan sitokinlerden olan TNF-a ve IL-1p o bélgedeki endotele etki ederek
E-selektin ve P-selektin olarak isimlendirilen adezyon molekul grubunun
ifadelenmesini artinr. Ayni zamanda 6zellikle vaskuller endotel hucreler
olmak Uzere stromal ve dendritik hicreler tarafindan yapilan bir kemokin

olan CCL21 salinimi da artar. Bu kemokinler naif T hucreleri Gzerinde olan
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CCRY7 kemokin reseptdru ile baglanarak T hicresi Uzerinde bulunan LFA-1
(lymphocyte function associated antigen-1) aktive ederek endotel
yuzeyindeki vaskuler adhezin (CD34) ile T lenfosit ylzeyindeki L-selektin’in
zayif baglantisini daha kuvvetli hale getirir. Bu baglantilar ile vaskuiler
endotel arasindan periferik lenf nodlarina giren naif T lenfositlerinin ASH ile
kargilagsmalari ve aktive olmalari saglanir. Aktive olan lenfositler lenf
nodlarini terk ederek enfeksiyon bolgesine go¢ ederler. T lenfositleri
Uzerinde bulunan LFA-1 ile enfeksiyon bdlgesindeki endotel hicresi
Uzerinde bulunan ICAM-1 ve ICAM-2 adezyon molekulleri ile baglanan T
lenfositlerinin enfeksiyon alanina ydnlenmeleri s6z konusu olmaktadir.
Enfeksiyon alaninda 6zgul olarak aktive oldugu antijene yanit verecek olan
effektor lenfositler adezyon molekdilleri ile doku matrixine baglanarak

bdlgede kalirlar.6%%23

Zamanla noétrofil hicre membrani Uzerinde glukanin
bagdlandigi CR3’den farkh bir reseptor tanimlanmigtir. Farkhlagsmamis -CR3
tasimayan- promonositler  Uzerinde de spesifik glukan reseptorleri
gOsterilmistir. Bu reseptorler arasinda Dectin-1 reseptort, Copcl reseptor
(scavenger), lactosylceramide reseptori sayilabilir. Bu glukan baglayan
promonosit reseptorleri immunregllasyon ic¢in hdcre igi ileti yolagini
aktiflemigler ve proinflamatuvar transkripsiyonel aktivator proteinlerin

artisina neden olmuslardir.® 192992

Lokositler  Uzerinde  bulunan  glikosfingolipit  yapidaki
lactosylceramide reseptorlerinin tam olarak ispat edilememesine ragmen
glukan badladigi dusunudlmektedir. Bu reseptorlerin  yuksek molekuler
agirhikh beta glukan ile (PGG-glucan) hicresel duzeyde baglandigi
Zimmerman ve arkadaslari tarafindan gosteriimistir.®? Reseptérin ¢alisma
mekanizmasina tam olarak bir aciklik getirilemese de bilinen aktivitesi; beta
glukan ile etkilesiminde NFxB sinyal yolagini aktive etmesi sonucunda
makrofaj inflamatuar proteini (MIP) artirmasidir. Bu etki Hahn P.Y. ve

arkadaslari 2003 ?°; tarafindan alveolar epitel hiicrelerinde gdsterilmistir. Bu



12

uyarimin sonunda noétrofil oksidatif mekanizmalarin aktivasyonu ve

antimikrobiyal fonksiyonlarda artis gergeklesir.®"%

Bu reseptorlerin yaninda beta glukan polimerlerinin hlcresel
dizeyde taninmasinda Dectin 1, ¢Opglu reseptorler ve Toll-like
reseptdrlerden 2 ve 6'nin da gorevli oldugu diistiniilmektedir.®%%® Baz
arastirmacilar  Toll-like reseptorlerinin  beta glukan  polimerlerini
tanimasinda  Dectin-1 reseptor  varligina  ihtiyag  duyduklarini
sOylemektedirler.>?® Bu reseptorlerin 6zellikle (1-3) zincir Uzerine (1-6)
dallanma yapan glukan polimerlerinin taninmasinda olduk¢a dnemli oldugu
dusundlmektedir. Bu reseptorin ¢ozunur ve mikropartikul yapidaki f3-
glukanlarin ve mantar enfeksiyonlarinin taninmasinda, immin cevap
olusturulmasinda gorevli temel |6kosit reseptori oldugu literatirde yer
almaktadir.’ Dectin-1 reseptodriiniin 6zellikle monosit, makrofaj ve nétrofiller
Uzerinde bulundugu gosterilmistir. Dentritik hdcreler ve T hucre alt
gruplarinda da ifadelenmesi oldukga disiik diizeyde bulunmaktadir.2%1%7°
(1-3), (1-6) glukanin baglandidi tip Il transmembran glikoprotein olan dectin
reseptorinin hicre membrani Uzerinde kisa bir sap bolgesi bulunur. Hicre
ici tirozin bazli aktivasyon yolagi ile aktive olur. Bu reseptor glukan ile
bajlanma sonucunda aktive olarak fagositoz, endositoz ve hlcre ici
oksidatif mekanizmalari da igeren hucresel faaliyetleri artirmaktadir.”8910
Ayni zamanda dectin-1 reseptorinin glukan polimerleri ile baglanmasi pro-
inflamatuvar sitokin ve kemokinlerin salinimina neden olmaktadirlar. (6r:
TNF-a, MIP-2 ve IL-12).*? Dectin reseptoriinin farkli aktivasyonlardan

sorumlu iki izoformu bulunur.®'

Arasidonik asidi parcalayarak akut inflamasyonu baglatan
sitoplazmik fosfolipaz Az’nin fagositoz boyunca aktif oldugu bilinmektedir.
Dectin reseptéri ayni zamanda patojenik mantarlar tarafindan ya da
mantar hicre duvar elemanlari tarafindan uyarildiginda arasidonik asid
salinimini ve siklooksijenaz 2 reseptor ifadelenmesini uyaran bir reseptor

olarak da tanimlanmaktadir.”®
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Organizmada bir ¢ok hlcre Uzerinde goésteriimeye calisilan
glukan reseptorleri 6zellikle dogal immuin cevapta rol oynayan hucreler
Uzerinde bulunmaktadir. Genel kaniya gore : BlUyUk ve orta molekuler
agirlikh glukanlarin ¢éziinen ve ¢ézinmeyen formlarinin bu hcrelerin
fagositik,  sitotoksik ve  antimikrobiyal  aktivitelerini  arttirdiklari

diistinilmektedir.®887

Mantar glukanlarinin immuan yanit geligtirebilmesi
icin dogal immunitenin elemanlari tarafindan taninmasi ve immadn yaniti
gelistirecek proinflamatuvar ve immuanoregulatér sitokinlerin - salinimi

gerekmektedir.8>°

Makrofajlar, hem dogal hemde kazanilmig immuin yanitin
baslatiimasinda ve devaminda aktif rol oynayan hucrelerdir. Epitel bariyeri
gecen mikroorganizma makrofaj tarafindan fagosite edilir ve lizozomal
enzimler ile pargalanir. Lizozomal enzimler ve fagositik aktivite hlcrenin
temel fonksiyonlarindandir. Ayrica makrofajlardan salinan IL-1, IL-6, IL-12,
IL8 ve TNF-a sitokinler ve inflamatuvar mediyatorler (nitrik oksit —NO-,
hidrojen perokside-H202-) makrofajin immuin yanitta rol oynayan ve immdin
yaniti yonlendiren fonksiyonlari arasindadir.??%%* Beta glukanlarin makrofaj

fonksiyonlarini artirarak immiin defansi kuvvetlendirdigi saptanmistir.®®4

Bu polisakkaritler hiicre yuzey reseptorlerinde up-regulasyona
neden olarak antijene spesifik T hlcre cevabinin uyarilmasi i¢in gereken
ikincil sinyalin olusumunu kolaylastirmaktadirlar. Ayrica glukanlar hicrelerin
antijen sunum kabiliyetini artirarak malign hlcrelere kargi gelisen T-hucre
aracili immun yanitin da gelismesine neden olurlar. $-glukanlarin periton
makrofajlarda anti-timor aktiviteyi uyararak etkin bir immun didzenleme

sagladigi distunilmektedir. 18:30:32.54

Dogal immun yanitin aktive edilmesi; kazanilmig yanitin
olusmasinda ve farklilagsmasinda olduk¢a onemlidir. Dogal immun yanit
hicreleri kazaniimis immudn yanit hicrelerinden farkh olarak 6zellikle

patojenik mikroorganizmalara spesifik yapilari taniyarak cevap verirler.
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Dogal immun yanitin vermis oldugu bu cevap kazanilmig immun yanitin
aktivasyonunda ve kontroliinde oldukca énemlidir.>***5° Sonug olarak farkli
tip mikroorganizmalar veya molekuller, farkli tip dogal direng
mekanizmalarini uyarirken, bunlarda en uygun edinsel bagisik yanitini

harekete gecireceklerdir.

Edinsel immuniteyi duzenlemekle goérevli lenfositlerin
birbirleriyle, diger hucreler, doku matriksi ve antijen ile iligkileri hicre
membranlarinda bulunan, hicrelere gore 6zellesmis protein, glikoprotein ve
glikolipit yapidaki reseptorler ile belilenmektedir.?® Bu hiicre yiizey
reseptorleri hicrelerin biyolojik yanitlarini ve aktivitelerindeki farklihgr da
etkiler ve buna badli olarak hucreler alt gruplara ayrilirlar. Bu proteinler
genel olarak “CD” —ayirim kumesi (cluster of differantiation )- olarak
tanimlanirlar. Bu hlcre ylzey reseptorleri hiicreden hucreye ve hucrelerin

gelisim evrelerinde farkliliklar géstermektedir.®
CD4:

Ozellikle Th hicrelerinde olmak Uzere, regulatér T
hlcrelerinde, monosit, makrofaj ve dendritik hlicre ytzeylerinde bulunan bir
glikoproteindir. Sirkllasyonda olan o, 3 T hucreleri ylzeyinde ifadelenen
hiucre yuzey molekullerinden birisidir. T hucre ylUzeyinde T hlcre reseptoru
(TCR) ile birlikte ko-reseptor olarak bulunmaktadir. CD4 immunoglobulin
superailesinin bir tyesidir. CD4 molekuli MHC Il tagiyan antijen sunucu
hucreler ile etkilesmektedir. Hucre yUzeyine gelen sinyaller, sitoplazmik ve
hicre i¢i tirozin kinaz sinyal ileti yolagi ile ¢ogaltilmaktadir. Hlcre disinda

patojen etki gdsteren organizmalara karsi verilen cevapta gorevlidir.
CD8:

T hdcreleri Uzerinde bulunan transmembran glikoprotein
yapisinda TCR reseptorine ko-reseptdr olarak bulunmaktadir. MHC |

reseptorine spesifik olarak baglanmaktadir. Sitotoksik T lenfositleri
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Uzerinde bulunmakla birlikte dogal éldurtct (NK) hicreler UGzerinde de yer
almaktadir. Reseptor hucre membraninin dig yuzeyinde bulunur.a ve 3
zincirlerinden olugur, yapisal olarak oo homodimeri yada of3 heterodimeri
seklinde bulunur. Her iki zincir de immunglobulin sUperailesinin bir

Uyesidir.?4°2

CD69

Aktivasyon indukleyici molekul olarak bilinen CD69; 28 ve 32
kD homodimerik zincir yapisina sahiptir. C-tip lektin yapisinda bulunan
transmembran glikoproteindir. Aktive T, B, NK, nétrofil, bazofil, eozinofil,
trombosit, langerhans hucreleri yapisinda yer almaktadir. Aktivasyonu
tetikleyen molekul olarak bilinir ve antijen varliginda cok erken olarak

ifadelenir.>°
CD62L

Selektin ailesinden olan CD62L glikoprotein yapida bir
adezyon molekultdur. Hicre yuzeyinde yer almaktadir. L-selektin, LECAM-
1, LAM-1 olarak da bilinmektedir. Etkilestidi glikoproteinler arasinda CD34,
GlyCAM-1 ve MAdCAM-1 bulunmaktadir. Naif lenfositler Gzerinde bulunan
CD62L endotele adezyonunu saglayarak periferik lenf nodlarina ve peyer
plaklarina yerlesimde rol oynamaktadir. Ayni zamanda Idkositlerin
inflamasyon bdlgelerinde toplanmasini saglamaktadir. B ve T hucresi
monosit, granudlosit, kemik iligi kokenli myeloid hucrelerin bir kismi ve
timositler CD62L’yi hlcre ylzey reseptorl olarak tasimaktadir. CD62L
notrofil ve lenfositlerin hicre ylzeyinden devaml olarak hicre igi proteaz
aktivitesi ile azaltilir. Bu proteaz aktivitesi T hucrelerinin antijen ile aktive

olmalarindan sonra artar. ’°
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CD25

55 kD agirhginda glikoprotein molekuli olan CD25 IL-2
reseptorinin alfa zincirine yuksek afinite gostermektedir. Naif lenfositler
Uzerinde IL-2 sitokinine dusuk afinite gosteren reseptorler bulunmaktadir.
Aktive olan T ve B hucreleri, makrofaj, monosit ve NK hticre ylzeyinde IL-2
reseptorine yuksek afinite gosteren CD25 reseptérinun ifadelenmesi

artmaktadir. *°
CD19

95 kD agirhiginda bir transmembran glikoproteinidir.
Immiinoglobdlin siiperailesinin bir lyesidir. B lenfosit gelisimi sirasinda pro-
B hucrelerden olgun-B hucresine geciste hucre yuzeyinde belirmektedir.
Ayni zamanda plazma hucreleri hucre yuzeyinde CD19
bulundurmamaktadirlar.*®
CD19 reseptori CD21 (CR-2) ve CD81 (TAPA-1) molekilleri ile etkilesim

icindedir. Bu multimolekuler kompleks hicre aktivasyonunu artiran yuzeyel

Olgun-B hdicreleri hicre ylzey belirteci olan

immunoglobulinler ile sinerjistik etki yapar. CD19 hlicre ylzey belirteci; B
lenfosit aktivasyonunda, hafiza B hucre gelisiminde ve toleransin
dizenlenmesinde goérev yapmaktadir. CD19 peritoneal mast hucreler
Uzerinde de yer almaktadir. CD21/CD35 ile birlikte ifade edilmekte ve

komplemant aracili mast hiicre aktivasyonunda gérev yapmaktadir.®®

CD11b

CD11b molekuli C3bi komplemani igin bir reseptdr olarak
monosit, makrofaj, daha az olarak granulositler, NK ve dentritik hlcrelerin
bazi gruplari Uzerinde de ifade edilmektedir. CR3 (kompleman reseptor 3)
olarak adlandirilan reseptor yapisal olarak heterodimerik integrin
molekullerinden olusur. Lokosit adezyonu ve migrasyonu duzenlemekle

gorevlidirler. Ayni zamanda kompleman sisteminin karisti§i hucresel
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aktivasyonlarda goérev yapmaktadir: 6rnegin: fagositoz, hicre aracili

sitotoksisite.®%?

CD80 ve CD86

T hicre aktivasyonu ve bu aktivasyonun devami igin gerekli
olan ko-stimulatér sinyali saglarlar. CD80=B7,1;CD86=B7,2 olarak da
bilinmektedir. Antijen sunan hucre ile birincil uyarisini almis T hucresi ikincil
uyarisint CD80/CD86 molekulu ile CD28 molekuline baglanmasi ile
almaktadir. T hucresine antijen sunan hucreler arasinda bulunan B hucreler
Uzerinde de CD86’nin az miktarda bulunmakta oldugu gdsterilmistir. Antijen
ile aktive olan hucreler Uzerinde CD80/CD86 artmaktadir. Aktive olmamis B
hlcreler Uzerinde de normalde bulunan CD86’lar artmakta ve CD80 ifadesi
belirmektedir. T hicreler Gzerinde bulunan CTLA-4 (CD152) molekili B
hlcresinin  ve dendritik hudcrelerin  Gzerinde bulunan CD80/CD86
kompleksinden ikincil uyarisini aldiginda ise T hlcresindeki aktivasyon son
bulmaktadir. Bu olaylar immudn stimilasyonun belilenmesinde ve

diizenlenmesinde oldukga 6nemli rol oynamaktadir. %2362

ICAM-1 (CD54 )

Hucreler arasi adezyon molekulu olarak bilinen ICAM |
immuanoglobullin  sUperailesine aittir. Lenfositler Uzerinde bulunan LFA
(Lymphocyte function associated antigen-1) ve makrofaj ylizeyinde bulunan
Mac-1(CD11b) ile etkilesir. Lokosit ve endotelyal hicrelerin
membranlarinda  siUrekli olarak dusuk konsantrasyonlarda ifade
edilmektedir. Sitokin uyarimi ile 6zellikle IL-1ve TNF-a salinimi sonrasinda
vaskuler endotel, makrofaj ve lenfositler ylzeyinde ifadelenmesi

artmaktadir %%
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MHC 1I

Membran glikoproteini olan MHC molekull; peptit antijenlerini
T hucrelere sunmakla goérevlidirler. MHC Il molekull iki adet transmembran
zincire (o vef) sahiptir. Her iki zincir de MHC genleri tarafindan kodlanir.
MHC Il molekdlindn B, zincirinin membrana bagli bulunan kismi T hicre
Uzerinde bulunan CD4 molekulinun es reseptorudar. MHC 1l molekuli B
hucreleri, aktive olmus T hacreler, timusdaki epitelyal hucreler, mikrogliyal
hlcreler, makrofajlar ve profesyonel olarak antijen sunan hucreler Gzerinde
bulunmaktadir. inflamasyon sirasinda salinan sitokinler hiicreler Gzerindeki
ifadelenmeyi artirmaktadir. Hlcre disi bakteri proteinleri, viris partikulleri
hicre ici vezikiller icinde asidifiye edilerek MHC |l molekullinde

sunulur.5382

CD45

Naif T hicresi, effektor T hucresi ve bellek T hicresi Gzerinde
ifadelenen hicre ylzey molekilleri birbirlerinden farkliliklar gdstermektedir.
Bu farklihklar T htcresinin antijen sunan hlcreye ve endotele adezyon
kabiliyetinde ve antijen uyarimina verdigi cevapta dedisikliklere neden
olmaktadir. Transmembran bir molekul olan CD45 sitoplazmik pargcasinda
tirozin fosfataz aktivitesi bulunmaktadir. Farkh izoformlari bulundugu
bilinmektedir. CD45RA; Naif CD4+ T hucreleri Uzerinde bulunan CD45
molekultne verilen isimdir. Bu molekul hacrenin spesifik antijenine zayif
cevap verirken, bellek ve uyarilmis T hucreleri Uzerinde bulunan CD45R0

(CD45RB) molekdilll ise daha kuvvetli bir yanit vermektedir.*>%2

F4/80

F4/80 160 kD agirhiginda bir hlcre yuzey glikoproteinidir.
Makrofaj aktivasyonu ve olgunlasmasi sonrasinda hicre ylzeyinde
ifadelenmesi artmaktadir. Bir miktar dendritik hiicrelerde de bulunmaktadir.

Farelerde kompleman regulatér protein olan CD55 ile etkilesim icindedir.
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insanda iligkide oldugu ligandi ve biyolojik fonksiyonlari tam olarak
belirlenmemistir. Bu antijen doku makrofajlari Uzerinde de saptanmistir
(dalak, lenf nodlari, timus, karaciger ve deri). Ayni zamanda derideki
langerhans hucreleri ve karacigerdeki kupfer hicreleri Uzerinde de
bulunmaktadir. Grandulositler, lenfositler ve trombositler Uzerinde
bulunmamaktadir. Kemik iliginde ve kanda olgun makrofajlar Gzerinde

F4/80 ifadelenmesi artmaktadir. 2®
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3.GEREG VE YONTEM
Gerecgler
3.1 Deney Hayvanlari

Tird : Fare

Soyu : Swiss albino
Cinsiyeti : Disi
Yasi : 8-10 hafta

Calisma, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali immunoloji laboratuarinda , Gazi Universitesi
Tip Fakiltesi Etik Kurulundan 27.12.06 tarihli B.30.2.GUN.0.EU.00.00/139-
18802 sayili yazisi ile Etik Kurulu Yonergesi'ndeki ilkelere uygunluk
acisindan etik onay alinarak yurutilmastir. Deneylerde 8-10 haftalik Swiss
albino irki digi fare kullaniimigtir. Deney gruplarinda her konsantrasyon

dizeyinde 3’er fare kullaniimistir.
3.2 Kimyasal malzemeler

Penisilin (Biochrom AG , Almanya)
Streptomisin (Biochrom AG , Almanya)
L-glutamine (Biochrom AG , Almanya)
Tripan Mavisi (Applichem, Almanya)

FBS (Fetal Bovine Serum) (Isi ile inaktive edilmig) (Biochrom AG,
Almanya)

RPMI - 1640 besiyeri (Sigma, Amerika)

MEM (Minimal Essential Medium) Sodyum Piruvat (Gibco, iskogya)
Beta-2 mercaptoethanol (Fluca Biochemica, Almanya)

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium ( Sigma, Amerika)

PBS (Biochrom AG , Almanya)
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TNF-a ELISA 6lgum kiti ( BioSource, Amerika )
IL-13 ELISA dlgum kiti  ( BioSource, Amerika )
IL-4 ELISA élcim kiti  ( BioSource, Amerika )
IFN-y ELISA &lgim kiti  ( BioSource, Amerika )
IL-12 ELISA 8lgiim kiti  ( BioSource, Amerika )
IL-2 ELISA élcim kiti  ( BioSource, Amerika )
IL-6 ELISA 6lcim kiti  ( BioSource, Amerika )

ELISA mikroplak (96 kuyucuklu, diz tabanl,yliksek baglama

kapasiteli steril mikroplak)

Barley beta glucan, Medium Viscosity Cat.No: P-BGBM; (Megazyme,
irlanda)

Sacchoramyces cerevisiae beta glucan, (Yeast; Alkali Soluble),
Cat.No: P-BGYST; (irlanda, Megazyme )

3.3 Monoklonal Antikorlar
CD4 PE/ FITC (eBioscience, Amerika)
CD8 PE/ FITC (eBioscience, Amerika)
CD19 PE/ FITC (eBioscience, Amerika)

F4/80 Biotin (eBioscience, Amerika)

CD25 PE (eBioscience, Amerika)
CD69 PE (eBioscience, Amerika)
CcDe2L PE (eBioscience, Amerika)
ICAM-| PE (eBioscience, Amerika)
MHC class I (eBioscience, Amerika)
CD80 PE (eBioscience, Amerika)

CD86 PE (eBioscience, Amerika)
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CD11b PE (eBioscience, Amerika)
IgG izotip PE (eBioscience, Amerika)
3.4 Hiicre kultur materyalleri

96-kuyucuklu duz tabanh sterii hlcre kultir  mikroplak

(Costar,corning incorporated)

15-ml ve 50-ml polipropilen konik tip ( Greiner,Bio-one GmbH,

Germany )
25-cm? ve 75- cm? hiicre kultard flask

Kapakh ependorf (Rnase, Dnase ve pirojenden yoksun) (TPP,

iskogya)
3.5 Araglar
Sinif 2 Biyoguvenlik Kabini (Apollo Metis Biyoteknoloji, Turkiye)
Akan Huicre Olgim cihazi ( Becman Coulter, Amerika)
Vorteks (Heidolph, Almanya)
Sogutmali Santrifdj (BD, Amerika)
Sogutmali mikro Santriflij (BD, Amerika)
Isik mikroskobu (Olympus, Japonya)
Inverted mikroskop ( Leica DMLS )
CO; ’li Ethv ( Revco Eite Il, Amerike)
Derin dondurucu (-20) ( Arcelik, Turkiye)
Derin dondurucu (-86) (Ugur, TUrkiye)
Suzgec¢ -Metal mesh, (Dizdarer, Ankara)
Thoma lami ( REIGHERT, Amerika)
Otomatik pipet (Drummond, Amerika)

Tek kanalli ve sekiz kanalli Pipetor (Scorex)
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Serolojik pipet, 5,10,25 ml'lik (Beta Pette™ , Amerika))

Sari ve mavi pipet ucu; (Isolab)

Steril pastor pipeti,3ml'lik ( LP ITALIANA SPA, italya)

Su banyosu ( termostatli, 1sitmali , rotorlu su banyosu)

Hassas Terazi (Shimadzu, Japonya)

pH-metre (Fisher Scientific, Amerika)

Distile su cihazi; (Sartorius)

Enjektor 2ml, 5ml, 10ml, 20ml’lik steril enjektor ( SUperset, Turkiye)

Tek kullanimlik steril enjektor filtresi 0,2 um ( Corning incorporated,

Corning, Germany )

Otoklav (Sanyo, Japonya)

Pastor Firini (Electro-mag, Tlrkiye)
Makas (Dizdarer, Ankara)

Pens (Dizdarer, Ankara)

Penset (Dizdarer, Ankara)

Kuru Isi Blogu (Boeco, Almanya)
3.6 Glukanlar:

Arpa Glukani:

Megazyme laboratuarindan satin alinan arpa beta glukaninin
molekuler agirhgr ( MW ) Multiangle laser light scattering teknik ile
belirlenmistir. 1,3:1,4-beta-D-glukan’da; 1,3 baglarinin 1-4 baglarina orani
32/68 olarak belirtilmistir. 50°C lik bir ortamda vakumlanmistir ve nem orani
%2,2 dir.
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Saflik orani : %~ 96 oraninda 1,3:1,4-beta-D-glukan
icermektedir.

Viskozite : 28 ¢St (1 % wlv; Ostwald C-type viscometer,
30°C).

Molekuler Agirhk : 260,000 dalton.

Nisasta orani : <01 %.

Arabinoxylan ! <0.3%.

Protein : 04 %

S.cerevisiae Glukani :

Megazyme laboratuarindan satin alinan alkali ortamda
¢bzunen S.cerevisiae glukaninin molekuler agirhgr ( MW ) Multiangle laser
light scattering teknik ile belirlenmistir. 1,3:1,6-beta-D-glukan; 1,6 baglari
%3 olarak belirtilmistir. 50°C lik bir ortamda vakumlanmistir ve nem orani
%?2,2 dir.

Saflik orani : >90 % oraninda 1,3:1,6-beta-D-glukan
icermektedir.

Molekuler Agirhk : < 200,000 dalton

a-Glucan :<0.1%.

Protein :01%

3.7 Yontemler

3.7.1 Dalak Hiicre izolasyonu

Beta glukan ile I.P (Periton Igi) olarak uyariimamis, dalak
izolasyonu yapilacak farelere servikal dislokasyon ile 6tenazi uygulanmistir.
Otenazi uygulanan farelerin sol (st gastrik bélgede orta aksillar gizgiden
baglayarak mesogastriuma paralel kesi ile agildi. Dalak temiz bir penset
yardimiyla steril besiyeri igine alinarak steril metal bir mesh Uzerinde ezildi.

Hucre sUspansiyonu haline getirilen besiyeri santriflj tlplerine aktarilarak
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335 X gde 10 dk santriflij edilerek eritrosit lizis solusyonu icinde 2 dk
bekletilerek yeniden 335 X g’de 10 dk santrif(j edildi. Santrifij sonrasi %
10 FBS, penisilin (100U/ml) / streptomisin (0,1mg/ml), L-glutamine, MEM,
sodium Pyruvat iceren RPMI 1640 icinde yeniden suspansiyon haline
getirildi. Tripan mavisi ile boyanarak canlilik degderlendirmesi yapilarak
saylldi (Dairesel, net konturlu hucreler “canli”, patlamig ve maviye
boyanmis hcreler ise “6lU” olarak degerlendirildi). Kualtir kuyucuklarina

1x10%/ml hiicre olarak ekildi.

3.7.2 Periton Makrofaj izolasyonu

Beta glukan ile I.P olarak uyarimamis farelere servikal
dislokasyon ile 6tenazi uygulanmistir. Buz Gzerinde sogutulmus DMEM (
Dulbecco’s Modified Eagle Medium ) 10’luk enjektorler icine 5-7 ml alinarak
farenin periton bosluguna verilmigtir. Nazik bir sekilde yapilan masajla
yapisan hucrelerin  periton sivisina gecmeleri saglanmistir.  Lavaj
sonucunda elde edilen hicreler 300 X g’de 10 dakika santrifij edilerek %10
FBS iceren DMEM icginde yeniden slspansiyon haline getirilerek, tripan
mavisi ile boyanarak canlilik degerlendirmesi yapilarak sayildi ( Dairesel,
net konturlu hicreler “canll”, patlamigs ve maviye boyanmis hucreler ise
“6l0” olarak degerlendirildi). DMEM, % 10 fetal bovine serumu ve penisilin
(100U/ml)/  streptomisin  (0,1mg/ml), L-glutamine, MEM ile kulttr
kuyucuklarina 0,5x10%ml hiicre ekildi. 37°C de, % 5 COli ve nemli etiivde
4 saat kllture edildi. 4 saat sonrasinda plak igindeki yuzeye yapismamis
hiicrelerin temizlenmesi igin PBS ile ¢ kez yikandi. Hiicreler 37°C de, % 5
CO_'li ve nemli etiivde 2 saat daha kultlre edildi. 2 saat sonrasinda hticre
kultar besiyeri alinarak Uzerine farkli konsantrasyonlarda beta glukan igeren

besiyeri eklendi.

Deneylerde beta glukan ile invitro uyariimig ve uyarilmamis
hicrelerin  santrifdj edilmig  kdltir  sUpernatantlart  ve  serumlari

degerlendirme yapilacagi giine kadar -86 °C saklanmistir. Sitokin
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seviyelerinin ELISA ile 6l¢iimil igin ependorf tiipleri — 86 °C ‘den gikarilarak
oda isisina getirilmistir. Farkli beta glukan konsantrasyonlari ile uyariimis
ve uyariimamig hacrelerin IL-6, IL-13,TNF-a, IFN-y, IL-12, IL-2 seviyeleri
ticari ELISA kitleriyle prospektisinde yazildidi sekilde yapilarak dlguimus,
absorbanslari spektofotometrik mikroplak okuyucusunda 450 nm’de

deg@erlendiriimis ve protein seviyeleri pikogram cinsinden hesaplanmistir.

3.7.3 Glukanlarin Farkli Konsantrasyonlarinin Dalak Hiicre

Supernatantinda Sitokin Diizeylerine Etkisinin Dederlendirilmesi

Calismada Megazyme laboratuvarindan satin  alinmig
¢6zinmus formda glukanlar kullaniimistir. Glukanlarin deneyleri ayri ayri
cahisiimistir. Deneyde antijen olarak Lipopolisakkarit (LPS) kullaniimistir.
Co6zunmus formda olan Arpa glukani ve S.cerevesia glukani 1000 ug / 100
ul olacak sekilde PBS iginde hazirlanmigtir. Ayrica glukanlardan 1000 ng
/ml; 100pg /ml; 10pg /ml; 1ug /ml; 0,1ug /ml; 0,01ug /ml; 0,001ug /mi
konsantrasyonlar %10 FBS igeren RPMI-1640 iginde hazirlanmistir. LPS
kaltur ortaminda 20 ng/ml olacak sekilde hazirlandi. Herhangi bir glukan
enjeksiyonu yapilmamig farelerin dalak hucreleri klasik metodla izole
edilmigtir.  %4’luk tripan mavisi ile boyanip sayilmis ve canliligi
degerlendiriimis hiicreler 24’1ii kiltir kuyucuklarina 1.10° hiicre /ml olacak
sekilde dagitilmigtir. Farkli konsantrasyonlarda beta glukan igeren besiyeri
hiacreler Uzerine eklendi. Kontrol kuyucuguna yanlizca besiyeri
kullaniimistir. 24 saat sonrasinda supernatantlar toplanarak 10.000 X g 10
dakika santriflij edilerek , Ust sivi sitokin degerlendirmesi icin ependorflar

icinde daha kiiciik miktarlarda ayrilarak - 86 °C ‘ye kaldirild

Hucre kultdr Gst sivisindan IL-2 ,TNF-a., IL-1p, IL-6 ¢aligild!.
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3.7.4 Glukanlarin Farkli Konsantrasyonlarinin Periton

Makrofaj Hucre Supernatantinda  Sitokin  Duzeylerine  Etkisinin

Dedgerlendiriimesi

Calismada Megazyme laboratuvarindan satin  alinmis
¢6zinmis formda glukanlar kullaniimistir. Deneyde antijen olarak
Lipopolisakkarit (LPS) kullaniimistir. Fare peritonundan klasik ydntemle
izole edilen periton makrofaj hlcreleri %4’l0k tripan mavisi ile boyanip
sayillmis ve canli hiicreler 24’1 kultir plate kuyucuklarina 0,5.10° hiicre /ml
olacak sekilde dagitilmistir. Glukan konsantrasyonlari 1000 ug /ml; 100ug
/ml; 10ug /ml; 1pug /ml; 0,1ug /ml; 0,01ug /ml; 0,001ug /ml besiyeri iginde
hazirlanmig ve kuyucuklara dagitiimigtir. Kontrol kuyucuklari olarak sadece
besiyeri iceren ve 20 ng/ml LPS iceren kuyucuklar kullaniimistir. 24 saat
sonrasinda suUpernatantlar toplanarak 10.000 X g 10 dakika santrifyj
edilerek , Ust sivi sitokin dederlendirmesi igin ependorflar icinde daha klguk

miktarlarda ayrilarak - 86 °C'ye kaldirildi
Hucre kultdr Ust sivisindan IL-12 ,TNF-a., IL-18 , IL-6 ¢aligild1.

3.7.5 Glukanlarin, Periton Makrofaj Ve Dalak Hicre Ylzey

Reseptorleri Uzerindeki Etkilerinin Degerlendiriimesi

Glukan uygulanmis ve uygulanmamis farelerin dalak ve
periton boglugundan klasik yontemle toplanmis huicreler %1 BSA (Bovine
Serum Albumine) iceren PBS solusyon icinde suspansiyon haline getirildi.
Suspansiyon icindeki hiicreler 10°/100ul hiicre olacak sekilde ayri ayri non-
tissue kultur kuyucuklarina aktarildi. Buz Uzerindeki hucrelerin Uzerlerine
spesifik olmayan baglanmayi énlemek igin Fc blok etmek igin anti-CD16/32
antikoru kullanildi. Antikor titreleri Uretici firmanin tavsiye ettigi dozlar
Uzerinden hesaplandi. Anti CD16/32 ile 15’ +4°C inklbe edilen hlcreler %1
BSA iceren PBS ile 3 kez yikandiktan sonra PE (Phycoerythrin) ve FITC

(fluorescein isothiocyanate) isaretli fare monoklonal antikorlari kuyucuklara



28

eklenerek 20’ +4 °C de bekletildi. Biotin ile isaretli antikorla yapilan
boyamada ilk olarak Biotin isaretli antikor hticreler Gzerine eklendi ve 20’ +4
°C de inkube edildi. %1 BSA igeren PBS ile 3 kez yikandiktan sonra FITC
(fluorescein isothiocyanate) isaretli streptavidin ve PE isaretli incelenecek
hiuicre ylizey molekiline 6zgil olan monoklonal antikor ile 20" +4 °C de
bekletildi. Deneyde FITC ve PE igaretli; kullanilan fare
immunoglobdlinlerinin isotipleri olan anti IgG ile isaretlenerek negatif kontrol
olarak degerlendirildi. Boyama sonrasinda yine 3 kez yikanan hucreler %2
paraformaldehit iceren PBS icinde stabilize edildi. Akan Hicre Olgiim
cihazina uygun tiplere aktarildi. Ozgul isaretli antikorlar ile boyanan
hlcreler Uzerlerindeki reseptdrler FACS-can (Becton Dickinson) Akan
Hucre Olciim cihaziyla degerlendirildi. Her dérnekten 10.000 hiicre analiz
edildi.

3.8 istatistiksel Degerlendirme

Calismalarin istatistiksel dederlendiriimesi SPSS paket
programinda yapilmigtir. Farkli konsantrasyonlardaki glukanlarin sitokin
yanitlari ve hicre ylzey reseptorlerinin ifadelenme dizeyleri arasindaki fark
ucla gruplarda tek yonli One-Way-ANOVA testi yardimiyla ikili gruplar igin
Bagimsiz Iki Orneklem T Testi (Independent-samples T test) ile yapilmistir.
0,05 anlam dizeyinde test edilmistir. Ug gruplu érnekler icin farkliigin hangi
seviyede kaynaklandiginin tespiti ise ¢oklu karsilastirma deneylerinden
LSD (Post Hock) ile yapilmigtir. Degerlendirmelerin sonucunda p< 0,05

anlamli kabul edilmigtir.
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4 BULGULAR

Saccharomyces cerevisiae ve arpa kokenli B-glukanlarin
¢6zUnur formlarinin imman sistem Gzerine olan etkisi arastirildi. Bu amagla
invitro hucre kultar ¢alismalari ile sitokin salinimi, akis sitometresi ile hucre
yluzeyinde ifadelenen hicre ylzey reseptorlerinin farklilasmasi

degerlendirildi.
Bu arastirmalar sonucunda :
Hucresel immun yanit ve;
Dogal immun yanit Gzerine glukanlarin etkisi degerlendirildi.

Hem hlcresel immun yanit hem de dogal immun yanit igin;
sitokin analizleri ELISA ydntemi, hiucre ylzey reseptorlerinin incelenmesi

akis sitometrik yotem kullanilarak yapildi.
4.1 Hiicresel immiin Yanitin Degerlendirilmesi :

Hucresel immun yaniti degerlendirmek igin invitro g¢aligsmalar
yapildi. Invitro calismalarda Swiss albino farelerden elde edilen dalak
hiicreleri her bir kuyucukta 1x10° / ml hiicre olacak sekilde hiicre kiiltir
kuyucuklarina dagitildi. Hazirlanan dalak hucreleri Uzerine eklenen besiyeri
icinde hazirlanan Saccharomyces cerevisiae ve arpa kodkenli B-glukanlarin
¢ozuanar formlarinin 1000 ug/ml; 100 pg/ml; 10 pg/ml;1 pg/ml; 0,1 pug/ml
konsantrasyonlari ile in vitro kltir kosullari altinda yirmi dort saat 37°C %5
CO; inkubasyona birakildi. 24 saat sonra kultir stUpernatantlari toplandi.
Logaritmik olarak hazirlanan konsantrasyonlar ile yapilan 6n ¢alismalarda
belirlenen doz egrisi diger ¢alismalarda kullanilan dozlar icin belirleyici

olmustur.
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Hazirlanan deney duzeneginde olusan immun yanitin
optimum seviyelerde o&lgulebilmesi icin, kuyucuklardaki hicre sayisi
(1x10%/ml) sabit tutularak cesitli deney parametreleri ayri ayri test edildi.
Deneylerin calisip calismadigini test etmek icin LPS kullanildi. Kiltarlerde
glukan miktarinin etkisini bulmak amaciyla, kultirlere farkli miktarlarda
glukan ilave edildi. Bunun igin hdcre kultir kuyucuklarina dagitilan dalak
hacreleri Gzerine 1000 ug/ml ve 1 pg/ml; konsantrasyonlarinda sSCBG,
sBBG eklendi. Kontrol kuyucuduna vyalnizca besiyeri eklendi. Her
konsantrasyon Uger kuyucuk seklinde galisildi. 24 saat sireyle; 37C° ve %5
CO;, etlivde inkube edildi.

Hucresel immun yanitin degerlendiriimesinde sitokin analizleri:
(IL-1B, TNF-a, IL-2, IL-6 )

4.1.1 Dalak hiicrelerinde 24 saatlik inkilbasyon sonunda

Olculen TNF-o Uzerine glukanlarin etkisi

Co6zandr formda bulunan arpa kokenli glukan dalak hicreleri
Uzerinde sitokin miktarinin doza bagimh olarak artigina neden olmustur.
1ug/ml konsantrasyonda TNF-o degeri= 140,03+ 1,69 pg/ml p<0,05;
1000ug/ml konsantrasyonda TNF-a degeri ise= 166,27 + 8,13 pg/ml p<0,05
olarak bulunmustur ( Grafik, 2 ). S.cerevesia kokenli glukan ise 1 ug/ml
konsantrasyonda bir pik degeri olusturmus ve bu deder kontrole gore
anlamli bulunmustur (1pg/ml konsantrasyonda TNF-o degeri= 190,94
+5,85 pg/ml p<0,05; Grafik,1 ). Yine arpa glukaninin ¢dzundr formu
1000ug/ml konsantrasyonda kontrole gore 1,5 kat TNF-a salinimina neden
olmugken (166,27 + 8,13 pg/ml; Grafik, 2 ); S.cerevesia glukaninin yuksek
konsantrasyonda (1000 ug/ml) uygulanmasi sonrasinda TNF-a degerinde
dusmeye neden olmustur. Fakat Olgllen sitokin duzeyi kontrol degerine
gore istatistiksel olarak anlamli olarak degerlendiriimigtir. Kontrol TNF-
o degeri=  92,20£10,55 pg/ml; sSCBG1000 ug/ml  TNF-o degeri=
145,42+ 10,54 pg/ml p<0,05 (Grafik, 1)
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sSCBG’ nin dalak hicre kiltir ortaminda 24 saat sonra TNF-
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Grafik 1: sSCBG uygulanmis dalak hicre kiltlrlerinde TNF-adegerleri

gosterilmistir. Degerler ortalama =+ ss olarak verilmistir. * p<0,05; ** p<0,05

sBBG’ nin dalak hicre kiltir ortaminda 24 saat sonra TNF-a
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Grafik 2: sBBG uygulanmis dalak htcre kultlrlerinde TNF-adegerleri

gOsterilmistir. Degerler ortalama =+ ss olarak verilmistir. * p<0,05; ** p<0,05
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4.1.2 Dalak hucrelerinde 24 saatlik inkUbasyon sonunda

Olculen IL-1B Uzerine glukanlarin etkisi

Arpa kokenli ¢bzinen formdaki B-glukanin 1000 upg/ml
konsantrasyonlarinda dalak hlcrelerinde 24 saatlik kultirde anlamh IL-13
sitokin salinimina neden olmusken (125,58 + 10,50 pg/ml p<0,05; Grafik, 4 )
arpa kokenli glukanin 1 pg/ml uygulanmasi sonucunda olgllen sitokin
miktar1 kontrole goére anlamli bulunmamistir (105,62+ 10,07 pg/ml p>0,05;
Grafik, 4 ). S.cerevesia’dan elde edilmis olan ¢6zUinUr yapidaki glukan ise 1
ug/ml konsantrasyonda bir pik dederi olusturmus ve bu deger kontrole gore
anlamli bulunmustur (1 pg/ml konsantrasyonda IL-13 seviyesi= 149,86
+8,55 pg/ml  p<0,05;Grafik,3). S.cerevesia  glukanin  ylksek
konsantrasyonda (1000 pg/ml ) uygulanmasi sonrasinda IL-1 degerinde
ise dusme saptanmistir (Grafik 3, 120,51+ 10,50 pg/ml p<0,05 ).

sSCBG’ nin dalak hucre kultir ortaminda 24 saat sonra IL-13

cevabi :
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Grafik 3: sSBG uygulanmig dalak hicre kiltlrlerinde IL-13 degerleri

gOsterilmistir. Degerler ortalama =+ ss olarak verilmistir. * p<0,05; ** p<0,05;



33

sBBG’ nin dalak hicre kiltlr ortaminda 24 saat sonra IL-

1B cevabi :
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Grafik 4: sBBG uygulanmis dalak hicre kiltirlerinde IL-18 degerleri

gosterilmistir. Degerler ortalama = ss olarak verilmigstir. * p>0,05; ** p<0,05

4.1.3 Dalak hucrelerinde 24 saatlik inkUbasyon sonunda

Olculen IL-2 Uzerine glukanlarin etkisi

Deneyde kullanilan  ¢bézunur formdaki arpadan ve
S.cerevesia’dan elde edilen glukanlarin 1000ug/ml ve 1ug/ml uygulanmasi
sonrasinda dalak hucreleri Uzerinde 24 saatlik inkibasyonda olgllen IL-2
sitokin duzeyleri Uzerine kontrol gruplarina goére anlamh bir etkisi
bulunmamistir (Grafik, 5; 6; p>0,05).
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sSCBG’ nin dalak hcre kiltur ortaminda 24 saat sonra IL-2

cevabi
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Grafik 5: sSCBG uygulanmis dalak hcre kiltirlerinde IL-2 degerleri

gosterilmistir. Degerler ortalama = ss olarak verilmistir. p>0,05

sBBG’ nin dalak hucre kultir ortaminda 24 saat sonra IL-2

cevabi
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Grafik 6: sBBG uygulanmis dalak hicre kiltirlerinde IL-2 degerleri

gOsterilmistir. Degerler ortalama =+ ss olarak verilmistir. p>0,05

4.1.4 Dalak hucrelerinde 24 saatlik inkUbasyon sonunda

Olculen IL-6 Uzerine glukanlarin etkisi

Arpa kokenli ¢dzinen formdaki B-glukan 1000 upg/ml
konsantrasyonlarinda dalak hicrelerinde 24 saatlik kultirde anlamli |IL-6
sitokin salinimina neden olmustur (Grafik, 8; 17,31+0,89 pg/ml p<0,05).

Yine arpa kokenli glukanin 1ug/ml konsantrasyonda anlamli sitokin cevabi
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gorulmemistir (Grafik, 8; 13,73+0,87 pg/ml p>0,05 ). S.cerevesia kokenli
glukanda ise dalak hucrelerinde 1 ug/ml konsantrasyonda bir pik degeri
olusmus ve bu deger kontrole gore anlamli bulunmustur (Grafik, 7; 18,03
+ 0,50 pg/ml p>0,05 ). S.cerevesia glukanin yuksek konsantrasyonda (1000
ug/ml ) uygulanmasi sonrasinda |IL-6 dederinde de diusme saptanmistir ve
bu dozda sSCBG’nin uyardigi sitokin seviyesi kontrole gbére anlamli
bulunmamistir (Grafik, 7; 13,56 + 0,50 pg/ml p>0,05 ).

SCBG' nin dalak hcre kultiir ortaminda 24 saat sonra IL-6

cevabi
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Grafik 7: sSCBG uygulanmis dalak htcre kultirlerinde IL-6 degerleri

gOsterilmistir. Degerler ortalama = ss olarak verilmistir. * p<0,05; ** p>0,05
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sBBG’ nin dalak hucre kiltir ortaminda 24 saat sonra IL-6

cevabi
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Grafik 8: sBBG uygulanmis dalak hicre kiltirlerinde IL-6 degerleri

gosterilmistir. Degerler ortalama = ss olarak verilmigstir. * p>0,05; ** p<0,05
4.2 Dogal immiin Yanitin Degerlendirilmesi :

Dogal immun yanitt degerlendirmek igin; Swiss albino
farelerden elde edilen periton makrofaj hiicreleri her bir kuyucukta 0,5x10° /
ml hdcre olacak sekilde hicre kultir kuyucuklarina dagitildi. Dagitilan
periton makrofaj hicreleri 4 saat inkibasyon sonrasi ¢ kez PBS ile
yikandiktan sonra 2 saat daha hiicre besiyeri icinde 37C° %5 CO; de
inkiibe edildi. Hazirlanan periton makrofaj hicreleri Uzerine besiyeri iginde
hazirlanan S. cerevisiae ve arpa kokenli B-glukanlarin ¢ézunur formlarinin
1000 pg/ml; 100 pg/ml; 10 pg/ml; 1 ug/ml; 0,1 ug/ml konsantrasyonlari
eklendi ve invitro kultlr kosullari altinda yirmi dort saat 37°C %5 CO,
inkibasyona birakildi. 24 saat sonra kdltir supernatantlari toplandi.
Logaritmik olarak hazirlanan konsantrasyonlar ile yapilan 6n ¢alismalarda
belirlenen doz egrisi diger calismalarda kullanilan dozlar igin belirleyici

olmustur.

Hazirlanan deney duzeneginde olugsan immun yanitin
optimum seviyelerde o&lgulebilmesi icin, kuyucuklardaki hicre sayisi
(0,5x10%/ml) sabit tutularak cesitli deney parametreleri ayri ayri test edildi.

Deneylerin galisip ¢alismadigini test etmek igin LPS kullanildi. Kultirlerde
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glukan miktarinin etkisini saptamak amaciyla, kultirlere farkli miktarlarda
glukan ilave edildi. Bunun igin hucre kultir kuyucuklarina dagitilan periton
makrofaj hucreleri Uzerine 1000ug/ml; 10ug/ml; 1 ug/mil;
konsantrasyonlarinda sSCBG, sBBG eklendi. Kontrol kuyucuduna yalnizca
besiyeri eklendi. Her konsantrasyon Uger kuyucuk seklinde c¢alisildi. 24 saat
sureyle; 37C° ve %5 CO, etlivde inkiibe edildi.

Dogal immun yanitin de@erlendiriimesinde sitokin analizleri:
IL-1B, TNF-a, IL-12p40, IL-6

4.2.1 Periton Makrofaj hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon

sonunda olculen TNF-o Uzerine glukanlarin etkisi

Arpa kokenli ¢ozinlur formdaki glukan (sBBG) uygulanan
hlcre kultarlerinde; 1ug/ml ve 10ug/ml konsantrasyonlarda anlamli sitokin
salinimi gértulmezken; 1000ug/ml konsantrasyonda kontrol gurbuna gére
anlamli sitokin salinimi olmustur (Sekil,10; *p>0,05; **p>0,05; ***p<0,05). S.
Cerevisiae elde edilen ¢ozinlur formda bulunan glukan en yuksek sitokin
seviyesini 1ug/ml konsantrasyonda vermistir (Grafik,9; sSCBG 1ug/ml
konsantrasyonda TNF-o degeri=1515,48 + 11,76 pg/ml *p<0,05 ). Bu
deger arpadan elde edilen glukanin 1000ug/ml de olgulen sitokin
seviyesinin (Grafik,10; 504,76+ 15,69 pg/ml ) 3 kati kadardir. sSCBG
1ug/ml; 10ug/ml ve konsantrasyonda Olgulen sitokin seviyesi kontrol
grubuna gére anlamli  olarak  ylksek bulunmustur (Grafik,9;
*p<0,05;**p<0,05). 1000ug/ml konsantrasyonda olgulen sitokin seviyesi
1ug/ml  konsantrasyonda Olgulen sitokin seviyesine gore dusme
gOstermistir. Fakat kontrol grubuna gore anlamli olarak yuksek bulunmustur
(Grafik,9; Kontrol TNF-a degeri=129,92+ 5,02 pg/ml; sSCBG 1000ug/ml
TNF-a degeri= 1016,71 + 10,17 pg/ml ***p<0,05)
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sSCBG’ nin periton makrofaj hicre kulttir ortaminda 24 saat

sonra TNF-a cevabi
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Grafik 9: sSCBG uygulanmis periton makrofaj hiicre kultirlerinde TNF-o
degerleri gosterilmistir. Degerler ortalama =+ ss olarak verilmistir.*p<0,05;** p<0,05
*k% p<0’05

sBBG’ nin periton makrofaj hlcre kiltir ortaminda 24 saat

sonra TNF-a cevabi
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Grafik 10: sBBG uygulanmis periton makrofaj hlicre kulttrlerinde TNF-o
degerleri gosterilmistir. Degerler ortalama =+ ss olarak verilmistir.*p>0,05;** p>0,05
*kk p<0’05

4.2.2 Periton Makrofaj hlcrelerinde 24 saatlik inkiibasyon

sonunda olculen IL-18 Uzerine glukanlarin etkisi

Arpa kokenli ¢ozunlr formdaki glukan (sBBG) TNF-a

cevabinda oldugu gibi 1 ug/ml, 10 ug/ml konsantrasyonda anlamli sitokin
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salinimina neden olmazken 1000 pug/ml konsantrasyonda kontrol grubuna
gore sitokin saliniminin yuksekligi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Grafik,12; *p>0,05; **p>0,05; ***p<0,05 ). Arpadan elde edilen glukanin
1000ug/ml de olgllen sitokin seviyesi (Grafik, 12; 287,34+ 12,91 pg/ml )
olarak bulunmustur. S. Cerevisiae elde edilen ¢o6zinlr formda bulunan
glukan (sSCBG) ise 1 ug/ml, 10 ug/ml konsantrasyonda kontrol grubuna
gbre anlamli sitokin salinimina neden olmugken en yuksek degerini 1 pug/ml
konsantrasyonda vermistir (Grafik,11; 1 ug/ml konsantrasyonda &lgtlen IL-
18 dizeyi 574,56 + 21,10 pg/ml). Yine ¢6ziniUr B-glukanlarin yuksek
konsantrasyonda (1000 pg/ml) uygulanmasi 1 ug/ml konsantrasyonda
Olctlen IL-1p sitokin seviyesine gore dusus gostermistir. Fakat kontrol
grubuna goére anlamli olarak yuksek bulunmustur. (Grafik,11; Kontrol IL-13
degeri=118,55+ 5,97 pg/ml; sSCBG 1000 pg/ml IL-13 degeri= 279,01 +
12,91 pg/ml ***p<0,05)

sSCBG’ nin periton makrofaj hlicre kultir ortaminda 24 saat

sonra IL-1p cevabi
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Grafik 11: sSCBG uygulanmig periton makrofaj hlcre kdlturlerinde 1L-1p
degerleri gosterilmistir. Dederler ortalama = ss olarak verilmistir.*p<0,05;** p<0,05
*kk p<0’05
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sBBG’ nin periton makrofaj hlcre kiltir ortaminda 24 saat

sonra IL-1p cevabi
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Grafik 12: sBBG uygulanmis periton makrofaj hicre kulttrlerinde IL-1
degerleri gosterilmistir. Degerler ortalama =+ ss olarak verilmistir.*p>0,05;** p>0,05
*k% p<0’05

4.2.3 Periton Makrofaj hilicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon

sonunda olculen IL-6 Uzerine glukanlarin etkisi

Arpa kokenli ¢oézundr glukan 1 pg/ml konsantrasyonda
istatistiksel olarak anlamli sitokin salinimina neden olmazken; 10 ug/ml,
1000 pg/ml konsantrasyonda olgllen sitokin miktari kontrol grubuna gore
anlamli olarak yuksek bulunmustur (Grafik,14;*p>0,05;**p<0,05; ***p<0,05).
S.cerevesia kokenli ¢dzunur formdaki glukan 1 ug/ml konsantrasyonda bir
pik dederi olusturmus ve bu deger kontrole gore anlamli bulunmustur
(Grafik,13; p<0,05). sSCBG 10 pg/ml, 1000 pg/ml konsantrasyonda
uygulanmasi da kontrol grubuna gore anlamli olarak yUksek sitokin
salinimina neden olmustur (Grafik,13; *p<0,05; **p<0,05 ). sSCBG’'nin en
yuksek sitokin degerini verdigi 1 ug/ml élgtlen deder sBBG’ nin en yuksek
degerinden (1000 pg/ml) yliksek bulunmustur (Grafik, 13; sSCBG 1 pug/ml
konsantrasyonda IL-6 dederi= 517,54+6,63 pg/ml; Grafik,14; sBBG
1000ug/ml  konsantrasyonda IL-6 degeri= 364,52 +43,62 pg/ml).
S.cerevesia glukaninin yuksek konsantrasyonda (1000 ug/ml ) uygulanmasi

sonrasinda &lgulen IL-6 sitokin seviyesi 1ug/ml konsantrasyonda olgulen
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sitokin seviyesine gore dusus gostermistir. Fakat kontrol grubuna goére
anlamli olarak yuksek bulunmustur. (Grafik,13; Kontrol IL-6 dederi= 41,61+
1,46 pg/ml; sSCBG 1000ug/ml IL-6 degeri= 222,93 + 11,63 pg/ml
***p<0,05)

sSCBG’ nin periton makrofaj hticre kultir ortaminda 24 saat

sonra IL-6 cevabi
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Grafik 13: sSCBG uygulanmis periton makrofaj hicre kiltirlerinde 1L-6
degerleri gosterilmistir. Dederler ortalama = ss olarak verilmistir.*p<0,05;** p<0,05
*kk p<0’05

sBBG’ nin periton makrofaj hicre kultir ortaminda 24 saat

sonra IL-6 cevabi
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Grafik 14: sBBG uygulanmis periton makrofaj hicre kdlttrlerinde IL-6
degerleri gosterilmistir. Degerler ortalama =+ ss olarak verilmistir.*p>0,05;** p<0,05
Hokek p<0’05
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4.2.4 Periton Makrofaj hicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon

sonunda olculen IL-12p40 Uzerine glukanlarin etkisi

S.cerevesia kokenli ¢6zunur formdaki glukanin 1ug/ml,
10ug/ml,  1000ug/ml  konsantrasyonlarinin  periton makrofaj hucreleri
Uzerinde 24 saatlik inkibasyonda dlgulen IL-12p40 sitokin duzeyleri Uzerine
anlaml bir etkisi bulunmamistir (Grafik,15; p>0,05). sBBG glukanin 1000
ug/ml de uyardigi sitokin seviyesi kontrole gére biraz daha yutksek olarak
Olclilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. (Grafik,16;
Kontrol IL-12p40 degeri=6,52 + 0,02 pg/ml; pg/ml; sBBG 1000ug/ml IL-
12p40 degeri= 8,67 + 2,33 pg/ml *p>0,05 ). sBBG glukanin 1 ug/ml ve 10
ug/ml konsantrasyonda uyardidi sitokin seviyesi kontrole goére anlamli
bulunmamistir (Grafik,16; p>0,05)

sSCBG’ nin periton makrofaj hlicre kiltur ortaminda 24 saatlik

inkiibasyonda IL-12p40 cevabi asagidaki grafikte gdsterilmistir.
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Grafik 15: sSCBG uygulanmis periton makrofaj hlicre kulttrlerinde IL-

12p40 degerleri gosterilmistir.Dederler ortalama = ss olarak verilmistir.p>0,05
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sBBG’ nin periton makrofaj hicre kiltir ortaminda 24 saatlik

inkiibasyonda IL-12p40 cevabi asagdidaki grafikte gdsterilmistir.
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Grafik 16: sBBG uygulanmis periton makrofaj hiicre kilttrlerinde I1L-12p40

degerleri gosterilmistir. De@erler ortalama = ss olarak verilmistir.*p>0,05
4.3 Hicre Yiizey Reseptorlerinin Degerlendirilmesi

Hucre yuzey reseptorleri Uzerine beta glukanin etkisini
degerlendirmek igin ¢6zinlr formdaki glukanlardan hem arpa kokenli
hemde S.cerevesia kokenli glukanlar PBS iginde 1000ug/100ul;
konsantrasyonlarda hazirlanmislardir. Birbirini takip eden dort gun boyunca
8-10 haftalik farelerin periton iglerine 100ul olarak enjekte edilmistir. Her
grupta Uc¢ fare kullaniimistir. 4.gin sonunda periton makrofaj hucreleri
periton bosugundan klasik yontem ile besiyeri iginde toplanmistir. Bu
farelerin dalaklari da es zamanli olarak alinmistir. Toplanan periton
makrofaj ve dalak hiicreleri 1X10° /100ul olacak sekilde kuyucuklara
dagitiimistir. Floresans ( FITC ve PE ) isaretli monoklonal antikorlar ile buz
Uzerinde boyanmistir. Boyanan hilcreler Uzerinde antikorlar %2
paraformaldehit iceren PBS icinde stabilize edilmistir. Akis Sitometre

cihazinda her dérnekten 10.000 hucre analiz edilmigtir.
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4.3.1 Dalak Hiicre Yiizey Reseptorleri Uzerine Glukanin Etkisi

Dort glin boyunca birbiri ardinca periton i¢i enjeksiyon
yapilmig farelerden izole edilen dalak hicreleri floresans isaretli monoklonal
antikorlar ile standardize edilmis teknik yontemle boyanmistir. Akis
sitometrik yontemle analiz edilen hicrelerde glukanin CD4+ ve CD8+ hicre
gruplar Uzerinde CD25, CD69, CD62L, CD45R, CD45RB varligina
glukanin etkisinin arastiriimasi i¢in ayri ayri ikili boyamalar yapilmistir. Yine
CD19+ hulcre grubunda CD86, CD80, ICAM-I, MHC-class Il hlcre yluzey
reseptorleri Uzerine glukanin etkisinin arastiriimasi icin monoklonal
antikorlar ile ikili boyamalar yapiimistir. CD4+ T hacreler Uzerinde
ifadelenen CD25 hicre ylzey reseptort varhidi acisindan; sSCBG
uygulanmis farelerde kontrole gére anlamh farkhlik goriimemistir.
(Grafik,17; kontrol fare CD4+CD25+ =%2,9+0,9; sSCBG fare CD4+CD25+
=%2,2+1,2 p>0,05 ). Yine CD4+ T hucreleri Uzerinde ifadelenen CD69
reseptorinde sSCBG uygulanmis farelerde kontrole gore anlamli degisiklik
bulunmamistir (Grafik,18; Kontrol fare CD4+CD69+ =%3,0+1,5; sSCBG
fare CD4+CD69+ =%3,1+ 1,44 p>0,05 ). sSCBG uygulanmasi sonrasinda
CD4+ T hucrelerinde CD62L ifadelenmesinde yuzde olarak kontrole gore
anlamli bir artis saptanmistir (Grafik,19; Kontrol fare CD4+CD62L+ =%10,3
+1,38; sSCBG fare CD4+CD62L+ =%18,3 +3,44 p<0,05 ). Glukan
uygulamasi  sonrasinda CD4+  hicrelerde ifadelenen  CD45R
reseptorlerindeki artis  kontrol grubuna gbére anlamh  bulunmamistir
(Grafik,20; Kontrol fare CD4+CD45R+ =%2,4+0,35; sSCBG fare
CD4+CD45R+ =%2,7+0,87 p>0,05). CD4+ T hacrelerinde ifadelenen
CDA45RB reseptorlerindeki artis anlamli bulunmustur (Grafik,21; Kontrol fare
CD4+CD45RB+ =%14,7+ 1,37; sSCBG fare CD4+CD45RB+ =%22,2+ 2,64
p<0,05).

Glukan wuygulanan farelerde CD8+ T hucreler Uzerinde
ifadelenen CD25 ve CD69 reseptor yuzdelerinde kontrol grubuna goére
anlamh farkhhk bulunmamistir (Grafik,22; kontrol fare CD8+CD25+
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=%1,2+0,15; sSCBG fare CD4+CD25+ =%1,1+0,2 p>0,05; Grafik,23;
kontrol fare CD8+CD69+ =%1,7+0,25; sSCBG fare CD4+CD69+
=%1,8+£0,4 p>0,05). CD8+T hucreler Uzerinde glukan uygulamasi sonrasi
CD62L + hlcre yuzdesinde kontrole gore anlamli bir azalma goériimustir.
(Grafik,24; kontrol fare CD8+CD62L+ =%12,4+1,8; sSCBG fare
CD8+CD62L+ =%5,3+ 0,93 p<0,05 ). Glukan uygulanan farelerde CD8+ T
hlcreler Gzerinde ifadelenen CD45R resoptérinde anlamli bir farkhlik
bulunmazken CD45RB ifadelenmesinde azalma goérulmustir. Bu azalma
kontrol grubuna goére anlamh bulunmustur (Grafik,25; kontrol fare
CD8+CD45R+ =%2,5+0,52; sSCBG fare CD8+CD45R+ =%1,9+0,5
p>0,05; Grafik,26; kontrol fare CD8+CD45RB+ =%14,8+ 0,85; sSCBG fare
CD8+CD45R+ =%6,1+0,9 p<0,05).

CD19+ B hucreler Uzerinde bulunan ve ko-stimllasyonda
gorevli reseptdrlerden olan CD86 ve CD80 ifadelenmesinde sSCBG
uygulanmig fare grubunda, kontrol fare grubuna goére artis gorlimustar.
(Grafik,27; kontrol fare CD19+CD86+ =%6,7+1,3ss; sSCBG fare
CD19+CD86+ =%9,0+ 0,66 p<0,05; Grafik,28; kontrol fare CD19+CD80+
=%6,1+0,75; sSCBG fare CD19+CD80+ =%7,9+0,6 p<0,05 ). Yine
glukan uygulanmis fare grubunda CD19+ hucreler Uzerinde MHC class-lI
ve ICAM-|I ifadelenmesinde kontrol grubuna goére artis saptanmistir
(Grafik,29; kontrol fare CD19+ MHC class-ll1+ =%61,1+ 1,66; sSCBG fare
CD19+ MHC class-lI+ =%67,0+£0,88 p<0,05; Grafik,30; kontrol fare
CD19+ICAM-1+ =%4,0+0,8; sSCBG fare CD19+ICAM-I+ =%6,0+0,9
p<0,05).
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Grafik,17 : sSCBG uygulanmis ve uygulanmamig fare dalak hicrelerinde
CD4+CD25+ hiicre ylzde degerleri gosterilmistir. Degerler ortalama = ss olarak verilmistir.
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Grafik,18 : sSCBG uygulanmis ve uygulanmamis fare dalak hilcrelerinde

CD4+CD69+ hiicre ylzde degerleri gosterilmistir. Degerler ortalama = ss olarak verilmigtir.
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Grafik,19 : sSCBG uygulanmis ve uygulanmamis fare dalak hlcrelerinde
CD4+CD62L+ hiicre ylzde degerleri gosteriimistir. Degerler ortalama = ss olarak

verilmistir. p<0,05
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Grafik,20 : sSCBG uygulanmis ve uygulanmamis fare dalak hlcrelerinde
CD4+CD45R+ hiicre ylzde degerleri gosterilmistir. Degerler ortalama =+ ss olarak
verilmistir. p>0,05
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Grafik,21 : sSCBG uygulanmis ve uygulanmamis fare dalak hicrelerinde
CD4+CD45RB+ hiicre ylzde degerleri gosterilmistir. Dederler ortalama = ss olarak
verilmistir. p<0,05
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Grafik,22 : sSCBG uygulanmis ve uygulanmamis fare dalak hicrelerinde
CD8+CD25+ hiicre ylzde dederleri gosterilmistir. Degerler ortalama = ss olarak verilmistir.
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Grafik,23 : sSCBG uygulanmis ve uygulanmamis fare dalak hicrelerinde
CD8+CD69+ hiicre ylzde dederleri gosterilmistir. Degerler ortalama = ss olarak verilmistir.
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Grafik,24 : sSCBG uygulanmis ve uygulanmamis fare dalak hlcrelerinde
CD8+CD62L+ hiicre ylizde degerleri gosterilmistir. Degerler ortalama =+ ss olarak

verilmistir. p<0,05
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Grafik,25 : sSCBG uygulanmis ve uygulanmamis fare dalak hicrelerinde
CD8+CD45R+ hicre ylzde degerleri gosterilmistir. Degerler ortalama =+ ss olarak

verilmigtir. p>0,05
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Grafik,26 : sSCBG uygulanmis ve uygulanmamis fare dalak hiicrelerinde
CD8+CD45RB+ hiicre yilizde degerleri gosterilmistir. Dederler ortalama = ss olarak

verilmistir. p<0,05



50

e

MO

Kaontrol sSCBG

CDI9+CDE6+ hitcre viizdes:
m

Grafik,27 : sSCBG uygulanmis ve uygulanmamis fare dalak hlcrelerinde
CD19+CD86+ hiicre ylzde degerleri gosteriimistir. Degerler ortalama = ss olarak

verilmistir. p<0,05
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Grafik,28 : sSCBG uygulanmis ve uygulanmamis fare dalak hiicrelerinde
CD19+CD80+ hiicre ylzde degerleri gosterilmistir. Degerler ortalama = ss olarak

verilmigtir. p<0,05
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Grafik,29 : sSCBG uygulanmis ve uygulanmamis fare dalak hiicrelerinde
CD19+MHC class-lI+ hiicre yilizde de@erleri gosterilmistir. Dederler ortalamax ss olarak

verilmigtir. p<0,05
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Grafik,30 : sSCBG uygulanmis ve uygulanmamis fare dalak hlcrelerinde
CD19+ICAM-I+ hicre vylzde degerleri gosteriimistir. Degerler ortalamaz ss olarak

verilmistir. p<0,05

4.3.2 Periton Makrofaj Hiicre Yluzey Reseptorlerine Glukanin
Etkisi

Doért glin boyunca birbiri ardinca periton i¢i enjeksiyon
yapilmis farelerden izole edilen periton makrofaj htcreleri floresans isaretli
monoklonal antikorlar ile standardize edilmis teknik yontemle boyanmistir.
Akis sitometrik yontemle analiz edilen hucrelerde makrofajlara 6zgin olan

anti F4/80 monoklonal antikoru kullanilarak makrofajlar belirlenmigtir.
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Belirlenen makrofajlar tzerinde bulunan CD86, CD80, ICAM-I, MHC-class I
,CD11b ifadelenmesine glukanin etkisinin arastiriimasi igin ayri ayri ikili
boyamalar yapilmistir. F4/80+ hucreler Uzerinde ifadelenen CD86 hucre
ylzey reseptoru varli§i agisindan; sSCBG ve sBBG uygulanmis farelerde
kontrol grubuna goére anlamli bir artig gorulmustir. Ayni zamanda
S.cerevesia kokenli ¢ozinUr formdaki glukanin etkisi arpadan elde edilmis
olan glukanin etkisinden daha fazla gorulmustir. Ve sSCBG’nin etkisinin
sBBG’nin etkisinden farki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
(Grafik,31; kontrol fare F4/80+CD86+ =%16,6+1,28 ;sSCBG fare
F4/80+CD86+ =%46,8+ 2,83 p<0,05; sBBG F4/80+CD86+ =%37,2+ 1,56
p<0,05 ; Grafik,32; kontrol fare F4780+CD80+ =%16,0+1,5; sSCBG fare
F4/80+CD86+ =%47,6+ 3,23 p<0,05; sBBG F4/80+CD86+ =%33,7+ 1,68
p<0,05). F4/80+ hucreler Uzerinde ifadelenen MHC class-Il reseptor
dizeyinde glukan uygulama sonrasinda artis saptanmigtir. Arpa kokenli
¢6zunur formdaki glukanin MHC class-Il reseptorler Uzerine olan etkisinin
S.cerevesia kokenli ¢ozUnur formdaki glukanin etkisinden fazla olmasi
istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (Grafik,33; kontrol fare F4/80+MHC
class-ll+ =%16,8+0,95; sSCBG fare F4/80+MHC class-Il+ =%32,9+ 2,57
p<0,05; sBBG F4/80+MHC class-ll+ =%42,6+3,97 p<0,05 ). Periton
makrofaj hucreleri Uzerinde ifadelenen ICAM-I adezyon molekulindn
glukan uygulanan farelerde kontrole goére artmis oldugu goértlmasttr. Ayni
zamanda sSCBG uygulanmig farelerin ICAM-1 reseptdru Uzerine olan etkisi
arpadan elde edilen glukanin etkisinden daha gugli oldugu gozlenmistir. Bu
etki farklihgi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (Grafik,34; kontrol fare
F4/80+ICAM-1+ =%17,3+ 1,27; sSCBG fare F4/80+ICAM-I+ =%50,3+ 3,17
p<0,05; sBBG F4/80+ICAM-I+ =%39,0+ 1,86 p<0,05 ). Periton makrofaj
hlcreleri Gzerinde ifadelenen CD11b reseptdru Uzerine glukanin etkisi
arastinldiginda ise, kontrol grubuna goére glukanin uygulandigi farelerde
CD11b hicre ylzey reseptoérinin de arttigi gézlenmigstir. Yine sSCBG
uygulanmis farelerde sBBG uygulanmis fareye gore artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. (Grafik,35; kontrol fare F4/80+ CD11b+ =%19,8+1,5;
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sSCBG fare F4/80+ CD11b+ =%64,5 + 2,86 p<0,05; sBBG F4/80+ CD11b+
=%43,7 + 1,85 p<0,05 )
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Grafik, 31 : sSCBG; sBBG ve sadece PBS uygulanmis fare periton
makrofaj hicrelerinde F4/80+CD86+ hicre ylzde degerleri gosteriimistir. Degerler

ortalama = ss olarak verilmistir. *p<0,05; **p<0,05

g

%

. [

Kontrol sSCBG sBBG

F4/80+CD80+ hiicre yiizdesi
3

Grafik,32 : sSCBG; sBBG ve sadece PBS uygulanmis fare periton
makrofaj hucrelerinde F4/80+CD80+ hicre ylzde degerleri gosterilmistir. Degerler

ortalama = ss olarak verilmistir. *p<0,05; **p<0,05
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Grafik,33 : sSCBG; sBBG ve sadece PBS uygulanmis fare periton
makrofaj hucrelerinde F4/80+MHC class-II+ hicre ylizde degerleri gosterilmistir. Degerler

ortalama = ss olarak verilmistir. *p<0,05; **p<0,05
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Grafik,34 : sSCBG; sBBG ve sadece PBS uygulanmis fare periton
makrofaj hucrelerinde F4/80+ICAM-I+ hlicre ylzde degerleri gosterilmistir. Degerler

ortalama = ss olarak verilmistir. *p<0,05; **p<0,05
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Grafik,35 : sSCBG; sBBG ve sadece PBS uygulanmis fare periton
makrofaj hucrelerinde F4/80+CD11b+ hicre ylzde degerleri gosterilmistir. Degerler

ortalama = ss olarak verilmistir. *p<0,05; **p<0,05
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Literatlrde glukanin gesitli biyolojik sistemler Uzerine etkisinin

tanimlandigi galismalar bulunmaktadir.>#78

Bu calismalarin bir kismi
digerleriyle gercek bir celiski hatta tutarsizlik icindedir.” Bu nedenle
calismalardan anlamh ve kapsamli bir sonu¢ ¢ikarmak ¢ok da mumkun
olmamaktadir. Caligmalarda farkli glukan preparatlarinin ve biyolojik
sistemlerin kullaniimasi ve hicre duvar yapisinda bulunan glukanin degisik
miktarlarda olmasinin buna sebep oldugu dusunulmektedir. Bunun igin
yapilan degerlendirmelerde kullanilan glukanlarin kimyasal olarak saf
olmasi 6nemli kabul edilmistir.?” B -(1,3) glukani c¢dziinir forma
getirebilmek igin cesitli prosedurler gelistirimeye calisiimistir.  (6r:
sulfanilasyon, sulfasyon, fosfatyon ve karboksimetilasyon, asit ve alkali

hidroliz, enzimatik parcalama )'#47:9'

Bu karbonhidrat molekdullerinin etkinliginin belirlenmesinde
hangi reseptorlere baglandiklarinin ve sonrasinda hangi sinyal ileti
yolaklarinin  aktive  oldugunun bilinmesi  gerekmektedir.  Glukan
polimerlerinin noétrofil ve makrofaj hicre serilerine baglandiklari, immun
sistemi uyardiklari, infeksiyonlara karsi direng sagladiklari bir c¢ok
calismada goOsteriimis olmasina ragmen huicresel ve molekiler

mekanizmalarina tam bir agiklik getirilememigtir.56

Dogal immun yanittan, kazanilmis immudn yanita gegiste ve
immun homeostazin regulasyonunda; dogal immuUn yanit hdcreleri bir
kavsak noktasi olusturmakta ve antijene nasil yanit olusturulacagini
belirlemede oldukga O6nemli goéreviere sahip bulunmaktadirlar.®® Dogal
immadn yanitin neyi antijen olarak belirleyip immudn cevap olugturacagi
oldukga 6nemlidir. Olusan sitokinler, immun yanitla ilgili farkli htcreleri,
hiucre yuzeyindeki 6zgul reseptorlerine baglanarak ve dig ortami uyaran

sinyalleri olusturarak farkli sekillerde etkilemektedir. Sonugta lokal veya
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sistemik  degisik biyolojik  fonksiyonlarin olusumuna aracilik

etmektedir.?1%2%

Yapilan c¢alismalarda, glukan polimerlerinin reseptorlerine
badlanarak yanit olusturabilmesi icin fiziksel ve kimyasal birtakim
parametrelere sahip olmasi gerektigi soylenmektedir. Ancak bu
immunomodulator dzellikler ile bu parametreler arasindaki iligki tam olarak
tanimlanamamistir.®®  Yine immiin hiicreler Gizerindeki reseptorlerin glukan
polimerlerine olan &zgullugunun derecesinin  degiskenligi kadar, bu
molekdillerin reseptorlerine afinitelerinin birbirleri arasinda da farklihgi s6z

konusudur.®®%”

Dogal immun yanitta patojenle karsilasan epitel ve makrofaj
hdcrelerinden salinan TNF-a ve IL-18 hem salindiklari hicreler Uzerinde
hem de profesyonel antijen sunan hicreler Gzerinde etki ederler. TNF-o’nin
makrofajlarda fagositozu artirdi§i da yapilan c¢alismalarda gdsterilmistir.
Proinflamatuvar sitokinlerden olan IL-13 ve TNF-a hicrelerden
Prostaglandin E2, Platelet faktor ve Nitrik oksid (NO) Uretimini uyarir.
Porinflamatuvar 6zelliklerinin yaninda IL-1’in hlcreler arasi adezyon
molekllt olan ICAM-1, mezenkimal hucreler ve endotelyal hucreler
Uzerinde vaskuller hicre adezyon molekulu-1 (VCAM-1) ifadelenmesini

artirdigi bilinmektedir."”

S.cerevisiae dan elde edilmig farkh yapilardaki glukanlar ile
yapiimis birgok c¢alismada (1-3);(1-6)-p-D yapidaki glukanin immuno

modilatér etkinligi  kanitlanmigtir,14:37:43:47.48.78.82

Bu c¢alismalar mantar
glukan polimerlerinin patern-taniyici reseptorlere baglandigi konusunda bir
delil olmaktadir.*®> Brown ve Gordon tarafindan beta glukan polimerlerinin
0zgul reseptdrl olarak taninan Dectin-1 molekllinin farkli baglar iceren
bazi glukan partiklllerini tanimadidi gosterilmistir. Bunlar arasinda (1-4)

bagli seliiloz ve o badi iceren mannan sayilabilir.®
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Bizim ¢alismamizda iki farkh kaynaktan elde edilmis farkli
molekuller agirlik, yapisal boyut ve 6zellik gosteren iki glukan polimerinin
immUn sistem Uzerine olan etkisi arastirilarak, glukanlarin immin
duzenleyici Ozellikleri hakkinda genel bir degerlendirme yapilmaya

calisiimistir.

Calismada hem periton makrofajlari, hem de dalak hucreleri
Uzerinde (1-3) bagh zincir Uzerinde %3 oraninda (1-6) bagh dallanma
goOsteren ve alkali ortamda ¢dzlnen S.cerevisiae’dan elde edilmis glukan
kullaniimistir.  Glukan polimerinin  deneylerde kullanilan  logaritmik
konsantrasyonlarindan; 1ug/ml kullanim dozunda optimal etkiyi verdigi;
yuksek konsantrasyonlarinda kullaniimasinin ise TNF-a, IL-18 ve IL-6
sitokinleri Uzerinde inhibitor etki yapti§i gosterilmigtir. Dalak hucre
kaltirinde 24. saatte hicre kdltar Ust sivisinda dlgllen IL-2 sitokin
seviyelerinde ise bir degisiklik gorilmemistir. Yine S.cerevisiae’dan elde
edilmis glukan bizim deneylerimizde periton makrofajlar tzerinde 1L-12p40
sitokin yaniti olusturmamigtir. Literatirde (1-3)--D ve (1-3);(1-6)-B-D
yapidaki glukan polimerleri ile yapilmis ¢alismalarda da TNF-a, IL-1f ve IL-
6 sitokinleri Uzerinde benzer etkiler verdigi ancak IL-12 ve 2 sitokin

saliniminin arttigini gésteren yayinlar bulunmaktadr,43:47:48.:63.81.88

Vetvicka V. ve arkadaslar®’, 2007 ; sulfatianmis, sentetik
olarak uretilen lentinan’in uygulandigi dalak hucre kulturlerinde 72. saatte
IL-2 saliniminda artis gostermislerdir. Pelizon A.C. ve arkadaslari®®, 2005;
S.cerevisiae glukan derivesinin invivo verildigi farelerin dalak hucre
kaltarlerinde IL-12 saliniminda artis saptamisglarken, invitro kiltir ortamina
direk verildiginde sitokin saliniminin olmadigini sdylemektedirler. Kubala L.
ve arkadaslari®®, 2003; kokenleri farkli glukan polimerlerinin periton
makrofaj kilturlerinde IL-6, TNF-a, IL-8 salinimlarini degerlendirmis glukan
polimerlerinin farkli etkinlik gdsterdigini belirtmiglerdir. Yoon T.J. ve

arkadaslari®®, 2008; S.cerevisiae mutant susundan elde edilen glukanin,
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periton makrofaj kultirinde mutant olmayan suslara gore daha etkin IL-1p,

TNF-a, IL-12, IFN-y salinimi gergeklestirdigini gostermislerdir. .

immiin yanitin belilenmesinde ve ydninin tayininde kritik
oneme sahip olan bu sitokinlerin glukanin ylUksek konsantrasyonlarinda
kullanimlari ile miktarlarinin azalmasinin nedeni olarak; fagosite edilememis
glukan polimerlerinin ortamda salinmis olan sitokinlerin lektin baglayan
domainlerine baglanmasinin, sitokin konsantrasyonlarinin etkili ve dogru bir
sekilde OlcUumunu engellemesi ve sitokinin etkisini azaltmasi oldugu

4748 Lucas R. ve arkadaslar®®, tarafindan 1994; N-N-

dusunaldr.
diacetylchitobiose molekullerine TNF-a’'nin benzer bir baglanma gostererek

inhibe edilmesi; sitokinlerin lektin bagli etkilesimini desteklemektedir.

Berner M.D. ve arkada§larl3, 2005; yuksek dozda kullanilan
glukanin hucreler Uzerinde toksik etkisinin oldugunu ve bu toksik etkinin
sitokin  sekresyonuna olan olumsuz etkiden sorumiu oldugunu
savunmaktadirlar. Caligmalarinda invitro makrofaj hicre kudltirinde IFN-
y'nin glukan uygulanmadan once hucre kualtur ortamina verilmesinin
hlcreler Uzerinde koruyucu etkisi oldugunu goéstermislerdir. Williams D.L.
ve arkadaslari®®, 1999; LPS uygulamasina karsi hiicrelerin vermis oldugu
TNF-a salinimini; fungal patojenler tarafindan ortama salinmig olan (-
glukan polimerlerinin baskiladigini gdstermislerdir. Bu c¢alismadan farkl
olarak Adachi Y. ve arkadaslar', 1994; Grifola frondosa'dan elde edilmis
glukan olan grifolan’in  makrofaj hucrelerinden LPS’nin uyardigi TNF-a

cevabindan daha fazla sitokin salinimina neden oldugunu géstermislerdir.

Literatirde yapilmis bir ¢cok calismada ayni mantardan farkl
bir sekilde elde edilmis glukan polimerlerinin ve mutant suslardan elde
edilmis glukanlarin farkli konsantrasyonlarda farkli miktarlarda sitokin
salinimina neden oldugu gdsterilmektedir."**"487° Farkli yapisal dzellikleri
olan glukan polimerlerinin 6zgul reseptdrlerine baglanmalarinin  ve

sonrasinda uyardiklari sinyal mekanizmalarin farklihginin bu sonuglardan
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sorumlu oldugu dusiinilmektedir.”® Disik molekil agirlikh glukan
polimerlerinin, cok ylksek molekuler agirlikli glukan polimerlerine gore
baglanmada ve fagositozda daha etkin olduklari savunulmaktadir.® Yine
¢cok dallanma gosteren glukan polimerlerinin - molekal agirhgini
artirmalarindan dolay etkilerinde azalma oldugu sdylenmektedir.** Japon
arastiricilarin bir kismi ise Uglu sarmal yapinin immun etkinlik i¢in gerekli bir
kriter oldugunu savunmustur.®® Farkli olarak; Kataoka K. ve arkadaslari®’,
2002; lineer yapidaki (1-3)-p-D glukanin (curdlan) makrofajlari diger glukan
polimerlerine goére daha kuvvetli bir sekilde aktive ettigini belirtmiglerdir. Bu
aktivasyonun ortaya ¢ikmasinda glukan molekulinin zincir uzunlugunun
kisa olmasinin énemli oldugu vurgulanmistir. Kulicke W.M. ve arkadaslari®®,
1997; immun etkinligin G¢li sarmal yapinin siki ve stabil forma gelmesi ile
azaldigini iddia ederken; Mueller A. ve arkadaslar®”, 2000; solusyon icinde
stabil olan vyapilarin reseptorler tarafindan daha kolay tanindigini

savunmaktadir.

invaziv patojen mantar enfeksiyonlarinda 6rn: aspergilloz,
kandidoz; serumda oldukga yUksek oranda bulunan glukanin varhgi
serolojik tani parametresi olarak kullaniimaktadir. (1-3)--D glukanin
gunimuzde yapilan ¢alismalarla immunofarmakolojik, immiunotoksikolojik
aktiviteleri  gosterilmistir.  Pelizon A.C. ve arkadaslar®®, 2005;
Parakoksidiyoidomikoz’ lu farelerde S.cerevisiae’den elde edilmis glukanin
patojen mantar  enfeksiyonunun tedavisinde kullanilabilecegini

gOstermislerdir.

Patojenik mantar hicre duvar yapisinda a-glukanin -
glukandan fazla oldugunu goésteren yayinlar bulunmaktadir. Kif formundan,
enfeksiyon yapan maya formuna gegen mantar hicrelerinde B-glukanin o-
glukan yapisina degistigi dustinilmektedir.>>%*®> Ayni zamanda, Rappleye
ve arkadaslari®®, 2006; a-glukanin patojen mantar hiicre duvar yapisinin

disg katmaninda yer alarak -glukanin maskelenmesine ve spesifik reseptor-
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lerine baglanmasinin engellenmesine neden oldugunu, Histoplasma cap-

sulatum a-glukani ile gostermiglerdir.

Bartnicki ve Garcia®, 1968:; Cryptococcus neoformans,
Histoplasma capsulatum ve Aspergillus fumigatus gibi patojen mantarlarin
O0zgul B-glukan reseptoru olarak tanimlanan dektin reseptorleri tarafindan
taninmadigini gostermislerdir. Ayni zamanda Herre J. ve arkadaslari®,
2004; patojen olmayan S.cerevisiae’'nin Dectin-1 reseptdri tarafindan
firsatci fungal patojenlere goére daha etkin olarak tanindigini

sdylemektedirler.

Calismamizda arpadan elde edilen (1-3); (1-4) bagh zincir
yapisinda bulunan molekuler agirhdi 260 kD ve (1-3)/(1-4) bag orani 32/68
olan, ¢o6zunlr formda bulunan glukan polimerleri de kullaniimistir. Tahil
tohumlarinin hicre duvar yapisinda bulunan (1-3);(1-4) glukanin tuketiminin
kolesterol kan  seviyelerini  dusurdigunu  gosteren  calismalar
bulunmaktadir.>* Arpa ve yulaftan elde edilen glukan genel anlamda
birbirine yapisal ve molekiler agirlik olarak es kabul edilir.®®* Bu glukan
polimerlerinin  ¢6zinmeyen formlarinin ¢ok buyuk molekuler agirhiklari
vardir (500-2000 kD). Cok buylk molekiler agirhkli (1-3); (1-4) glukan
polimerlerinin invitro c¢alismalarda hucrelerin spesifik reseptorlerine
badlanmada problem olusturacagdi belirtiimistir. Oral kullanimda gastro
intestinal absorbsiyonlarinin ve M hucreleri tarafindan fagositozunun etkin

bir sekilde gergeklesmeyecegi diistinilmektedir.'>'%%°

Bu calismada kullanilan orta molekuler agirlikli ve ¢dzunur
formda bulunan (1-3); (1-4) arpa glukani invitro makrofaj hicrelerinde ve
dalak hucrelerinde doza badimli olarak TNF-a, IL-1f ve IL-6 saliniminin
artisinda etkili olmustur. Calismamizda doz arttikga artan sitokin salinimi
saptanmistir. Optimal cevabin alindigi en etkin doz 1000 pg/ml olarak
degerlendirilmigtir. Arpa glukani uygulanmig dalak hicre kiltirinde 24.

saatte hlcre kultlr Ust sivisinda dlgllen IL-2 sitokin seviyelerinde ise bir
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degisiklik gordimemigtir. Yine bu glukanla yapilmig olan g¢aligmalarda
periton makrofaj hlcre kualtirinde IL-12p40 sitokin seviyesine bir etki
saptanmamistir. (1-3);(1-4) bagh glukanin literatirde immun hacreler
Uzerine etkisini gosteren az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu calismalarda
invitro olarak immunomodulatér aktivitesi TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-4, INF-y

sitokin etkinligi; invivo olarak antibakteriyel etkinligi ile degerlendirilmistir.™
22,69

Estrada A. ve arkadaslari®?, 1997; yulaftan elde edilen (1-3);
(1-4) glukanin I.P uygulama sonrasinda dalak hucrelerinde 48. saatte
yapilan oOlgimlerde IL-2, IL-4, IFN-y sitokinlerinde doza badiml bir artis
goOstermiglerdir. Yine ayni arastiricilar periton makrofojlarinda TNF-a,, 1L-13
saliniminda da doza bagimli bir artis saptamiglardir. Delaney B. ve
arkadaglarﬂg, 2003; oral ve tekrarlayan dozlarda konsantre olarak verilen
cok bluyuk molekll agirlikli barley glukaninin periferal lenfosit sayisinda
artis yapmasina ragmen, inflamatuvar hicreler Uzerinde fonksiyon
agisindan bir etkisinin olmadigini géstermislerdir. Estrada ve arkadaslar®’,
1999; dexamethazone tedavisi verdikleri ve vermedikleri sigirlarda orta
molekldl agirhkh yulaf beta glukani kullandiklari grubun IgG anti-OVA
yanitinin, glukan vermedikleri gruba gbére daha fazla oldugunu
gostermislerdir. Sealey W.M. ve arkadaslan’", 2007; yiksek, orta ve diisiik
molekul agirlikli arpa beta glukanini oral olarak verdikleri baliklarda
infeksiydz hematopoetik nekrozis virGisine (IHNV) karsi olusan IgG
yanitinin orta molekuler agirlikta kullanilan arpa glukan kullaniminda
arttigini ve ayni zamanda TNF-a ve IL-12 sitokin duzeylerinde de artisa
neden oldugunu saptamiglardir. Bu ¢alismalarda absorbsiyonda ve 6zgul
reseptorlerine  baglanmada molekdl agirhiginin - énemli  oldugunu

gOstermislerdir.

CR3 hem opsonize olmus hemde opsonize olmamis

molekullerin baglanarak etki ettikleri bir reseptordir. Normalde bilinen
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etkinligi C3b’nin serum faktor I ile pargalanmasi sonucunda olusan iC3b’yi
baglayarak bu kompleman pargasi ile opsonize olmus bakterilerin
fagositozunda etkin olmasidir. Glukan polimerleri ortamda hedef patojen
olmadan da CR3’lUn I domainine baglanmakta; tzerinde bulundugu hicreyi

uyarmakta ve inflamasyonun baslamasina neden olmaktadr.”'3:5% 8087

Bizim calismamizda S.cerevisiae uygulanmig ve
uygulanmamis fare dalak hulcrelerinde heterodimerik integrin reseptori olan
CR3Un o zincirinin (CD11b) ifadelenmesindeki artista glukanin etkisi
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Yine periton
makrofaj hucrelerinde her iki glukan polimerinin uygulanmasi CD11b
ifadelenmesini arttirmigtir. Bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Cheung N.K ve arkadaslan®, 2002; P.O ve I.P verilen arpa glukaninin
ndroblastomali farelerde monoklonal antikor tedavisi ile birlikte verildiginde
tumor volumunua verilen doza bagimli olarak kugulttugunt gostermiglerdir.
Tek basina verilen arpa glukaninin antitmoér etkinliginin - olmadigi
gosterilmigtir. Bu ¢aligsmada lineer zincir yapisinda; dallanma gostermeyen
B-(1-3);(1-4) arpa glukaninin immdn hdcreler Uzerinde  spesifik
reseptorlerine o6zellikle CR3’e baglanarak etki gosterdigi belirtilmistir.
Vetvicka V. ve arkadaslari®®, 1996; nétrofiller lizerinde opsonize olmus
koyun eritrositlerinin, ortama ¢6zinmus formda glukan polimeri
eklendiginde hemolizin gergeklestigini gostermiglerdir. Yine ayni ¢alismada,
arpa glukaninin CR3 reseptorine; S.cereviviae’den elde edilmis glukana

go6re daha dusuk bir afinite ile baglandigini belirtmiglerdir.

Ozgll olmayan immin yanitin aktive edilmesi ayni zamanda
uygun O6zgul yanitin da aktivasyonunu saglar. Profesyonel antijen sunan
hucreler antijenleri sunarken ayni zamanda hucre yuzeylerinde
bulundurduklari ko-stimulator molekulleri ile T hucre aktivasyonunu
gerceklestirirler. T hucreleri bu ikinci sinyallerini hicre yuzeylerinde
bulundurduklari CD28 ile antijen sunan hicre (ASH) yuzeyinde bulunan
(CD80 ve CD86) molekulleri ile etkilesiminde kazanir. Normalde ASC
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yuzeyinde diusUk dizeyde ifadelenen ko-situmulatér molekuller bir antijen

30535455 kinci sinyalin gerekliligi

ile uyarildiklarinda ifadelenmeleri artar.
immUn yanitin gergekten zararli mikroorganizmalara karsi gelistirilip
infeksiydz olmayan ajanlara karsi, bunlari  taniyan lenfositler
bulunabilmesine ragmen, gelisememesini garanti altina alir.*> Biyolojik
cevap duzenleyicileri olarak degerlendirilen molekulllerden olan glukanlar

etkilerini dzellikle ko-stimiilatér molekulleri artirarak gosterirler.”

Bu calismada |.P glukan uygulanmis ve uygulanmamis fare
peritonundan toplanmis makrofajlara glukanlarin etkinligini dederlendirmek
icin; 6zgul matir makrofaj hicre yuzey reseptort oldugu bilinen F4/80 ile
boyanmis hucreler Uzerinde CD86, CD80, ICAM-I, MHC-class Il, CD11b,
ifadelenmesine akim sitometre yontemiyle bakilmistir. Calismamizda ko-
stimilatér molekullerden olan CD80 ve CD86 ifadelenmesinde kontrole
gore her iki glukan uygulamasi sonrasinda bir artig goéralmustur. Kikuchi T.
ve arkadaslari**, 2002; Candida albicans’dan elde edilmis ¢ozunir formda
bulunan B-glukanin fare dendritik hucreleri Uzerinde CD80 ve CD86
ifadelenmesini arttirdigini gdstermislerdir. Hunter KW. ve arkadaslari®,
2004; S.cerevisiae'den elde edilmis mikropartiktler glukanin  periton
makrofajlari F4/80+ Uzerindeki CD80 ve CD86 ifadelenmesini artirdigini
gostermiglerdir. B-(1-3);(1-4) glukanin bu etkisi ise ilk defa bizim galismamiz

ile gosterilmistir.

Calismamizda  S.cerevisiae’dan elde edilmis glukan
uygulanmis ve uygulanmamis farelerde dalak hicre ylzey reseptorlerinin
ifadelenmesine bakildiginda CD19+CD80+ ve CD19+CD86+ hicrelerde
kontrole gore istatistiksel olarak artis saptanmistir. Glukan uygulamasi
sonrasinda CD19 ifadelenmesini de@erlendiren c¢alismalar literatlrde
bulunmaktadir. Vetvicka V. ve arkadaslari®?, 2004; dalak hiicrelerinde
Lentinus.edodes’den elde edilen lentinan ve Laminaria digitata’dan elde
edilmis laminarin ile CD4, CD8, CD11b, CD19, CD71, CD122 hucre yuzey

reseptorlerini  de@erlendirmislerdir.  Lentinan  kullanilan fare dalak
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hucrelerinde kontrol grubuna gore bir degisiklik gosteriimemigtir. Bu
farkhliktan glukanlarin  yapisal farkhliklarinin ~ 6zgul  reseptorlerine

baglanmadaki farkliliklari sorumlu tutulmustur.

Beta glukanin tetikledigi l16kosit aktivasyonu Uzerine yapilan
calismalar dederlendirildiginde; inflamatuvar reaksiyonlarin baslamasinda
TLR oldukga onemli rol oynadiklari goriimuistir. Ozellikle TLR-2 nin
zimosan molekiillerinin taninmasinda énemli oldugu distiniimektedir.” Bazi
glukan polimerlerinin TLR-2 ve TLR-6 ile birlikte baglandiklari zaman sitokin
ve kemokin Uretimine neden olduklari gosteriimistir. TLR sinyal ileti

yolaginda NFxB ve MyD88 aktivasyonuna ihtiyag duymaktadir. 3’

Brown ve arkadaslari®, 2003; glukan uygulamasi sonrasinda
TNF-a ve IL-12 saliniminin olmasi i¢in glukan polimerinin hem TLR-2 hem
de dectin-1 reseptorinu ayni anda uyarmasi ve NFxB aktivasyonunun
gerceklesmesi gerektigini gostermislerdir. Gantner ve arkadaslar®®, 2003;
Dectin-1 reseptorinun TLR-2 olmasa da glukan polimerlerini tanidiklari ve
reseptorin sitoplazmik bir pargaya sahip oldugunu ve bu parganin
sitoplazmik immunoreseptor tirozin bazli aktivasyon motifi (ITAM) oldugunu

gOstermislerdir.

Dectin-1  reseptoru, farklihiklari  olmakla birlikte NK
hiicrelerinde bulunan C-tip lektinlere benzemektedir.*> Glukan polimerlerini
taniyan, mantar partikullerinin taninmasinda etkili bir reseptor olan dectin
reseptorlerinin, organizmada farkh izoformlarinin varhdr gosterilmistir. Bu
izoformlarin, zimosan molekullerini tanimada farkli davrandiklari ve hicrede
uyardiklari cevapta degisikliklere neden olduklari gosterilmigtir. Bu
degisikliklerin glukan polimerlerinin uygulanmasi ile olusan proinflamatuvar

cevaptaki farkliliklarinin nedeni olabilecegi diistiniilmektedir.>%°”

Edinsel immun yanitta T hucreleri kendilerine sunulan antijeni

taniyarak ona uygun cevap vermektedirler. MHC molekdlleri ile birlikte



66

sunulan kuguk peptit antijenlerinin taninmasi sonrasinda antijenin
sunuldugu T hucresine gore yanitta degisiklikler gortulmektedir. Antijen
sunan hucreler MHC-class Il bakimindan zengindir ve bu CD4+ T
hlcresine antijen sunumu agisindan énemlidir. Profesyonel antijen sunan
hicreler arasinda bulunan dendritik hiicre, makrofaj ve B hicresi;
Uzerlerindeki MHC-class-Il molekulleri ve ko-stimullatér proteinleri ile T

hiicresini uyarmaktadiriar.'®®

Glukan polimerleri ile yapilan ¢galismamizda hem dalak CD19+
B hicrelerinde hem de periton makrofaj htcrelerinde MHC-class I
molekulllerinin ve ASH ile T hdcre arasindaki ilk karsilikli etkilesimi
gercektestiren ICAM-I molekdllerinin ASH Uzerinde ifadelenmesinin arttidi
gOsterilmistir.  Ayni  zamanda bu hucreler Uzerinde ko-stimulator

molekdullerinde ifadelenmesinde artis gorulmustar.

MHC molekullerinin yanlizca peptitleri bagladigi ve peptit
baglamak icin genis bir 6zgllligi oldugu kabul edilir."®®? MHC
molekullerinin tagidiklari T hucre reseptorine o6zgul antijen, T hucreler
tarafindan tanindiginda ko-stimulatér molekullerden ikincil sinyalide alan T
hlcrelerinde aktivasyon gergeklesir. Naif T hicresi, effektor T hlcresi ve
hafiza T hlcresi Uzerinde ifadelenen hicre yuzey molekulleri birbirlerinden
farkhliklar gostermektedir. Bu farkliliklar T hlcresinin antijen sunan hicreye
ve endotele adezyon kabiliyetinde ve antijjen uyarimina cevabinda

degisikliklere neden olmaktadir. 62

Calismamizda glukanin dalak CD4+T ve CD8+T hucreleri
Uzerinde ifadelenen CD25, CD69, CD62L, CD45R ve CD45RB gibi hucre
aktivasyonu ile hilcre vyuzeyinde ifadelenmesi degisen reseptorleri
degerlendirdigimizde: CD4+T hicrelerinde ve CD8+T hicrelerinde CD25
(IL 2 a zincir reseptort) ve CD69 ifadelenmesinde anlamli bir degisiklik
bulunmamistir. CD4+T hucrelerinde CD62L ve CD45RB ifadelenmesinde

glukan uygulanan fare dalak hicrelerinde kontrol grubuna gére anlaml bir
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artis gorulmisken CD45R ifadelenmesinde bir degisiklik saptanmamigtir.
CD8+T hducrelerinde ise CD62L ve CD45RB ifadelenmesinde kontrol
grubuna goére azalma goérilmusken CD45R ifadelenmesinde bir degisiklik
saptanmamistir. Naif lenfositler Uzerinde bulunan CD62L endotele
adezyonunu saglayarak periferik lenf nodlarina ve peyer plaklarina
yerlesimde gorevli bir molekuldur. Ayni zamanda Iokositlerin inflamasyon
bélgelerinde toplanmasini  saglamaktadir.”® Kubala L. ve ark. 2003,
Schizophyllum  communae’den  elde edilmis  Schizophyllan ve
S.cerevisiae’den elde edilmis carboxymethyl glukan'in  periferik
mononukleer hucreler ve lenfositler Uzerinde ifadelenen CD11b, CD62L,
CD69, yuzey molekullerini degerlendirdiklerinde monositler Gzerinde CD62L
ve CD11b ifadelenmesinde azalma, lenfositler Uzerinde CD69 nin
ifadelenmesinde ise artma  saptamislardir.  Vetvicka V. ve
arkadaglar|82,2004; phycarine ile dalak hicreleri Gzerinde ifadelenen CD4,
CD8, CD11b, CD19, CD71, CD122 hlcre yuzey molekullerinde artig
gorduklerini ama Letinan’in hucre yuzey molekuleri Uzerinde herhangi bir
etkisini gérmediklerini sdylemislerdir. Vervicka V. ve arkadaslar®', 2007 ;
CD69, CD4, CD8, CD122 —NK hucreleri Gzerinde bulunan IL 2 B reseptoru-
semisentetik sulfatlanmis glukan polimeri olan sulfatlanmis laminarin ile
dalak  hdcrelerinde  ifadelenmelerinin = arttigini,  CD11b  reseptor

ifadelenmesinde bir degisme olmadigini géstermiglerdir.

CD45RA ; Naif CD4+ T hucreleri Uzerinde bulunan CD45
molekultine verilen isimdir. Bu molekll hicrenin spesifik antijenine zayif
cevap verirken, hafiza ve uyarilmis T hicreleri Uzerinde bulunan CD45R0
(CD45RB) molekiilii ise daha kuvvetli bir yanit vermektedir.%? p-(1-3);(1-6)
uygulanmig farelerde CD4+ T hucrelerinde CD45RB ifadelenmesinin
kontrol grubuna gore arttiyi goérilmusken CD8+T hucrelerinde ise azaldigi
gbzlemlenmistir. Cross G.G. ve arkadaslar™, 2001; glukan oksidasyon ve
karboksimetilasyon yontemiyle elde ettikleri glukanlarin etkilerinin dalak
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hlcreleri Uzerindeki degerlendirmelerinde CD4+CD45+ ifadelenmesinin

kontrol grubuna goére artmis oldugu saptanmistir.

Gegctigimiz bes alti yil icinde yapilan ¢alismalar sonucunda
elde edilen bulgular, glukan hakkindaki bilgi birikimini anlamli bir sekilde
arttirmasina ragmen yapilan bir ¢cok calisma glukanin hucresel aktivite
Uzerindeki etkisine; hicresel ve molekller mekanizma agisindan tam bir

aciklik getirememigtir.”821042

Bununla birlikte; o6zellikle Japonya ve
Kore'de immun cevap duzenleyici olarak degerlendirilen glukan polimerleri
anti-infektif ve anti-timoral 6zellikleri nedeniyle klasik tedaviye yardimci
molekuller olarak kullaniimaktadir. Konuya agiklik getiriimesinde hucresel
duzeydeki molekuler mekanizmalarin yaninda; glukanin fiziksel ve kimyasal
yapisinin tanimlanmasini saglayan yeni teknolojilerin bulunmasi ve varolan

teknolojilerin gelistirilmesi de oldukca 6nem kazanmistir.®®

Bu Dbilgilerin 1s1ginda bu makromolekiler komplekslerin

biyolojik sistemler Uzerindeki etkileri daha kapsamli dederlendirilmelidir.
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6. OZET

Bazi mantar, patojenik bakteriler, yulaf ve arpa gibi bitkilerin
hicre duvarinda bulunan ve énemli bir yapi olan (1,3) glukanin biyolojik
aktif immunomodulatdr rolu yaklasik 40 yildir incelenmektedir. Yapilan
bircok ¢calismaya ragmen biyolojik etkilerinin bir cok degdiskene bagli oldugu
dusundlen glukanlarin hicresel diizeyde baglandiklari spesifik reseptorlerin

varligi hakkinda bir fikir birligi olusmamigtir.

Calismamizda; glukanin immun cevaba olan eftkisi,
inflamatuvar yanitin baglamasinda ve yonlendiriimesinde etkin rol oynayan
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12p40 ve IL-2 sitokinleri Gzerinden dederlendirilmigtir.
Farkh konsantrasyonlarda hazirlanmis olan glukan ile fare dalak ve periton
makrofajlari karsilastiriimistir. 24 saatlik inklibasyon sonrasinda sitokin
miktarlari ELISA kitleriyle dlgulmuagtur. Ayrica immuan yanit sirasinda immun
sistem hucrelerinin immun yanitin siddetini ve yonunu tayin etmek icin
belirledikleri hucre yluzey reseptorlerinin degisiminde glukanin etkisi akan
hicre Olcim yodntemiyle degerlendirilmistir. Bunun icin anti-CD4, CDS8,
CD25, CD69, CD62L, CD19, ICAM-I, MHC-class II, F4/80, CD11b-
monoklonal antikorlari  kullanilmistir.  B-D-glukanlarin yapisal olarak
farklihdinin  immun cevabi duzenleyici Ozellikleri Gzerine olan etkisi
degerlendirilerek; genel immunomodulator etkinligi hakkinda bilgi edinilmesi
amaclanmistir. Calismalarin istatistiksel degerlendirimesi One-Way
ANOVA ve Bagimsiz iki Orneklem T testleri ile yapilmistir.

Calismalar sonunda; S.cerevisiae’den elde edilmis glukanin
1ug/ml konsantrasyonda en yuksek sitokin degeri verdigini, yuksek
konsantrasyonlarda ise alinan sitokin cevabinin dustiuga gordlmustar.
Bundan farkh olarak arpa glukaninin doza bagh olarak etkinliginin arttigi
gozlemlenmigstir. Her iki glukan polimerinin 6zgul olmayan immun yaniti
uyardigl ve sonrasinda hucre yuzeyinde aktivasyon ve ko-stimulasyonda

go6rev yapan molekullerin ifadelenmesini degistirdigi degerlendirilmistir.



70

Konuya agciklik getirilmesinde hucresel duzeydeki molekuler
mekanizmalarin  yaninda; glukanin fiziksel ve kimyasal yapisinin
tanimlanmasini  saglayan yeni teknolojilerin bulunmasi ve varolan

teknolojilerin gelistiriimesi de olduk¢ca énemlidir.
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7. SUMMARY

B1,3-glucan, one of the major cell wall components of plants,
such as oat, barley,certain fungi and pathogenic bacteria. Glucan’s role as
a biologically active immunomodulator has been well documented for over
40 years Despite the progress, it is not clear if there is a separate receptor

for glucan. As biological effects of glucans appear to be multifactorial.

In our study, the effect of glucan over the immun response is
evaluated over the TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-12p40 ve IL-2 playing major role
in the initiating inflamatuar response and its directing. Spleen cell and
periton macrophage prepared with varied glucan consantrations were
incubated and after 24 hours ,supernatants were collected from each wells
for measured of cytokine production. Also during the immune response the
effect of glucan over the determination and alteration of cell surface
receptors ,specified by immune cells, directing the degree and the way of
immune response was evaluated. For this anti-CD4, CD8, CD25, CD69,
CD62L, CD19, ICAM-I, MHC-class Il, F4/80, CD11b- monoklonal antibody
were used. By evaluating the effect of structural variability of beta glucans
over their regulatory characteristic in immune response, acknowledgement
of about efficiacy of general immunomodulatory of glucans is aimed.
Statitical analysis of studies were made by One-Way ANOVA and

Independent samples T test.

At the end of the studies we observed the fact that the one
obtained from S.cerevesiae gives optimal cytokine level in 1ug/ml
concentration and this response decreases in high concentration. However,
the effaciacy of barley glucan increases related to dose. The fact that both
of the glucan polymers induce non-specific immune response and after the
expression of molecules responsible for activation and co-stimulation in the

cell surface alters, is observed .
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To sum up; for the elucidation of the topic, the investigation of
new thecnologies providing the description of physical and chemical
structure of glucans and cellular immune response mechanism, and

improvement of existing ones is considerably important.
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