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OZET

Son zamanlarda yapilan c¢alismalar, laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan iretilen
ekzopolisakkaritlerin (EPS) farkli alanlarda kullanim potansiyelini ortaya koymustur.
LAB tarafindan iiretilen EPS'ler anti-timoér, antioksidan, ve bagisiklik sistemini
uyarici etkinlikler i¢in 6nemli kaynaklar olarak goriilmektedir. Kanser tedavisinde
kullanilan ilaglarin normal hiicreler de immiinotoksisiteye neden oldugu ve timor
gelisim mekanizmalarini etkiledigi goriiliirmiistiir. Bu nedenler, diisiik yan etkili anti-
timor ilaglarinin  kesfi gibi birgok ¢alismanin ana hedefi haline gelmistir.
Calismamizda, Tiirkiye'nin geleneksel peynirlerinden biri olan Ayvalik Cunda Sepet
Peyniri'nden izole edilen Lacticaseibacillus rhamnosus ACS5 susundan elde edilen L-
EPS-ACS5'in insan kolon kanseri (HT-29) hiicre hattinda antiproliferatif etkisi,
saglikli kontrol hatt1 (L929) ile karsilastirilarak zaman bagimli olarak degerlendirildi
ve antiproliferatif etki gosterdi. Bu etki, koloni olusumu analizi ile de dogrulandi.
Apoptotik degisiklikler molekiiler diizeyde qPCR ve Western blot kullanilarak
incelendi. Bu degisiklikler, floresan mikroskop (Hoescht 33258) ve TEM kullanilarak
niikleer ve hiicresel morfoloji diizeyinde yapilan gézlemlerle de dogrulandi. Ayrica,
ilgili L-EPS'nin immunostimulator aktivitesi makrofaj hiicre hattinda (RAW 264.7)
proliferasyon, fagositoz yetenegi ve nitrik oksit (NO) iiretimi parametreleri agisindan
degerlendirilmistir. Proliferatif aktivitedeki artis, 'fagositoz aktivitesi ve NO iiretimi
analizleri' sonucu kontrol ve uygulama gruplar arasindaki farkliliklar Gnemli
bulunamamistir.  Bununla  birlikte, L-EPS-ACS5, makrofaj hiicrelerinde
immunotoksik/sitotoksik aktivite gostermedi. Tiim bu hiicresel ve molekiiler kanitlar,
L-EPS-ACS5'in kolorektal kanserde, sentetik antikanser ajanlarina iyi bir alternatif
olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Laktik Asit Bakterileri (LAB), Ekzopolisakkarit (EPS), Hiicre
Kiiltiirii, Antikanser, Antiproliferasyon, Koloni Olusum, Immunostimiilatér Etki,
(RAW 264.7), (HT-29)
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ABSTRACT

Recent studies have revealed the potential of exopolysaccharides (EPS) produced by
lactic acid bacteria (LAB) in different fields. EPSs produced by IAB are seen as
important sources for anti-tumor, antioxidant, and immuno-stimulating activities. It
has been observed that drugs used in cancer treatment cause immunotoxicity in normal
cell and trigger tumor development mechanisms. These observations have become the
main target of many studies, such as the discovery of anti-tumor drugs with low side
effects. In our study, the antiproliferative effect of L-EPS-ACS5 obtained from
Lacticaseibacillus rhamnosus ACSS5 strain isolated from Ayvalik Cunda Sepet
Cheese, one of the traditional cheeses of Turkey, on human colon cancer (HT-29) cell
line, was compared with healthy control line (L929). It was evaluated as time dependet
and showed antiproliferative effect. This effect was also confirmed by colony
formation analysis. Apoptotic changes were examined at the molecular level using
gPCR and Western blot. These changes were also confirmed by observations at the
nuclear and cellular morphology level using a fluorescent microscope (Hoescht 33258)
and TEM. In addition, the immunostimulatory activity of the relevant L-EPS was
evaluated in terms of proliferation, phagocytosis ability and nitric oxide (NO)
production parameters in the macrophage cell line (RAW 264.7). As a result of
phagocytic activity and NO production analyses, the increase in proliferative activity
was not found to be significant between the control and treatment groups. However,
L-EPS-ACSS5 did not show immunotoxic/cytotoxic activity in macrophage cells. All
these cellular and molecular evidences shows that L-EPS-ACS5 may be a good
alternative to synthetic anti-cancer agents in anticancer agents in colorectal cancer.

Keywords: Lactic Acid Bacteria (LAB), Exopolysaccharide (EPS), Cell Culture,
Anticancer, Antiproliferation, Colony Formation, Immunostimulatory Effect, (RAW
264.7), (HT-29)
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1. GIRIS

Probiyotikler, yeterli ve dengeli miktarda alindiklarinda, kullanic1 sagligin1 olumlu
yonde etkileyen gida katkilar1 olarak tanimlanmaktadir (Singh vd., 2022; Yadav vd.,
2022). insan gastrointestinal sistemi iizerine faydali etkileri oldugu bilinen en 6nemli
probiyotiklerden kabul edilen laktik asit bakterileri (LAB), tiiketim i¢in uzun siireli
giivenli kullanim gec¢misleri nedeniyle, genellikle giivenli organizmalar (GRAS)
olarak kabul edilmektedir (Ezdini vd., 2022; Saha ve Saroj, 2022), bununla birlikte bu
organizmalar genis cesitlilikte trettikleri ekzopolisakkaritler (EPS) ile de dikkat
¢cekmektedirler (Oleksy ve Klewicka, 2016). EPS iireten LAB suslari, gida
Ozelliklerini 1iyilestirme yeteneklerinden dolayr yogurt ve peynir gibi fermente
tirtinlerin tretiminde siklikla kullanilmaktadir (Harris vd., 2018; Tiwari vd., 2021,
Torino vd., 2015). Ayrica, EPS’lerin kuruma, fagositoz, prootozoal predasyon, faj
ataklari, antibiyotikler veya toksik bilesenler gibi kimyasal; ozmotik stres gibi fiziksel
streslere kars1 koruyucu fonksiyonlarinin da olabilecegi bildirilmistir. Bunun yani sira
EPS’lerin hiicre tanima, ylizeylere yapisma gibi 6zelliklere sahip olduguna ve biyofilm
olusumunda da rol aldigina isaret eden c¢alismalar mevcuttur. EPS’ler tiim bu essiz
Ozellikleri ile anti-kanser, anti-iilser, antioksidan, Kkolesterol disiiriici ve
immiinstimiilator aktivite c¢alismalarinin 6nemli bir kaynak molekiilii olarak
kullanilmaktadir (Abdalla vd., 2021; Hussain vd., 2017; Juraskova vd., 2022; Mohd
Nadzir vd., 2021).

Kanser kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ile karakterize edilen, bu hiicrelerin sayisindaki
artigin tetikledigi anormal tipte bir doku biiylimesi olarak tanimlanmaktadir (Hanahan,
2022). Kolorektal kanser ise diinyada yaygin olarak goriilen kanser tiplerinden
birisidir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) istatistiklerine gore, kolorektal kanser (CRC),
diinya ¢apinda artan % 60 yeni vaka yiikii ve 2030 yilina kadar yaklasik 1,1 milyon
6liimle hem kadinlarda hem de erkeklerde en sik goriilen {iglincii kanserdir (Arnold
vd., 2017). CRC'li hastalarda (evre I-III) kanser uzak organlara yayilmamissa cerrahi
ilk kiiratif modalite segenegidir (Filip vd., 2020). Bununla birlikte, evre III hastalig
olan hastalar icin tedavi genellikle adjuvan kemoterapiyi (Oki vd., 2022; Taieb ve
Gallois, 2020) bazen beyin veya kemik gibi belirli metastatik bolgeler i¢in radyasyon
tedavisi ile kombinasyon halinde igerir (Johdi ve Sukor, 2020). Metastatik CRC'li

hastalar i¢in kemoterapi standart tedavi yontemidir. Kemoterapi uygulamasinda



kullanilan anti-kanser ajanlar gii¢lii bir etkinlige sahip olmakla birlikte, mide bulantisi,
kusma ve yorgunluk gibi yan etkiler hastalarin yasam kalitesini diistirmektedir (Biller
ve Schrag, 2021). Ciinkii bu ilaglarin 6énemli bir kismi halen normal hiicrelere de
sitotoksiktir ve beraberinde iyilesme siirecini yavaglatan ve timor gelisim
mekanizmalarini da etkileyen immiintoksisiteye neden olmaktadir (Wan vd., 2021).
Bu nedenle immiin sistem {izerine diisiik yan etkisi olan yeni anti-kanser ilaglarin
kesfedilmesi ve tanimlanmas1 bircok immiinofarmakoloji ¢alismasinin temel amaci
haline gelmistir (Chavda vd., 2021; Kifle vd., 2021). LAB gibi giivenli, dogal
kaynaklardan elde edilen EPS’lerin, sentetik anti-kanser ajanlarina gore iyi bir

alternatif olabilecegi belirtilmistir (Angelin ve Kavitha, 2020).

LAB EPS'lerinin ¢esitli biyolojik aktiviteleri bildirilmis olmasina ragmen, bu
EPS’lerin immiinomodiilator aktiviteleri ¢ok fazla dikkat ¢ekmektedir. Son
zamanlarda, EPS'lerin fonksiyonel mekanizmalarini inceleyen bir dizi ¢alisma,
EPS'lerin immiinomodiilator aktivitelerinden hareketle tiimor gelisimini engelleyici ve
bagisiklik destekleyici olarak kullanimlarina dair 6nemli bilgiler sunmustur (Chen vd.,
2022; Wang vd., 2018; Yang vd., 2013; Yang vd., 2014; You vd., 2020). Bu bilgilerin
yan1 sira, viicudun dogal bagisiklik sistemi bozukluklar1 da organizmalarda yaslanma
ve obezite ile iliskilendirilmistir, bu durum EPS'lerin, ilgili durumlarin tedavisinde
faydali olabilecegini diisiindiirmektedir (Painter vd., 2015; Soria-Valles vd., 2017).
Yapilan c¢alismalar, birgok LAB EPS'sinin, T/B-lenfositlerin proliferasyonunu
uyararak, makrofajlarin fagositik aktivitesini gelistirerek ve dogal dldiiriiciilerin (NK
hiicreleri) timor oldiiriicti aktivitesini artirarak, antijenlere karsi spesifik hiicresel ve
hiimoral bagisiklik tepkilerini indiikleme gibi gii¢lii immiin sistemi uyarici aktivitelere
sahip oldugu gostermistir (Chen vd., 2022; Liu vd., 2017; Makino vd., 2016; Sheng
vd., 2022; Wang vd., 2018). Dogustan gelen bagisiklik (innate) ve adaptif bagisiklik
arasinda bir arayliz gorevi goren makrofajlar, konak savunma sistemlerinde g¢ok
onemli bir rol oynar. Aktive makrofajlarin, ksenobiyotikleri nétralize edebildigi,
istilac1 patojenik mikroorganizmalari ve kanser hiicrelerini fagositoz yoluyla dogrudan
ve dolayli olarak proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-6 ve IL-12), anti-inflamatuar
sitokinlerin (IL-10) ve sitotoksik molekiillerin (nitrik oksit, NO) salgilanmasini
indiikleyerek oldiirebildigi gosterilmistir (Kwon vd., 2020; Wang vd., 2016).



Lacticaseibacillus rhamnosus (L. rahmnosus), LAB'nin en yiiksek EPS iireten suslari
arasinda siniflandirilmaktadir (Péant vd., 2005). Esas olarak glikoz ve galaktozdan
olusan, bununla birlikte farkli verim, kimyasal bilesimler ve yapilarda cesitli
heteropolimerler tiretebilirler (Gorska-Fraczek vd., 2011; Konieczna vd., 2018). L.
rhamnosus EPS’leri, probiyotik potansiyelleri ve antikanser, bagisiklik modiilasyonu
ve bagisiklik sisteminin uyarilmasi ve antioksidan Ozellikleri gibi ¢esitli saglik
yararlar1 nedeniyle arastirmacilar1 kendine ¢ekmistir (Chabot vd., 2001; Riaz Rajoka
vd., 2018; Shao vd., 2014).

Calismamizda Tirkiye’nin geleneksel peynirlerinden olan Ayvalik Cunda Sepet
Peynirinden izole edilen L. rahmnosus ACS5 susundan elde edilen L-EPS
fraksiyonunun (L-EPS-ACS5) insan kolorektal kanser, HT-29 hiicre hattinda
antikanser etkisi belirlenmis ve bu etkinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar
aragtirtlmistir. Bunun yam sira ilgili L-EPS aracili immiinstimiilator aktivite, RAW
264.7 hiicrelerinde, ¢ogalma ve fagositoz kabiliyeti, nitrik oksit liretimi parametreleri

acisindan degerlendirilmistir.



2. KAYNAK OZETi

2.1.Kanser, Kolorektal Kanser ve Kolorektal Kanser Etyolojisi

Kanser olarak bilinen bir dizi bozukluk, hiicreler kontrolsiiz ve siirekli olarak
boliindiigiinde ortaya ¢ikar. Birden fazla evrimsel olarak korunmus hiicre dongiisii
kontrol mekanizmasi, genetik olarak 6zdes iki hiicrenin olusumunu garanti etmek igin
hiicre boliinmesini yakindan diizenler. Hiicre dongiisiindeki kontrol noktalari, hiicre
boliinmesi sirasinda genetik hatalarin birikmesini ve yayilmasini durdurmak i¢in DNA
izleme sistemleri olarak islev goriir. Kontrol noktalari, hiicre dongiisiinlin seyrini
durdurabilir veya onarllamaz DNA hasari durumunda hiicre dongiisiinden ¢ikmay1
veya Olimi tetikleyebilir. Bu mekanizmanin yoklugu organizmayi kansere siiriikler

(Matthews vd., 2022).

Kalin bagirsak (kolon), kolon kanserinin tipik olarak kendini ilk gosterdigi yer olarak
tanimlanmaktadir. Kolon, sindirim sisteminin son kismidir ve burada goriilen kansere
kolon kanseri, rektumdaki kansere rektum kanseri denir. Bu organlardan herhangi
birini etkileyen kanserler kolorektal kanser (KRK) olarak adlandirilmaktadir. Sonug
olarak kolorektal kanser, yalnizca kolonu veya rektumu etkileyen ve kolonun anormal
derecede yliksek hizli glandiiler epitel hiicre proliferasyonu ile ortaya ¢ikan bir

hastaliktir (Hossain vd., 2022).

KRK’nin ortaya ¢ikmasinda genetik ve epigenetik faktorler etki gostermektedir.
KRK'in olusumu; baslangig, gelisme ve ilerleme asamalarini igerir. Baglangic,
bagirsak mukozasinin etkilenen epitel hiicrelerini sonraki sliregte neoplastik doniisiime
yatkin hale getiren geri doniisii olmayan genetik hasari igerir. Gelisme asamasinda,
rejenere olan viicut hiicrelerinin normal siklusu olan biiylime, bdliinme ve 6lim
stirecinin kontrolden ¢ikmasi s6z konusudur. Hiicreler 6lmeleri gerektiginde bile
bliylimeye ve boliinmeye devam eder. Bu sekilde kolon ve rektumu kaplayan hiicreler
kontrolsiiz ¢ogaldiginda, kolorektal kanser gelisimi i¢in zemin olusmus olur. Bu
kontrolsiiz ¢ogalan hiicreler, ilerleme agsamasinda kotii huylu kanser hiicrelerine
dontisiir, ayrica agresif Ozellikler ve metastatik potansiyel kazanir. Cogu KRK'nin
karsinogenez asamasimnin Onemli bir parcasi, polip (limeninde biiyiiyen kolon
mukozasinda anormal biiylime olarak tanimlanir) olarak tanimlanan iyi huylu bir 6ncii

lezyonun varligidir. Kalin bagirsak liimeninde tanimlanan diger bir lezyon tiirii, gogu
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kanserin dogrudan Onciisii olan adenomat6z polipler ve serrated (tirtiklr) poliplerdir.
KRK karsinogenezi siireci olduk¢a yavastir, hafif bir iltthaplanma ile baslar, daha
sonra epitelde adenomatdz poliplerin gelisimi ve son olarak adenokarsinom gelisimi
olusur. Bununla birlikte, cogu KRK, kiigiik prekanserdz (adenomatdz veya tirtiklr)
polipler olarak baslar. Bu polipler genellikle yavas biiyiir ve biiyiik veya kanserli olana
kadar (bu siire¢ 10 yildan fazla siirebilir) semptomlara neden olmaz. Bu, kanserin
gelisiminden once bu kanser dncesi polip asamasinda tespit ve cerrahi miidahale
firsatina izin verir. Ancak polip hiicreleri (digkida kanama ve kabizlik gibi semptomlar
disinda) ¢ogunlukla non-semptomatik oldugu i¢in, tanilama erken durumda

gerceklesmeyebilir (Sawicki vd., 2021).

2.2 Kolorektal Kanserin Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

GLOBOCAN verilerine gore, 2020'de diinya iizerinde tahmini 19,3 milyon yeni
kanser vakasi goriilmiis ve 10 milyon insan kansere bagli olarak hayatini1 kaybetmistir

(Hossain vd., 2022).

KRK, erkeklerde en sik goriilen icilincli, kadinlarda en sik goriilen ikinci
kanserdir. 2020'de 1,9 milyondan fazla yeni vaka oldugu bildirilmistir. Bu verilerle,
KRK, kansere bagl 6liimlerin en yaygin ikinci nedenidir ve kansere bagli 6liimlerin
yaklagik 935.000’inden sorumlu oldugu tahmin edilmektedir. Kiiresel olarak insidansi
artan ve tiim kanser tanilarinin %11'ini olusturmaktadir. Bununla birlikte, diinyanin
cesitli iilkeleri arasinda KRK insidans1 ve mortalitesinde genis bir cografi varyasyon
vardir. KRK insidanst ve 6liim oranindaki en Onemli artisin, “bat” yasam tarzini
benimseyen orta ve yiiksek insani gelisme indeksi olan iilkelerde meydana geldigi
kabul edilmistir (Sawicki vd., 2021). Tiim bu bilgilerle kiiresel kolon kanser yiikiiniin
2030'a kadar %60 artarak 2.2 milyon yeni vakaya ve 1.1 milyon 6liime ulagacag:
beklenmektedir (Arnold vd., 2017). Genel olarak, sanayilesme ve ekonomik biiyiime
gibi gelismelerin timii KRK i¢in 6nemli risk faktorleri olan, batili bir beslenme
diizenine, hareketsiz yasam tarzina ve artan obeziteye yol agmaktadir. Bu nedenle,
tilkelerin batililagsmasini, KRK insidans oranlarinda bir artis takip etme egilimindedir.
Bu oriintii, daha yiiksek bir insani gelisme indeksi, ortalama yasam siiresi, egitim ve
gelir gibi bilesik faktorlerle, ekonomik olarak gelismis lilkelerde gozlenen daha yiiksek
KRK insidans oranlar1 tarafindan desteklenmektedir. Yas standardizasyonu yapilmis,

en yliksek ve en diisiik insidans oranlar1 arasinda ‘Macaristan'da yilda 100.000 kiside
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51,2 vaka’ ve ‘Gambiya'da yilda 100.000 kiside 1.1 vaka’ 45 kattan fazla fark
bulunmaktadir. Kanser yasa bagl insidans gosteren bir hastalik oldugundan, KRK
gelisimi ve 6liim oranlar1 6zellikle aile dykiisii bulunan durumlarda 50 yasindan sonra
hizla artar ve kiiresel vakalarin tahmini %90" ve 6liimler bu yastan sonra gergeklesir.
Yasa gore oranlar erkeklerde kadinlardan daha yiiksektir ve insidans (yilda 100.000
kisi basina 23,6’ya kars1 16,3 vaka) ve 6liim (yilda 100.000 kisi basina 10,8’e kars1 7,2
0liim) icin yaklasik sirasiyla 1,4 kat ve 1,5 kat fark verir, 50 yasindan sonra fark

belirginlesir (Keum ve Giovannucci, 2019).

KRK’nin sporadik, genetik ve kolit ile iliskili olmak {izere ii¢ ana alt tipi
bulunmaktadir (Hossain vd., 2022). Ancak KRK’nin gelisiminde bir¢ok faktor rol
oynamaktadir. Bireylerin (veya akrabalarinin) kanser, kolon polip dykiisii, inflamatuar
bagirsak hastaliklari, diabetes mellitus veya kolesistektomi ge¢irmesi durumunda
KRK i¢in yiiksek risk altinda oldugu belirtilmistir. Yasam tarzi gibi faktorler de KRK
etiyolojisinde dnemli rol oynamaktadir. Arastirmalar, asir1 kilo ve obezitenin, fiziksel
hareketsizligin, sigara i¢menin, alkol tiiketiminin ve uygun olmayan beslenme
modellerinin (lif, meyve, sebze, kalsiyum ve diyet liriinleri diisiik, kirmiz1 ve islenmis
et oram1 yiiksek bir diyet) KRK riskini artirdigini saptamistir. Ayrica bagirsak
mikrobiyomu, yas, cinsiyet ve ik ile sosyoekonomik farkliliklarin da kolorektal
kanser riskini etkiledigi kesfedilmistir (Sawicki vd., 2021).

Ozetle, KRK icin bircok degistirilebilir ve degistirilemeyen risk faktdrleri
bulunmaktadir. Kalitsal yapi, etnik kdken, yas ve cinsiyet degistirilemeyen risk
faktorleri arasinda kabul edilmekle birlikte, beslenme, viicut ve abdominal yag orant,
fiziksel aktivite, tiitin kullanimi, kullanilan ilaglar degistirilebilir risk faktorleri
arasinda degerlendirilmektedir. Degistirilebilen risk faktorlerinin 6nemini gdsteren

calismalar artmakla birlikte heniiz bir netlik kazanmamistir (URL-1).
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Sekil 2.1. Kolorektal kanserde yasa bagl insidans ve mortalite oranlar1 (Keum ve
Giovannucci, 2019).

2.3 Kolorektal Kanserin Molekiiler Yolaklar:

KRK tanisi alan kisilerin %10-20’sinin ailesinde KRK 6ykiisii bulunmaktadir (Dekker
vd., 2019; URL-1). Kalitsal kanserler tiim KRK’larin %5’ini olusturmakta ve allelde
olusan nokta mutasyonlari gene bagh olarak tiimor hiicresi olusumunu
etkileyebilmektedir (Marmol vd., 2017). Kalitsal KRK; ailesel adenomat6z polipozis
(FAP) ve kalitimsal polipozis dist KRK (hereditary nonpolyposis colorectal cancer
(HNPCC) olarak iki sekilde siniflandirilmaktadir. Ailesel adenomatéz polipozis
(FAP)’ta kolonda malign polip olusumu s6z konusudur. Kalitimsal polipozis dist KRK
ise deoksiriboniikleik asit (DNA) tamir mekanizmalarindaki bozukluklarla ilintilidir
(Marmol vd., 2017). Genel olarak kalitsallik sonucu gozlemlenen KRK tiirleri ya
timdr baskilayic1 adenomatozis polipozis koli (adenomatous polyposis coli (APC)
geninde mutasyon sonucu 40 yastan once gozlemlenmekte ya da 40’li yaslarin
ortasinda DNA tamir genlerindeki mutasyon sonucu gozlemlenebilmektedir (URL-2;
URL-3). aliimin diginda tek gen mutasyonu gibi genomla ilintili degisiklikler de
kolorektal kanser gelisimi ile iliskilendirilmektedir (Dekker vd., 2019).

Son yillarda KRK’nin, farkli fenotiplere yol agan farkli molekiiler yollara sahip
heterojen bir hastalik olduguna dair kanitlar artmaktadir (Huang ve Yang, 2022;
Worthley ve Leggett, 2010). KRK, normal mukozanin adenoma ve daha sonra

karsinoma doniisiimiine yol acan bir dizi olayla gelisir. Genomik instabilite bu
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doniisiim siirecinin ayrilmaz bir parcasidir (Al-Sohaily vd., 2012; Huang ve Yang,
2022). Bahsedildigi gibi, KRK gelisimi, ardisik mutasyonlarin dahil oldugu karmasik,
cok asamali bir siirectir. Hiicre proliferasyonunu, farklilasmasini, apoptozu ve hayatta
kalmay1 diizenleyen; epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR)/mitojenle aktive
olan protein kinaz (MAPK), Wingless-baglantili entegrasyon bolgesi (Wnt)/B-katenin,
fosfoinositid 3-kinaz (PI3K), transforming biiyiime faktori-B (TGF)-p, Norojenik
lokus notch homolog proteini (Notch) ve niikleer faktér (NF)-kB gibi hiicresel sinyal
yollari, CRC baslangicinda yer alir (Huang ve Yang, 2022; Koveitypour vd., 2019).

Bugiine kadar li¢ farkli molekiiler yol taninmistir. Bunlar kromozomal instabilite
(CIN) yolu, mikrosatellit instabilite (MSI) yolu ve CpG adasit metilatdr fenotipi
(CIMP) yoludur. Bu yollar birbirini dislamaz, bazi tiimorler birden fazla yolun
ozelliklerini sergiler (Al-Sohaily vd., 2012; Huang ve Yang, 2022).
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Sekil 2.2. Kolorektal kanserin ii¢ ana molekiiler yolagi (Huang ve Yang, 2022).

2.3.1 Kromozomal instabilite yolu

Kromozom instabilite (CIN) yolu, sporadik kolorektal tiimdrlerin %65 ila %70'inde
gozlenir. CIN yolu tiimorleri, tipik olarak on yillar boyunca yavas yavas gelisir. Ana
ozelligi, anoploidi, delesyonlar, eklemeler, amplifikasyonlar veya heterozigotluk
kaybinin neden oldugu ¢ok sayida somatik kopya numaras: degisikligidir (Al-Sohaily

vd., 2012). Bu kromozomal anormalliklere sunlar neden olur:



CIN tiimorlerinin yaklagik %80'inde kolorektal tiimdrigenezde en erken genetik olay
olarak kabul edilen adenomatdz polipozis koli geninin (APC) mutasyonu goriiliir.
Cogu CIN tiimorlerinde bagirsak epitel hiicre proliferasyonunun 6nemli bir
diizenleyicisi olan Wnt yolunun aktivasyonuna rastlanmaktadir. CIN tiimorlerinin
yaklagik %60'inda DNA onarimini ve oksidatif strese hiicre yanitlarini diizenleyen
TP53 genindeki inaktive edici mutasyonlar vardir. Epidermal biiyiime faktorii reseptor
yolu da dahil olmak ftizere ¢esitli biiyiime faktorii sinyal yollarinin bir bileseni olan
KRAS'ta aktive edici mutasyonlar da tanimlanmistir. Ayrica hiicre ¢ogalmasint ve
hayatta kalmasin1 diizenlemeye yardimci olan PIK3CA'daki mutasyonlar da

raporlanmistir (Worthley ve Leggett, 2010).
2.3.2 Mikrosatellit instabilite yolu

Mikrosatellit instabilite (MSI) fenotipine sahip tiimorlerdeki hiicreler, yanlis eslesmis
(mismatched) DNA'y1 uygun sekilde tespit edip onarmaz, bu nedenle mutasyonlarin
stirdiiriir, cogaltir ve ek mutasyonlar kazanirlar. Bu hipermutasyon fenotipi, sporadik
kolorektal tiimorlerin yaklasik %15'inde ve en sik goriilen KRK sendromu olan Lynch
sendromlu hastalarda ortaya ¢ikan kolorektal tiimorlerin neredeyse tamaminda
gozlenir (Al-Sohaily vd., 2012).

APC mutasyonlar1 MSI tliimorlerinin bir kisminda bulunur, bu nedenle adenom
olusumunu baglatan olay MSI ve CIN tiimorleri tarafindan paylasilabilir. Bununla
birlikte, MSI tiimdrlerinin bir alt kiimesi, baslatici bir BRAF mutasyonu nedeniyle
gelisir ve bu tir timorler, MSI ve tirtikli yolaklarin 6zelliklerini paylasir.
Hipermutasyon nedeniyle, yiliksek MSI seviyelerine sahip timérlerde KRK bir ila ti¢
yil i¢inde gelisir (Farooqi vd., 2019).

2.3.3 CpG adasi metilator fenotipi yolu

Epigenetik degisiklikler, o belirli genin DNA dizisini degistirmeden gen
ekspresyonundaki veya islevindeki degisiklikleri ifade eder. Insanlarda epigenetik
degisikliklere genellikle DNA metilasyonu veya histon modifikasyonlar1 neden olur.
DNA metilasyonu genellikle 5-CG-3' (CpG) diniikleotidinde meydana gelir. Gen
promotdr bolgesinin metilasyonu, gen susturma ile sonuglanir, dolayisiyla tiimor

baskilayici genlerin fonksiyon kaybi i¢in alternatif bir mekanizma saglar. Kolorektal



karsinogenezde yer alan APC, MCC, MLH1, MGMT gibi genlerin, DNA
hipermetilasyonu ile susturuldugu bulunmustur; sigara ve ileri yas gibi cevresel

faktorlerin artan metilasyonla iligkili oldugu gésterilmistir (Al-Sohaily vd., 2012).

Gorildigii gibi, genetik ve epigenetik degisiklikler, hiicresel metabolizma,
proliferasyon, farklilasma, hayatta kalma ve apoptozda yer alan korunmus sinyal
yollarin1 (JAK / STAT, TGF-f / SMAD, Notch, WNT / B Katenin, SHH/GLI ve p53
gibi sinyal yolaklari) diizensizlestirmeye calisir. Kolorektal karsinogenezin molekiiler
temelini anlamak, KRK'nin hem prognozu hem de tedavisinde 6nemli sonuglara
sahiptir. Tarama ve gozetim protokollerinin optimize edilmesi, hastalik asamasinin
daha iyi degerlendirilmesi ve tiimorlerin patolojik ve molekiiler 6zelliklerine dayanan

tedavinin bireysellestirilmesi sonuglari iyilestirebilir (Farooqi vd., 2019).
2.4 Kolorektal Kanserde Mevcut Tedaviler

KRK, bagirsakta lokalize oldugunda yiiksek oranda tedavi olabilen bir hastaliktir.
Cerrahi operasyon birincil tedavi seklidir ve hastalarin yaklasik %50' sinde iyilesme
ile sonuglanir. Ameliyat sonrasi tekrar tiimor olusumu Onemli bir sorundur ve
genellikle kolon kanserinden Oliimlerin esas nedenidir (Brown vd., 2019). KRK
tedavisi, goriintiileme, cerrahi teknikler ve kemoterapideki gelismeler de dahil olmak
tizere son yillarda hizla ilerlemistir. Bununla birlikte, tedavi sonuglarinin timor
spesifik 6zelliklere gore biiylik dl¢iide degistigi giderek daha net ortaya konmaktadir
(Siegel vd., 2017). Onleme ve tedavi politikalarinin planlanmast igin kanser ile ilgili
caligmalarin yapilmasi ve mekanizmalarin aydinlatilmasi biiyliik 6nem tasimaktadir.
WHO ve IARC insanlarda kanserin sebepleri ve karsinogenez mekanizmalarinin
belirlendigi calismalara ihtiya¢ duyuldugunu ve konu ile ilgili ¢aligmalar yapilmasinin
gerekliligini vurgulamaktadir (URL-4). Geleneksel tedavi yontemlerinin yaninda
cesitli biyolojik aktiviteleri sayesinde fonksiyonel besin bilesenleri de tedavi
yontemlerinin etkinligini artirmak ve yan etkilerinin azaltilmasi amaciyla yeni bir

tedavi yaklagimi olarak giiniimiizde yerini almaktadir (Marmol vd., 2017).

KRK’da kullanilacak tedavi yontemleri hastaligin derecesi ile iligkilidir ve tiimor-nod-
metastaz (TNM) smiflamasi baz alimarak multidisipliner bir ekiple tedaviye karar
verilmektedir (Brown vd., 2019; URL-1). KRK’da molekiiler bozukluklar ve

hastaligin klinikopatolojik 6zelliklerinin bilinmesi tedavi yonetiminin daha iyi
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yapilabilmesine yardimci olmaktadir (Sakanashi vd., 2019). Endoskopik rezeksiyon,
cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi, hedefe yonelik tedavi, radyofrekans ablasyonu,
kriyocerrahi kolorektal kanser tedavisinde kullanilan tedavi yontemlerindendir
(Brown vd., 2019; Dekker vd., 2019). Bu tedavi yontemlerinin yaninda g¢esitli
alternatif tedavi yontemleri (antiinflamatuvar ilaglar, probiyotikler, metal bazli ilaglar
(platinyum ve altin) ve fonksiyonel besinler kolorektal kanser tedavisinde kullanilan
yeni tedavi yaklasimlarindandir (Marmol vd., 2017). Tiim tedavi yontemlerindeki
oncelikli ama¢ timor hiicresinin apoptozunu saglamaktir (Sakanashi vd., 2019).
Ancak tedavi sonucunda kanser hiicresi apoptoza gitmek yerine kendi proliferatif

yeteneklerini durdurarak hiicresel senesense de gidebilmektedir (Sakanashi vd., 2019).

Genel olarak kemoterapi, kanser hiicrelerini 61diirmeyi hedef alan ilaglar1 temsil eder.
Her ilag belirli bir kansere kars1 etki gosterir ve belirli dozlarda ve araliklarda verilir.
Kanser hiicrelerinin lenf bezlerine veya diger organlara yayildigi ilerlemis kolorektal
kanserler i¢cin kemoterapi uygulamasi mevcuttur. Giinumiiz kemoterapisi, tek ajanl
tedaviyi Oncelikle floropirimidin (5-FU) ve oksaliplatin (OX), irinotekan (IRI) ve
kapesitabin (CAP, XELODA veya XEL) dahil olmak iizere ¢oklu ajan rejimlerini
barindirir. FOLFOX (5-FU + OX), FOXFIRI (5-FU + IRI), XELOX veya CAPOX
(CAP + OX) ve CAPIRI (CAP + OX) kombine tedavi rejimleri, birinci basamak
tedavide temel yaklagimlar olmay1 siirdiirmektedir (Xie vd., 2020).

KRK, karaciger veya akcigerler gibi 6teki organlara metastaz yaptiginda, yayildiginda
birincil kemoterapi kullanilir. Cerrahi uygulama ¢ogu zaman bu durumlarda kanseri
bitiremediginden, kemoterapi biiyiik ihtimalle timor nodiillerini kiigiilterek, belirtileri
azaltabilir ve hastanin yasam siiresini uzatabilir. Neo-adjuvan kemoterapi, bir takim
rektum kanserlerinde, tiimoriin kiiciiltiilmesi ve cerrahin kolaylikla ve diizgiince
c¢ikarabilmesini saglamak amaciyla ameliyat oncesi verilir. Daha sonrasinda hasta
cogunlukla kemoterapi ile birlikte radyasyon tedavisi gormeye devam eder. Miimkiin
durumlarda, timor ameliyatla alindiktan sonra adjuvan kemoterapi uygulanir.
Ameliyat biitlin kanser hiicrelerini 6ldiiremeyebilir ve kimi hiicreler lenf diigtimlerinde
veya diger organlarda kalabilir. Adjuvan kemoterapi, geride kalan kanser hiicrelerini

oldiirmek i¢in kullanilir (Xie vd., 2020).

KRK tedavisi amaciyla yeni gelistirilmis immiinoterapi bir hastanin kanser hiicrelerine

kars1 olan tepkisini ¢ogaltip arttirarak daha efektif bir savunmayla savasmayi
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saglamaktir. Immiinoterapi iki cesittir. Aktif immiinoterapi, hastanin bagisiklik
sistemini uyarmay1 hedefler. Hastanin antikorlari, kanser hiicrelerindeki anormal bir
bileseni tespit etmesi ve sonrasinda bu hiicreleri spesifik olarak ortadan kaldirmasi
amaciyla yapilir. Kolorektal kansere tedavisine yonelik aktif immiinoterapi
gliniimiizde arastirllmaktadir. Pasif immiinoterapi, viicudun kendi antikorlarim
kopyalamak hedeflenerek laboratuvarda yapilir. Pasif immiinoterapotik tedaviler,
hastalarin savunma sistemini hastalikla miicadelesi i¢in indiiklemez. Tersine, bu insan
yapimi antikorlar, kanser hiicrelerinin viicudun dogal bagisiklik tepkisinden
kagmasindan korumak icin KRK hiicrelerinde bulunan dedike yapilar1 amaglar

(Lichtenstern vd., 2020).

Sonug olarak, KRK'li (evre I-III) hastalarda kanser uzak organlara yayilmamissa
cerrahi ilk kiiratif modalite secenegidir. Bununla birlikte, evre III hastalig1 olan
hastalar igin tedavi genellikle adjuvan kemoterapiyi bazen beyin veya kemik gibi
belirli metastatik bolgeler i¢in radyasyon tedavisi ile kombinasyon halinde igerir.
Metastatik KRK’l1 hastalar i¢cin kemoterapi standart tedavi yontemidir. Kemoterapi
uygulamasinda kullanilan anti-kanser ajanlar gii¢lii bir etkinlige sahip olmakla birlikte,
mide bulantisi, kusma ve yorgunluk gibi yan etkiler hastalarin yasam kalitesini
diistirmektedir. Asagidakilerden dolay1 kolorektal kanser tedavisi icin giivenli

yontemlerin aragtirilmasi hala dncelikli bir hedeftir:

1. KRK hastalarinda diisiik kan hiicresi sayis1 gibi kemoterapi ilaglarinin istenmeyen
yan etkileri,

2. GOz problemleri,

3. Sag¢ dokiilmesi,

4. Agiz yaralarinin yani sira bu ilaglara kars1 hizli direng gelisimi (Xie vd., 2020).

Ciinkii bu ilaglarin 6nemli bir kismu halen normal hiicrelere de sitotoksiktir ve
beraberinde iyilesme siirecini yavaglatan ve tiimor gelisim mekanizmalarin1 da
etkileyen immiinotoksisiteye neden olmaktadir. Bu nedenle immiin sistem iizerine
diisiik yan etkisi olan yeni anti-tiimor ilaglarin kesfedilmesi ve tanimlanmasi bir¢ok
immiinofarmakoloji ¢aligmasinin temel amaci haline gelmistir. Daha az yan etkiye
sahip en 6nemli dogal anti-tiimor ilag¢ kaynaklarindan biri, mikroorganizmalarin (LAB

vb.,) ekstrakte edilen ekzopolisakkaritleridir (EPS'ler). LAB gibi giivenli, dogal
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kaynaklardan elde edilen EPS’lerin, sentetik anti-kanser ajanlarina gore iyi bir

alternatif olabilecegi belirtilmistir (Angelin ve Kavitha, 2020).
2.5 Probiyotik Bakteriler ve Kanser

Viicudun belirli bdlgelerinde normal hiicrelerin DNA onarim sisteminde ya da
viicudun apoptoz sisteminin bozulmasi sonucunda ortaya ¢ikan bir hastalik olan
kanser, insan 6liimlerinin en dnemli nedenlerinden birisidir. Kanserde halen en efektif
ve etkili tedavi, cerrahi yaklasimlardir; fakat bunun yani sira; kemoterapi, radyoterapi
gibi yorucu ve yan etkiye sahip yontemler de bulunmaktadir. Bu yontemlerin yan
etkileri nedeniyle alternatif tedavi yontem arayislar1 glinlimiizde devam etmektedir.
Bu arayislarin igerisinde en umut vaad eden mekanizmalardan birisi de probiyotik
mekanizmasidir (Billoo, 2006; H.-S. Kim vd., 2006). Bu mekanizmada probiyotik
bakteriler (Pediococcus, Lactobacillus, Bacillus, Enterococcus, Micrococcus,
Lactococcus, Roseobacter, Pseudomonas gibi) ve probiyotik mantarlar (Aspergillus
oryzae ve Saccharomyces cerevisiae gibi) gibi organizmalar bulunmaktadir
(Kuebutornye vd., 2019). Canlilarin bagisiklik tepkisini artirmak ve hastaliklara olan
direnci ¢ogaltmak i¢in bu probiyotiklerden yararlanilmaktadir. Ek olarak,
probiyotikler, bagirsak morfolojisini ve bagirsaktaki yararli mikroorganizma
popiilasyonunu iyilestirip istenilen diizeylere getirerek, besin emiliminin ve diyetten
faydalanmay1 artirmaya destek olan sindirim enzimlerinin aktivitelerinin ¢cogalmasini

saglayabilen organizmalardir (EI-Saadony vd., 2021; Yilmaz vd., 2022).

Insan mukozasinda ve sindirim sisteminde yer alan bu bakteriler, uygun kullanim
kosullarinda sindirim sistemi ve insan sagligina faydali rol oynamaktadirlar. Insan
bagirsaklarinin dogal flora iiyeleri olan bakteriler, mikrofloray1 korurken zararh
mikroorganizmalarin da gelismesine engel olurlar. Probiyotik bakteriler laktik asit
tiretebilen bakterilerdir, bu oOzellikleri sayesinde koloniler olusturarak patojen
bakterilerin varliklarini engelleyebilirler. Laktik asit bakterileri (LAB) gastrointestinal
sistem igerisinde bagirsaga kadar hayatta kalabildikleri igin  siklikla
kullanilmaktadirlar. LAB tiirleri arasinda en yaygin kullanilanlar ise Lactobacillus ve
Bifidobacterium tiirleridir (Billoo, 2006; Kim vd., 2006).

Kisaca probiyotik bakterilerin kolorektal kanser riskini azaltmada yararli bir etkiye

sahip olabilecegini gosteren kanitlar vardir. Kolorektal kanser, diinya ¢apinda {iglincii
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en yaygin kanser tiiridiir ve kansere bagli 6liimlerin dordiincii 6nde gelen nedenidir.
Bunun yaninda probiyotikler, yeterli miktarda tiiketildiginde sagliga faydali olabilen
canli mikroorganizmalardir. Yogurt, kefir, lahana tursusu gibi fermente gidalarda
yaygin olarak bulunurlar. Probiyotiklerin, sindirimi iyilestirmek, bagisiklik sistemini
giiclendirmek ve iltthaplanmay1 azaltmak da dahil olmak iizere bir dizi saglik yararina

sahip oldugu gdosterilmistir.

Bir¢cok calisma, probiyotikler ve kolorektal kanser arasindaki potansiyel iliskiyi
aragtirmistir. Bazi ¢aligmalar, Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi belirli probiyotik
bakteri suslarinin kolonda anti-kanserojen etkilere sahip olabilecegini 6ne siirdii. Bu
bakteriler, saglikli bir bagirsak bakteri dengesinin korunmasina ve iltihaplanmanin
azaltilmasimna yardimer olabilir, bu da kanserli hiicrelerin gelisimini Onlemeye

yardimci olabilir.

Ek olarak, arastirmalar, probiyotik tiiketmenin bagirsak sagligini iyilestirerek ve
kanser hiicrelerinin biiyiimesini engellemeye yardimeci olabilecek kisa zincirli yag
asitlerinin iiretimini tesvik ederek kolon kanseri riskini azaltabilecegini bulmustur
(Citronberg vd., 2013). Bununla birlikte, probiyotikler ve kolorektal kanser arasindaki
iligkinin hala devam eden bir arastirma alani oldugunu ve kolorektal kanseri dnleme
ve tedavi etmede probiyotiklerin potansiyel faydalarini tam olarak anlamak i¢in daha
fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugunu belirtmek énemlidir. Probiyotiklerin tibbi tedavinin
yerine degil, saglikli bir yasam tarzinin pargasi olarak kullanilmasi gerektigini

hatirlamak da 6nemlidir.
2.6 Probiyotik Bakteriler Olarak Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), hayvanlar kadar bitki materyali veya meyve suyu gibi
karmasik besin kaynagina sahip habitatlarda yaygindir. Gidalarin aromasini, kalitesini,
tutarliligin1 ve giivenligini etkilerler. 1900'lerden bu yana, fermente gida iiretimi ve
buna bagli olarak laktik asit bakterilerinin baslangi¢ kiiltlirlerine olan talep biiyiik
Olciide artmistir. Seker iceren gidalarin fermantasyonunda 6nemli bir rol oynarlar. Asit
olusumu ve inhibitdr bilesenlerin iiretimi nedeniyle gidalarin korunmasina katkida
bulunurlar. Ote yandan, tatsiz (6rn. diasetil) bilesikler iiretebilir ve ekzopolisakkarit
tretimi ile liflilie neden olabilirler (Grujovi¢ vd., 2022). LAB’lar, diger bir¢ok

gidanin yan1 sira yogurt, peynir, kiiltiirli tereyagi, eksi krema, sosis, salatalik tursusu,
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zeytin, lahana tursusu ve ¢ikolata iiretiminde kullanilan gida fermantasyon
enzimleridir. Baslatic1 laktik asit bakterileri (SLAB) ve baslatici olmayan laktik asit
bakterileri (nsLAB), fermantasyon siireclerinde yer alan iki LAB kategorisidir.
Yardimer olarak kiiltiirlere SLAB eklenebilir. Bir baslatici, fermantasyonu baglatmak
icin kullanilan ve gida tirliniiniin kimyasal bilesiminde ve duyusal 6zelliklerinde belirli
degisikliklerle sonuglanan aktif mikroorganizmalarin bir kiiltiiriidiir. Bununla birlikte,
nsLAB tipik olarak iiretim ve isleme ortamlarindan spontan/otokton bakteri olarak
ortaya ¢ikar (Konig ve Frohlich, 2017). Tipik bir laktik asit bakterisi, aerotolerant, asit
toleransli, organotrofik olan ve standart kosullar altinda kiiltiirlendiginde 6nemli bir
son {irlin olarak laktik asit iireten tamamen fermentatif bir cubuk veya koktur. Porfirin
iiretemez ve sitokromlarda eksiktir. Ozellikleri duruma gore degisebilir. Hemes,
katalaz ve sitokromlarin olusumuna ve ayrica laktik asit konsantrasyonlarini diisiiren
laktik asidin miiteakip metabolizasyonuna neden olabilir. Pediococci disinda, hiicre
boliinmesi tek bir diizlemde gergeklesir. Tipik olarak, hiicreler hareketli degildir.
Vitaminler ve amino asitler gibi karmasik gelisim elementleri onlar i¢in gereklidir

(Grujovi¢ vd., 2022).

Genellikle dogal fermentlerde bulunan ve gida endiistrisinde yaygin kullanilan
probiyotik LAB’lar, Gram-pozitif bir bakteri grubudurlar. LAB’lar ¢ok eski ¢aglardan
beri tiiketildiklerinden dolayr Genel Olarak Giivenli Statiisi’'nde (GRAS) yer
almaktadir. LAB’lar, katalaz negatif, gram pozitif, spor olusturmayan, karbonhidrat
fermantasyonuyla  son  {riiniinde  laktik  asit  olusturan,  aerotolerant
mikroorganizmalardir. Pediococcus, Bifidobacterium, Tetragenococcus,
Enterococcus,  Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Brevibacterium,
Oenococcus, Weissella ve Streptococcus cinsleri LAB’larin  en Onemli
cinslerindendirler. LAB’larin antikanser, antioksidan, probiyotik, immunostimiilator
ve kolesterol diistirme gibi biyolojik aktivitelerinin olmasi bu bakterilere olan ilgiyi

artirmistir.

Yapilan son caligmalar laktobasillerin kansere karsi koruyucu bir etkisi oldugunu
gostermistir (Fotiadis vd., 2008; Grimoud vd., 2010; Riaz Rajoka vd., 2019).
Laktobasillerden elde edilen bilesimlerin immun sistemin stimiilasyonu ve apoptoz

indiiksiyonuyla potansiyel antikanser aktivitesinin oldugu gosterilmistir (Sungur vd.,
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2017). Tim bu sebepler ile laktobasiller son yillarda potansiyel antikanser ajanlari

olarak yayginlasmaktadirlar (Wu vd., 2021).
2.7 Probiyotik-Kanser iliskisi

Cevre kaynakli kanserojenler, kanserde anahtar faktorlerden biridir. Bagirsak
sisteminin  bakterileri, kanserojenlerin inaktivasyonu, yayilmasi ve ayrica
nitrozaminlerin/safra sterollerinin kansere neden olan bilesiklere doniismesini
onlemede ¢ok onemlidir. Diyetin bilesenleri de kanser gelisme riskinin artmasi veya
azalmasmin belirlenmesinde 6nemli degiskenler olarak kabul edilmektedir. Asidofil
bakimindan zengin fermente gidalarin tiiketilmesi, bagirsak mikrofloras: iizerinde
olumlu bir etkiye sahip olan tiimdr baslatic1 ajanlarin ve prekarsinojenlerin gelisimine

katkida bulunan koliformlar gibi bakterileri azaltir.

Son yillarda insanlarda geleneksel kanser tedavilerinin yan etkilerini minimuma
indirebilmek icin dogal tedavilere ve bu tedavilerin arastirilmasina yonelinmistir. Bu
yonelim probiyotik mekanizmasini oldukea ilgi cekici bir alan haline getirmistir. Insan
gastrointestinal florasinin bozulmasi sonucunda kanser gibi pek cok hastalik ortaya
cikabilmektedir. Kanser tedavisi i¢in dnemli bir iirlin olan probiyotikler, intestinal
mikrobiyal dengeyi saglayan ve insan sagligina yararl etkileri olan canli mikrobiyal
gida katkilaridir. Bagirsak florasinda daha ¢ok Lactobacillus ve Bifidobacterium

cinslerindeki probiyotikler bulunurlar.

Probiyotiklerin insan sagligi iizerindeki etki mekanizmalart heniiz tam olarak
aciklanamamis olsa da bagirsaktaki mikroorganizmalarin ¢esitliligi {izerinde olumlu
etkisi, bagirsak enfeksiyonlarinin Onlenmesi, artan laktoza tolerans, bagisiklik
sistemini gelistirmek, anti-alerjik etkiler, kardiyovaskiiler hastaliklarin &nlenmesi,
kanserin 6nlenmesi gibi insan viicuduna olan yararlari belirlenmistir (Sarowska vd.,
2013). Probiyotiklerin immiin sistemin giliglenmesi ve g¢esitli patojenlere karsi
dayanikliligimnin artmasi, hiicre 6liim yolunun aktiflestirilmesi gibi mekanizmalarda
aldiklar1 rollerle kanser hiicrelerinde etkili oldugunu gosteren calismalar mevcuttur.

Laktobasil arastirmalari iyi bir antikanser ajani olmalar1 sebebiyle gittikge artmaktadir.

In vitro arastirma sonuglarma gore, probiyotik bakterilerin potansiyel mutajenik ve

genotoksik etkileri 6nleyerek kanser riskini azalttigi bulunmustur (Sanders vd., 2019).
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Probiyotik LAB’larin basta meme ve mesane kanseri olmak tizere ¢esitli kanser tiirleri
tizerindeki etkileri arastirilsa da en c¢ok arastirilan kanser tiirii kolorektal kanserdir.
Probiyotik LAB’larin antikanser faydalarini in vitro ve deney hayvanlarinda arastiran
caligmalarin sonuglar1 oldukga cesaret verici olsa da, LAB’larin kolon kanserini
onledigi mekanizmanin somut bir kanitlar i¢in eldesi i¢in giiniimiizde ¢aligsmalar halen

devam etmektedir (Kvakova Kamlarova vd., 2022).

Kisaca probiyotiklerin kolorektal kanser ile dogrudan bir iliskisi olabilecegini gosteren
kanitlar vardir, ancak bu iligkinin kesin dogasi hala arastirilmaktadir. Birkag ¢alisma,
belirli probiyotik bakteri suslarinin kolorektal kanser riskini dnleme veya azaltma
potansiyelini arastirmistir. Ornegin, bazi calismalar probiyotik sus Lactobacillus
acidophilus'un kolonda anti-kanser etkileri olabilecegini 6ne siirdii. Bu bakteri,
bliytimelerini engelleyen maddeler iireterek ve bagisiklik sistemini kanser hiicrelerine
saldirmasi i¢in uyararak kanser hiicrelerinin biiylimesini ve ¢ogalmasini dnlemeye

yardimci olabilir (De Champs vd., 2003; Milder vd., 2005).

Diger arastirmalar, probiyotiklerin bagirsak sagligini iyilestirebilecegini ve kolondaki
iltihaplanmay1 azaltabilecegini ve bunun da kanserli hiicrelerin gelisimini dnlemeye
yardimel olabilecegini bulmustur. Inflamasyonun kolorektal kanser gelisiminde rol
oynadig1 diistinilmektedir ve probiyotik kullanimi yoluyla inflamasyonu azaltmak,
hastaliga yakalanma riskini azaltmanin bir yolu olabilir (Kumar vd., 2010). Bununla
birlikte, probiyotiklerin kolorektal kanser riskini dnleyebilecegi veya azaltabilecegi
kesin mekanizmalar hala tam olarak anlasilamamistir. Hangi spesifik probiyotik
bakteri suslarinin en etkili oldugunu, nasil ¢alistiklarint ve en uygun dozaj ve kullanim
siiresinin ne olmasi gerektigini belirlemek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir.
Probiyotiklerin kolorektal kanser riskini dnleme veya azaltma konusunda potansiyel
faydalar1 olsada, tibbi tedavinin yerine kullanilmamalar1 gerektigini not etmek

Oonemlidir.
2.8 Probiyotik-immiinomodulator Iliskisi

Probiyotikler miktarlar1 dogrultusunda konak sagligina faydali olan yani patojenik
olmayan mikroorganizmalar olarak tanimlanabilirler. Probiyotikler immiinolojik
fonksiyonlar1 modiile etme yetenegine sahiptir. Bagisiklik sistemi dogal ve adaptif

olmak iizere iki temel gruba ayrilir. Adaptif immiin yanit mukozal tipte ve memelilerde
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sistemik olarak yanit verebilir. Buradaki immiin yanit, molekiil ve hiicreleri viriis,
bakteri, parazit vb. mikrobiyal patojenlere karsi korumak i¢in birbiriyle etkilesim

halinde olur (Kemgang vd., 2014).

Probiyotikler, karaciger hastaliginin 6nlenmesi ve tedavisi, irritabl bagirsak sendromu,
gastroenterit, kardiyovaskiiler hastalik ve immiinomodiilatér aktivite gibi bir dizi
pozitif saglik etkisine sahiptir. Bagisiklik sistemi zay1fligi, enfeksiyon gibi durumlar
kanser gelisimi riskini artirir. Probiyotiklerin, bu kosullarla sonuglanabilecek asiri
veya arizali immiin tepkilerin aksine, enflamatuar bagirsak hastaliklarini, alerjileri ve
otoimmiin hastaliklardan kaginmak i¢in immiin yanitin1 kontrol etmesi bekleniyor.
Probiyotiklerin ana anti-kanser ve anti-mutajenik aktivitesine, mutajenlere baglanma,
bozma ve bloke etme yetenekleri bu kontrole aracilik eder. Konagin dogustan gelen
bagisiklik diizenlemesi ve biiylitme, anti-enflamatuar kimyasallarin salgilanmasiyla
kontrol edilir ve tesvik edilir. Probiyotik yonetimi, kemoterapi, cerrahi ve radyoterapi
dahil olmak tizere geleneksel kanser tedavisi yonetiminin giivenligini tesvik eder ve
kolorektal kanserin Onlenmesine ve tedavisine yardimer olur (Wang vd., 2022).
Fermantasyona ugramis gidalar, igerdikleri probiyotik mikroorganizmalar, yiiksek
miktarda mineral, fitokimyasallar ve biyoaktif maddeler nedeniyle giderek daha
popiiler hale geliyor. Lactococcus lactis, kendine 6zgii fermantasyon siirecinin bir
sonucu olarak gida endiistrisinde, ozellikle siit iirlinleri tiretiminde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu fonksiyonel gidalarin L. lactis'in istiin biyolojik aktiviteleri,
enflamasyonu azaltma ve bagisiklik sistemini modiile etme kapasitelerini igerir. L.
lactis bagirsak immiinolojisini, mikrobiyotayi, amino asit profillerini ve biiylime
performansini iyilestirmistir. L. lactis uygulamasi ayrica enfeksiyonun eradikasyon
oranini da hizlandirmistir. Bu etkiler, hem yerel hem de sistemik boliimlerde dogal ve
kazanilmis bagisiklik tepkilerinin diizenlenmesinden saglayacaktir (Saleena vd.,
2023).

Probiyotiklerin  bakteriyostatik ve bakterisidal aktivitesi, bagirsak duvar
kolonizasyonunda rekabete, patojenlere karsi antagonistik etkiye sahip metabolitlerin
tiretilmesine ve antikor {iretimini yogunlastirmak i¢in bagisiklik sisteminin
uyarilmasima dayanir. Insan mukozasinda ve 6zellikle sindirim sisteminde kolonize

olma konusunda laktobasiller biiyiik yetenek gosterirler. Bir probiyotigin, bagisiklik
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sistemi bozukluklar1 olmayan ve diizgiin igleyen bir bagisiklik sistemi olan insan

viicuduna zarar veremeyecegi varsayimi probiyotik kullanimdaki temel ilkedir.

Probiyotik bakterilerin hem profilaktik ozelliklerini hem de terapotik etkilerini
gosteren birgok deneysel ve klinik calisma ile dogrulanmistir. Bu mikroorganizmalarin
pozitif 6zellikleri ve immiin modiile etme kabiliyetleri, agiz boslugunda mantar
kolonilerinin negatif yonde biiylimesinin ortadan kaldirilmasina izin verir.
Gastrointestinal sistemin birgok hastaliginda ve dispeptik durumlarla ilgili
bozukluklarda sinbiyotikler, prebiyotikler ve probiyotikler biiylik basar1 ile
kullanilmaktadir. Bunun yani sira otoimmiin hastaliklar, alerji, obezite tedavisi,
anoreksiye gibi hastaliklarda kullanilmaktadirlar. Tekrar eden enfeksiyonlarin ve
kanserin 6nlenmesinde probiyotik kullanma girisimleri de s6z konusudur. Son olarak
probiyotik bakterilerin, mikrobiyotanin bir pargasi olarak bagirsak homeostazina
katkida bulundugu da gosterilmistir (van Baarlen vd., 2013). Yaygin probiyotiklerin
etki mekanizmasini 6zetlemek gerekirse; bagirsak mukozasinda kolonize olduklarinda
patojen tutunmasini engellerler, bagirsak liimeninde patojenlerle rekabet ederler ve
onlar1 yok ederler, dendritik hiicre fonksiyonunu, T hiicresi polaritesini modiile ederler

ve boylece bagisiklik sistemini diizenlerler (Yousefi vd., 2019).
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Sekil 2.3. Probiyotiklerin etki mekanizmas1 (Yousefi vd., 2019).

2.9 LAB’larin Aktif Bilesenleri Olarak Ekzopolisakkaritler

Dogada ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ¢oziinebilen veya ¢éziinemeyen

yiiksek molekiiler agirlikli hiicre dist polimerlere ekzopolisakkaritler (EPSs) denir.

(Angelin ve Kavitha, 2020)

LAB’larin ¢ok sayida ve farkl gesitlerde ve farkli yapisal 6zelliklerde EPS iireten

mikroorganizmalar olduklar1 bilinmektedir. LAB’lar ¢ok eski ¢aglardan beri insanlar

tarafindan tiiketildiginden dolayr Genel Olarak Giivenli Statiisiinde (GRAS)

degerlendirilmektedirler (Badel vd., 2011). Dogal yollarla iiretilen EPS, fermente

gidalarda kivam arttirict olarak siklikla kullanilmaktadir. Probiyotik 6zellige sahip

EPS’ler gida endiistrisinde jellestirici, emiilsifiye edici ve stabilizatér olarak

kullanilmaktadirlar. Tiiketicilerin katkisiz, giivenilir gidaya yonelimleri EPS’lerin ilgi

odagi haline gelmesine ve yeni arastirmalar i¢in merak uyandirmasina yol agmistir.
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Bir baska merak uyandiran konu ise EPS’lerin sergiledikleri biyomedikal kullanim
alanlar1 olmustur. EPS’lerin  antimikrobiyal, antitimor, antioksidan,
immiinomodiilatér davraniglar1 gibi tipta uygulanabilirligi gibi avantajlariyla

arastirmacilarin ilgisini ¢gekmeyi basarmistir.

EPS’lerin antitiimoral aktivitesi yiiksek Oliim oranlarim1 diigiirerek ve yasam
kalitelerini yiikselten bir tedavi ajani olarak ilgi gormektedir. Birgok tedavi ajani
kanser hastalarinin kusma, yorgunluk, mide bulantis1 gibi etkilerinden dolay1 yasam
kalitesini diisiiriitken LAB’lardan elde edilen ve dogal bir kaynak olan EPS’ler bu
durumu minimuma indirerek yeni kanser ajanlarinin aranmasinda iyi bir alternatif

olmakla beraber bu arastirmalarin gelistirilmesine 151k tutmustur.

LAB’lar tarafindan iiretilmis olan EPS’ler dallanmis ve tekrar eden seker
birimlerinden veya seker tlirevlerinden olusmaktadir. EPS’lerin yararliligl ise
sekerlerin dizilimine, dallanma sekline ve molekiil agirligina baglh olarak degisiklik

gostermektedir (Welman ve Maddox, 2003)

LAB’dan elde edilen EPS’ler, yiiksek oranda ¢esitlilik gosteren polimerlerdir ve farkli
formlarda olabilirler ve bu kriterlere gore siniflandirilabilmektedirler. EPS’ler hiicre
ylizeyine bagli olan kapsiiller ekzopolisakkaritler (hb-EPS) ve ortama salinan serbest
ekzopolisakkaritler (s-EPS) olarak iki tip polisakkarit salgilar. LAB’larin genellikle s-
EPS fdrettikleri bilinse de hem hb-EPS hem s-EPS iireten suslarin oldugu da
bilinmektedir (Yang vd., 2010). Bunlarin yaninda EPS’ler siniflandirilirken monomer
bilesimine bagli olarak siniflandirilirlar. Tekrar eden monomerlerin sentez yolu ve
yapisina bagli olarak EPS’ler tek tip monosakkarit iceren homopolisakkaritler (HoPS)
ve farkli tip monosakkarit iceren heteropolisakkaritler (HePS) olmak iizere ikiye
ayrilmustir ( Li vd., 2015). EPS’lerin yapilarinin bilinmesi onlarin kullanim alanlarinin
belirlenmesinde rol oynamaktadir. Bu sebeple yapisi bilinen EPS’nin bilesiminin
biyolojik aktivitesinin ¢oziimlenmesi kullanim alanmin belirlenmesinde fayda

saglayacaktir.
2.10 EPS’lerin Antikanser iliskisi

Ekzopolisakkaritler, bazi mikroorganizmalar tarafindan iiretilen yiliksek molekiil

agirlikli 6zel polisakkaritlerdir (Angelin ve Kavitha, 2020). Yapilan ¢aligmalarda

21



ekzopolisakkaritlerin bazi tiimor hiicrelerinin biiylimesini yavaglattigt ve hiicre
apoptoz slirecini uyarabilecegi gosterilerek ekkzopolisakkaritlerin antitlimoral etkileri

incelenmistir (Wu vd., 2021).

Cesitli  mekanizmalar araciligi ile ekzopolisakkaritlerin  anti-timor — etkisi
goriilebilmektedir. Ekzopolisakkaritlerin tiimor hiicrelerinin biiylimesini yavaslatmak,
yayilmasint durdurmak kisaca tiimor hiicrelerine zarar vererek, normal hiicreleri
etkilemedikleri bilinmektedir. Bu nedenle, ekzopolisakkaritler zararsiz ve dogal bir
tedavi secenegi olarak goriilebilir. Ekzopolisakkaritlerin anti-timor etkilerinin daha
detayli arastirilmasi ekzopolisakkaritlerin hangi timor tiplerine etkili oldugu, hangi
dozlarda en etkili oldugu ve bu polisakkaritlerin nasil kullanilabilecegi konularinda

daha fazla bilgiyi bizlere sunabilmesi a¢isindan 6nem arz etmektedir.

Laktobasiller,  kanserli  hiicrelerde  apoptozu indiikleyebildikleri,  onlar
farklilagtirabildikleri ve genotoksik maddelere baglanabildikleri i¢in antikanser
ajanlardir (Wu vd., 2021). LAB EPS’leri karaciger, mide ve meme de dahil olmak
tizere ¢esitli tiimor hiicrelerinin bilylimesini engelleyebildiginden dolay: tamamlayici
veya alternatif bir kanser tedavisi olarak kullanilabilmektedir. Bu ajanlar, hiicre
dongiisiiniin durdurulmas: ve apoptozu indiiklemenin yami sira antimutajenik,
antioksidatif, antianjiyogenez ve anti-enflamatuar 6zellikler dahil olmak tizere ¢esitli
antitimor etkilere sahiptirler (Milner vd., 2021; Nazir vd., 2018). Ek olarak EPS,
tiimor olusumuna sebep olan enzim aktivitesini azaltmak, bagisiklik sisteminin
yanitin1 artirmak ve apoptoz yoluyla kanser hiicresi yayilmasini engelleyerek hiicre
cogalmasini siirlamak gibi bilyiik bir etki alanina sahiptir (Liu vd., 2021). Apoptoz,
digsal ve i¢sel olmak iizere iki farkli sistem yoluyla molekiiler diizeyde
gerceklesmektedir (Slizewska vd., 2020). Pro- ve anti-apoptotik proteinlerin Bcl2
ailesi, i¢sel veya mitokondriyal yollar1 diizenler. Alternatif olarak sitoplazmik yol
olarak isimlendirilen ekzojen apoptoz, tiimdr nekroz faktdrii ailesinin bir {iyesi olan
oliim reseptorii Fas tarafindan aracilik edilir (Zhao vd., 2019). Yayimlanmis olan ¢ok
sayida yayin, EPS'lerin, antikanser, bagisiklik uyarici ve antioksidan 6zellikler dahil
olmak iizere biyolojik olarak aktif cesitli ozelliklere sahip oldugunu gostermistir
(Khalil vd., 2022). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda EPS’lerin ve bunlarin tiirevi
olan oligosakkaritlerin endiistriyel olarak farkli alanlarda kullanilabilme potansiyeli

ortaya ¢cikmistir. LAB’lar tarafindan iiretilen EPS’lerin insan sagligina iyi geldigi ve
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hastaliklar1 6nleyici bir etkisinin oldugu yapilan ¢alismalar sonucu gosterilmistir. Yine
yapilan calismalarda EPS’lerin bagisiklik sistemini gelistirici, kolesterolii diisiiriicii ve
antitiimor etkisinin oldugu belirtilmistir. Dolayisiyla bu durum EPS’lere olan ilgiyi

arttirmistir.

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin doza bagli olarak toksisite gosterdigi ve kusma,
yorgunuk gibi yipratict ve giiglii yan etkilere neden oldugu bilinmektedir. Bu sebeple
kanserin tedavisinde etkili alternatif stratejiler arama ihtiyaci ve toksik olmayan ya da
daha az toksik olan anti-kanser ajanlarin gelistirilmesi ihtiyact dogmustur. LAB’lar
gibi giivenilir ve dogal kaynaklardan elde edilen EPS’ler glivenlidir. Bununla beraber
anti-kanser etkisi ile ilgili ¢aligmalar giiniimiizde artarak devam etmektedir. Bu
sebeple, EPS’lerin sentetik anti-kanser ajanlar1 i¢in daha iyi bir alternatif olabilecegi

distiniilmektedir.

Apoptoz genetik olarak programlanmis bir hiicre oliimii seklidir ve hiicrelerin
sayisinin diizenlenmesinde anahtar bir rol oynar. Bir¢ok kanser tiiriiniin 6nemli bir
patogenetik olayi, hiicre proliferasyonunun kontrol siireclerinin degistirilmesine bagl
olarak apoptozu tetikleme yeteneginin azalmasidir. Apoptoz hiicre 6liimiiniin terapotik
olarak kullanilmas1 miimkiindiir. Baz1 epidemiyolojik ve deneysel ¢aligmalar, spesifik
LAB suglarinin veya fermente siit iirlinlerinin tiiketilmesinin bazi kanser risklerini
azalttigin1 ve timor gelisimini inhibe ettigini gostermistir. Otofaji (programli hiicre
6limdii tip II) de bir programli hiicre 6liim yoludur ve besin yoksunlugu sirasinda tipik
olarak gdzlenen uzun Omiirlii protein bozunmasmnin dinamik bir siireci olarak
tanimlanir. Kanser hiicrelerinin farkli tipleri ¢esitli anti-kanser tedavileri sonrasinda
otofajiye gectiginden, otofajiye olan ilgi artmistir. Probiyotik bakterilerden elde edilen
bazi kanser onleyici bilesenler de ¢esitli kanserlerin potansiyel olarak dnlenebilecegi
olarak Onerilmistir. Bununla birlikte, bu bilesenlerin kanser hiicrelerini etkileme
mekanizmalart hala tam olarak anlasilmamistir. Beclin-1 ve GRP78 gibi bazi
proteinlerin otofajik hiicre 6liimiinde rol oynadig: belirtilmistir. Beclin-1, otofaji igin
gerekli olan bir proteindir ve GRP78 (BiP olarak da bilinir), endoplazmik retikulum
(ER)'un molekiiler saperonudur. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, otofaji'nin ER
stresi sirasinda hiicrelerin sagkalimini destekleyen bir savunma mekanizmasi olarak
aktive oldugunu gostermistir. Beclin-1'in, ER stresi kaynakli otofaji i¢in gerekli

oldugu ve GRP78'in de insan hiicrelerinde ER stresi kaynakli otofajiyi diizenledigi
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bildirilmistir. GRP78’in interferensi ile yok edilmesinin, besin yoksunlugu veya ER
stresi kaynakli otofagozom olusumunu azalttig1 belirlenmistir. (Li vd., 2008). EPS
uygulamasinin, Beclin-1'in ekspresyonunu artirarak ER stresini ve GRP78
ekspresyonunu indiikleyerek otofaji ile iliskili kanser hiicresi Oliimiinii
destekleyebilecegi diistiniilmektedir.(Lee vd., 2008). Strese bagli proteinlerin, hasar
goren proteinlerin yeniden katlanmasi ve mitokondriye aktarilmasi gibi hiicre
sagkalimi i¢in Onemli proseslere dahil oldugu gosterilmistir. (Kim vd., 2010).
Otofajide apoptozla iliskili proteinlerin (Beclin-1, GRP78 ve Bcl-2 gibi) rol
oynayabilecegi belirtilmistir (Shimizu vd., 2004). Bunun yani1 sira EPS'lerin, Bcl-2'yi
baskilayarak Beclin-1 ve Bak'1 indiikleyebilecegi belirtilmistir (Kim vd., 2010). Pro-
apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin dengesinin, otofaji diizenlenmesinde etkili
olabilecegi belirtilmistir (Moretti vd., 2007). Beclin-1, Bcl-2 ve Bak arasindaki denge
veya oranin, hb-EPS'nin anti-kanser aktivitesinde rol oynayabilecegi diigiiniilmektedir.
(Kim vd., 2010). Bu bulgular, EPS'nin, hiicre i¢i temizlik mekanizmalar1 ve hiicre

Oliim siirecleri araciligiyla anti-kanser etkisini gergeklestirebilecegini gostermektedir.

Apoptoz, viicuttaki hiicre sayisinin diizenlenmesinde anahtar rol oynayan, genetik
olarak programlanmis bir hiicre 6liimii seklidir. Hiicre proliferasyonunun kontrol
stireclerindeki degisiklikler nedeniyle apoptozu tetikleme yeteneginin azalmasi, birgok
kanser tiirlinde 6nemli bir patojenik olaydir. Apoptotik hiicre 6liimiiniin terapotik
kullanim1 miimkiindiir. Baz1 epidemiyolojik ve deneysel calismalar, belirli LAB
suslarinin veya fermente siit iriinlerinin bazi kanser riskini azalttigini ve timor
gelisimini engelledigini géstermistir. Otofaji (programlanmis hiicre 6liimii tip II) aym
zamanda programlanmis bir hiicre 6liimii yoludur ve tipik olarak besin yoksunlugu
stirasinda gozlenen uzun Omiirlii protein yikiminin dinamik bir siireci olarak tanimlanir.
Cesitli kanser Onleyici tedavilerden sonra farkli kanser hiicrelerinin otofajiye gegmesi
otofajiye olan ilgiyi artirmistir. Probiyotik bakterilerden elde edilen bazi kanser
Onleyici bilesiklerin de potansiyel olarak cesitli kanserleri 6nledigi 6ne siiriilmiistiir.
Bununla birlikte, bu bilesiklerin kanser hiicrelerini etkileme mekanizmalari hala tam
olarak anlasilamamistir. Beclin-1 ve GRP78 gibi bazi proteinlerin otofajik hiicre
6limiinde rol oynadig1 gosterilmistir. Beclin-1, otofaji i¢cin gerekli bir proteindir ve
GRP78 (BiP olarak da bilinir) endoplazmik retikulumun (ER) molekiiler bir
saperonudur. Son c¢aligmalar, otofajinin, ER stresi sirasinda hiicre sagkalimini

destekleyen bir savunma mekanizmasi olarak aktive edildigini gostermistir (Ding vd.,
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2007). Beclin-1'in ER stres kaynakli otofaji i¢in gerekli oldugu bildirilmistir ve GRP78
ayrica insan hiicrelerinde ER stres kaynakli otofajiyi de diizenler. Ek olarak, GRP78'in
RNA interferansi ile tiikenmesinin, besin yoksunlugu veya ER stresi ile indiiklenen
otofagozom olusumunu 6nemli Ol¢lide azalttigr gosterilmistir (Li vd., 2008). Bu
nedenle, hiicre bagimli EPS uygulamasinin, Beclin-1 ekspresyonu yoluyla otofaji ile
iliskili kanser hiicresi oliimiinii destekleyen ER stresini ve GRP78 ekspresyonunu
indiikleyebilecegi diistiniilmektedir. Beclin-1 ve GRP78'e ek olarak, Bcl-2 dahil olmak
tizere apoptotik proteinlerin de otofajide rol oynayabilecegi One siirlilmiistiir.
Beclinl/Bcl-2 arasindaki etkilesimler hem apoptoz hem de otofaji yollariyla 6liimle
sonuclanabilir (Pattingre vd., 2005). Ek olarak Bak'in otofajiyi baskiladigi
gosterilmistir.  EPS'nin  Bcel-2'yi  baskilarken Beclin-1 ve Bak't indiikledigi
gosterilmistir. Proapoptotik ve antiapoptotik (Bcl-2 gibi) proteinler arasindaki denge,
otofaji regiilasyonunda rol oynayabilir. Beclin-1, Bcl-2 ve Bak arasindaki denge veya
oran, EPS'nin otofaji yoluyla anti-kanser etkisine katkida bulunabilir (Kim vd., 2010;
Moretti vd., 2007).

2.11 EPS’lerin Immunmodiilator iliskisi

LAB’lar, genellikle insan tiiketimine uygun olarak kabul edilen mikroorganizmalar
arasindadirlar ve EPS iretirler. Ayrica, LAB’lar tarafindan {iretilen EPS'ler,
antioksidan, anti-timér, immiinomodiilatér ve kolesterol diisiiriicii 6zellikleri
nedeniyle ilgi gérmiistiir. Insan bagisiklik sistemi, mikrobiyal enfeksiyonlara ve
tiimodrlere karsi direng baslatan molekiiller, dokular dahil olmak iizere ¢ok sayida
biyolojik yapidan olusur (Zha vd., 2018). Makrofajlar, enfeksiyonlara karsi ilk
savunma hatti gorevi goriir ve dogal ve adaptif konak¢i immiin yanitlarinin
baslatilmasinda 6nemli roller oynar ve insan viicudunun ¢esitli yerlerine genis capta
dagilmiglardir (Kidder ve Montgomery, 1975). LAB’lardan izole edilen EPS'lerin
immiinomodiilator aktiviteleri genis capta arastirilmaktadir ve daha 6nce yapilan bir
calisma, EPS'lerin tiimor biiylimesini Onleyebilecegini gostermistir (Kazmierczyk-
Winciorek vd., 2021). Ayrica, EPS'ler etkili immiino-uyarici aktivitelere sahiptir ve
ornegin makrofaj fagositozunu gelistirebilir, dogal dldiiriicli hiicrelerin tiimdr 6ldiirticti
aktivitesini artirabilir ve lenfosit proliferasyonunu tesvik ederek istilaci patojenlere

kars1 konak bagigikligini artirabilir (Kazmierczyk-Winciorek vd., 2021).

25



Probiyotikler, viicudumuzda dogal olarak bulunan ve saglhigimizi destekleyen
bakterilerdir. Probiyotiklerin sagladigi bazi saglik yararlari, tireten bakterileri
cevreleyen zarfta ekzopolisakkarit (EPS) yapilarinin varligmma baglanmistir
(Caggianiello vd., 2016; Hidalgo-Cantabrana vd., 2014). EPS, bir bal¢ik yapisi
olusturarak gevsek bir sekilde baglanabilen veya bir kapsiil olarak kovalent olarak
baglanabilen bir polimerik yapidir ve tekrar eden monosakkarit birimlerinden olusur.
EPS f{ireten probiyotiklerin bagisiklik sistemi zayiflamis durumlar {izerindeki
koruyucu etkisi, deneysel hayvan modelleri kullanilarak in vivo olarak da
incelenmistir. F. prausnitzii bakterisi, Firmicutes filumunun 6nemli iiyelerinden biri
olup, saglikli bireylerin kolonunda bol miktarda bulunur. Ancak, IBD (inflamatuar
barsak hastalig1) olan kisilerde yetersiz bir sekilde temsil edilir. Bu nedenle, F.
prausnitzii potansiyel olarak anti-inflamatuar 6zelliklere sahip yeni nesil bir probiyotik
olarak oOnerilmistir. Bu tiir tarafindan iretilen EPS matrisi (polimerik
ekzopolisakkarit), DSS (2,2'-disiilfonat safrasi) kaynakli bir akut ilseratif kolit
olusturulan BALB/c fare modelinde uygulandiktan sonra, immiinomodiilasyon
ozellikleri ile dogrudan iligkili goériinmektedir. Bagisiklik hiicreleriyle yapilan
laboratuvar ¢alismalari, F. prausnitzii HTF-F tarafindan sentezlenen EPS'nin
antienflamatuar 6zelliklerinin, TLR-2 (toll benzeri reseptor-2) araciligiyla antijen
sunan hiicrelerde I1L-12 ve IL-10 iretimini artirdigini gostermistir (Rossi vd., 2015).
Daha yakin zamanlarda, benzer in vivo c¢aligmalar, bu bulgular1 EPS iireten farkl

bifidobakterilerle dogrulanmistir.

Yukarida kisaca Ozetlenen sonuglar, Gram-pozitif probiyotikler tarafindan EPS
sentezinin bagisiklik modiile etme kabiliyetini gostermektedir. Bunun yani sira
bagirsak enflamatuar durumlarin1 hafifletmek i¢in umut verici bir miidahale yolu
gostermektedir. Ilaveten, iiretici bakterinin canlihiginin yararl bir etki gdstermesi
gerekli degildir. Bakteri yiizeyini kaplayan EPS tabakasi, gastrointestinal sistemin
zorlu kosullarina direnglidir. Bu sebeple de kolona saglam bir sekilde ulagsmasini saglar
(Salazar vd., 2016). Bu neticeyle drnek olarak oksijen varliginda canliligini yitirenler
gibi, islenmesi zor bakterilerden EPS iireten suslarin kullanilmasi, varsayilan

teknolojik zorlugun iistesinden gelmek i¢in bir ¢6ziim olabilir.
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2.12 Antikanser ve Inmunmodiilatér Aktivite Degerlendirmelerinde Kullanilan

Hatlar
2.12.1 HT-29

HT-29, epitelyal morfolojiye sahip bir insan kolorektal adenokarsinom hiicre dizisidir.
Bu hiicreler, kolorektal kanser i¢in standart tedavi segenekleri olan kemoterapdtik

ilaglar 5-florourasile duyarlidir.

HT-29 hiicreleri, kolorektal kanser i¢in bir ksenograft timoér modelidir. Bununla
birlikte bagirsak hiicreleri tarafindan emilim, tagima ve salgilama arastirmalari i¢in bir
in vitro model olarak da kullanilmaktadir. Insan kolon adenokarsinomu hiicre dizisi
olan HT-29, sadece insan kolon kanserlerinin biyolojisini incelemekte degil, ayni
zamanda olgun bagirsak hiicrelerinin 6zelliklerini ifade etme yetenegi nedeniyle gida
sindirimi ve biyoyararlanimi {izerine yapilan ¢aligmalarda da kullanilmaktadir. Bu
hiicre hattinin, 6zellikle mukus tabakasinin etkisi dikkate alindiginda ya da Caco-2
hiicreleri ile kombinasyon halinde ortak kiiltiir olarak kullaniminda, ilaglarin ve gida
bilesiklerinin tasinma bigimleri de gézlemlenmektedir (Martinez-Maqueda vd., 2015).
Bunun yani sira HT-29 hiicreleri bakteriyel enfeksiyona karsi bagirsak bagisiklik
tepkisini, mikroorganizmalarin hayatta kalmasmi ve yapigmasini veya istilasini
incelemek i¢in siklikla kullanilmistir. Son olarak, baz1 gida bilesiklerinin etkisini ve
miisin salgisin1  degerlendirmek i¢in de HT-29 hiicreler kullamlmaktadir. Ilk
zamanlarda HT-29 hiicre dizisi insan kanser biyolojisinin farkli taraflarini incelemek
icin kullanilmistir. Aslinda bu hiicreler enterositler veya mukus iireten hiicreler gibi
olgun bagirsak hiicrelerinin 6zelliklerini ifade edebilmeleri sebebiyle dikkat cekmistir

(Fogh ve Trempe, 1975).

Insan kolon karsinom hiicreleri bazi kisitlamalara ragmen, gida bilesiklerinin
biyoyararlaninmi ve gida sindirimi ile alakali g¢esitli yonleri incelemek i¢in degerli
hiicrelerdir. HT-29 ve tiirevi baz1 hiicre hatlari, 6zellikle diger epitelyal hiicre hatti ile
ortak kiiltiir de kullanildiklarinda, gida bileseni absorpsiyonunu incelemek i¢in ilgi
cekici olabilirler. In vitro modeller, in vivo elde edilen kantitatif sonuglarla
karsilastirilarak sorgulanabilir, ancak bu modeller ayrica gida bilesiginin absorpsiyon
sirasinda maruz kalabilecegi modifikasyonlarin belirlenmesine de izin verir. Bu

sonuglar, daha ileri in vivo ¢aligmalarin yapilmasma yardimer olur. Ornegin, HT29
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hiicre hatti, mukus salgilayan fenotipiyle bagirsakta mukus salgilama 6zelliklerini
etkileyebilecek gida bilesiklerini veya bakterileri taramak i¢in degerli bir model olarak
kullanilabilir. Ayrica, bu modeller, mikroplarin konak¢iya yapistigi, istila ettigi ve
konakgiya sinyal verdigi mekanizmalar hakkinda da bilgi saglar ve memeli hiicre
tepkisi lizerine de sonuglar verir (Martinez-Maqueda vd., 2015). Boylece, in vitro ve
ex vivo stratejileri, in vivo stratejilerle tamamlayici bir ara¢ olarak, gida sindirimini ve

gida bilesenlerinin bagirsak lizerindeki etkisini incelemek i¢in kullanilabilir.

2.12.2 RAW 264.7

RAW 264.7 hiicreleri, bilimsel arastirmalarda, 6zellikle bagisiklik sistemi ile ilgili
calismalarda yaygin olarak kullanilan bir hiicre dizisidir. Bir BALB/c faresinin
dalagindan tiiretilirler ve makrofaj hiicre tipine aittirler (Choi vd., 2022). Makrofajlar,
viicudun bagisiklik tepkisinde onemli bir rol oynayan bir tiir bagisiklik hiicresidir.
Fakat RAW 264.7 hiicre hatti, uzun siirelerdir ¢alisilmasina ragmen halen stabilitesi
tam saglanmamistir. RAW 264.7 hiicrelerinin bir fareden tiiretilmistir ve insan
hiicreleriyle tam olarak aymi sekilde davranmayabilir. Bununla birlikte, bagisiklik
sistemini incelemek i¢in hala degerli bir aractirlar ve bagisiklik sistemi islevini
anlamamiza onemli Olgiide katkida bulunmuslardir. RAW 264.7'nin farklilasma
yetenegini hangi pasajda kaybettigi bilinmemektedir. Viicuttaki cesitli dokularda
bulunurlar ve patojenleri ve diger yabanci maddeleri fagosite etme yetenegine
sahiptirler. Ayrica, bagisiklik yanitin1 koordine etmeye yardimci olan sitokinler ve
kemokinler gibi ¢esitli bagisiklik aracilarini tiretebilirler (Putman ve Contreras, 2022).
RAW 264.7 hiicreleri, iltthaplanma, kanser ve bulasici hastaliklar dahil olmak iizere
bagisiklik sistemi islevinin ¢esitli yonlerini incelemek i¢in yaygin olarak kullanilir.
Laboratuvarda kolayca biiyiitiilebildikleri ve nispeten dayanikli hiicreler olduklari igin
tercih edilebilirler. Ek olarak, bakteriler, viriisler ve diger patojenler gibi ¢ok cesitli
uyaranlara yanit verebilirler, bu da onlar1 bagisiklik tepkisini incelemek i¢in degerli
bir arag¢ haline getirir (Wang vd., 2023). RAW 264.7 hiicrelerini kullanmanin ana
avantajlarindan biri, laboratuvarda manipiile edilebilmeleridir. Arastirmacilar,
hiicreleri gesitli uyaranlarla tedavi edebilir ve tepkilerini gozlemleyerek, bagisiklik
yanitinin altinda yatan mekanizmalar1 incelemelerine olanak tanir. Bu, ¢esitli biyolojik
stireglerde bagisiklik sisteminin roliiniin daha iyi anlagilmasina ve bir dizi hastalik i¢in

yeni tedavilerin gelistirilmesine yol agmistir. Sonug olarak, RAW 264.7 hiicreleri,
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bilimsel arastirmalarda yaygin olarak kullanilan ve degerli bir aragtir ve
arastirmacilarin - bagigiklik sistemini ve cesitli biyolojik siireclerdeki roliinii
incelemelerine olanak tanir. Bagisiklik sisteminin 6nemini anlamamiza énemli 6l¢iide

katkida bulundular ve yeni tedavilerin gelistirilmesine katki saglamislardir.
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3. MATERYAL VE METOD

L-EPS'lerin, antikanser ve immunostimiilator aktivite gibi terapdtik fonksiyonlar
tizerindeki etkilerinin arastirilmasi, biyomedikal alana yeni beklentiler getirmektedir.

Bu ¢alismada L-EPS-ACS5’in antikanser ve immunostimiilator etkileri aragtirilmistir.

3.1 Antikanser Aktivite Calismalari

Calismada L-EPS-ACS5’in antikanser aktivitesi, hiicre canliligi ve koloni olusumu
tizerine inhibisyon diizeyleri, 5-florourasil (5-FU) (Merck, Gillingham, UK) pozitif
kontrol olarak kullanilarak HT-29 insan kolorektal adenokarsinoma hiicre hatt1 (Sap
Enstitlisii, Ankara, Tirkiye) ilizerinde belirlenmistir. L-EPS-ACS5°in indiiksiyonu
sonucunda apoptozis varliginin mekanizmasini arastirmak {izere apoptozis belirteci
olan gen ekspresyonu ve protein diizeyindeki degisimler ile ilgili degerlendirmeler
yine ilgili L-EPS ile muamele edilmis HT-29 hiicrelerinde gergeklestirilmistir. Ayni
zamanda cekirdek ve hiicre diizeyinde apoptotik morfolojik degisimlerin belirlenmesi
icin L-EPS-ACSS5 uygulamasi yapilan hiicre g¢ekirdekleri Hoechst 33258 (Merck,
Gillingham, UK) ile isaretlenmis, ek olarak hiicre morfolojileri TEM (JEOL JEM
1220) ile analiz edilmistir.

3.1.1 Hiicre kiiltiiri

HT-29 insan kolorektal adenokarsinoma hiicre hatti ticari olarak temin edilmistir.
Hiicreler yiiksek glikoz igeren (4,5 g/L), %10 (v/v) 1s1 ile inaktive edilmis fetal bovin
serum (FBS) (Biological Industries, Cromwell, USA) ve %l (v/v)
penisilin/streptomisin (Biological Industries, Cromwell, USA) ile desteklenmis
DMEM (Biological Industries, Cromwell, USA) ekilmis ve 37°C ve %5 CO2’li
ortamda kiiltiire edilerek, her 2-3 giinde bir %80 konfluentlige ulastiktan sonra tripsin
(0.25%)/EDTA (0.05%) (Biological Industries, Cromwell, USA) ile toplanarak
pasajlanmistir (Di vd., 2017).

3.1.1.1 HT-29 hiicrelerinin ¢oziilmesi

1. -196°C’de s1v1 azotta saklanan hiicreler, 37°C’deki su banyosuna alinarak ve

yaklagik 1-2 dakika igerisinde ¢oziilmesi beklenmistir.
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2. Tip igerisindeki hiicreler, i¢erisinde hiicreler i¢in uygun 3-4 mL besiyeri bulunan
15 mL’lik falkon tiipiine (santrifiij tiipiine) aktarilmis, pipetaj yapilarak hiicre ve

besiyerinin iyice karismasi saglanmistir.
3. Hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

4. Santriflij sonunda tiipiin i¢indeki besiyerinden olusan siipernatant pipetle ¢ekilerek

dikkatli bir sekilde uzaklastirilmigtir.

5. Hiicre pelleti iizerine 1 mL hiicre i¢in uygun besiyeri eklenerek hafifce pipetaj

yapilmigstir.

6. Hiicre slispansiyonunun tamamu alinarak, i¢erisinde 4 mL besiyeri bulunan bir adet
25 cm?’lik kiiltiir kaplarma (flask) ekilmistir. Kiiltiir kaplarmin iizerine hiicrenin ve
besiyerinin adi, hiicrenin acilma tarihi ve donduruldugu tarihteki pasaj sayisi

yazilarak %35 COz2 igeren 37°C’lik inkiibatorde inkiibe edilmistir.

7. Bir giin sonra mikroskop altinda hiicre canlilig1 ve morfolojisi incelenerek besiyeri

degisimi gergeklestirilmistir.
3.1.1.2 HT-29 hiicrelerinin pasajlanmasi

1. Hiicrelerin bulunduklar kiiltiir kaplarinin yilizeyini kaplama (konfluent olma)

durumlar1 mikroskop altinda incelenerek belirlenmistir.

2. Konfluent olan hiicreleri yilizeyden kaldirmak i¢in Oncelikle ortamdaki besiyeri

uzaklagtirilmistir.

3. Hiicreler 1X tripsin/EDTA (yaklasik 1-2 mL) ile 1 kez yikanmastir.

4. 1X tripsin/EDTA ortamdan uzaklastirilmistir.

5. Hiicrelerin yiizeyden kalkmasi i¢in 1,5 mL 1X Tripsin-EDTA eklenmistir.

6. Tripsin-EDTA’nin kiiltiir kabinin {izerine iyice yayilmasi saglanmis ve ardindan

kiiltiir kab1 37°C’de 5-6 dakika inkiibe edilmistir.
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7. Inkiibasyon sonrasi hiicrelerin yiizeyden kalkip kalkmadigi kontrol edilmistir
(Inkiibasyon asamasinin siiresi dnemlidir; inkiibasyon siiresinin kisa olmasi hiicrelerin
kalkmasi icin yeterli olmaz iken; bu siire uzadiginda ise Tripsin-EDTA hiicrelere zarar
vermektedir). Bu sirada yeni kiiltiir kaplar (hiicre yogunluguna bagli olarak 5-6 tane
kiltiir kab1) alinarak, {izerine pasaj numarasi (1 artirilarak), islem tarihi, yapan kisi,
hiicre 6zellikleri yazilmis ve hiicre i¢in kullanilan besiyerinden 4 mL her bir kiiltiir

kabina ayr1 ayr1 koyulmustur.

8. Hiicrelerin ylizeyden ayrildigi anlasildiktan sonra Tripsin-EDTA’nin etkisini
nétralize etmek icin ortama yukarida belirtilen uygun besiyerinden 25 cm? kiiltiir kabi

i¢cin 4,5 mL eklenmistir.

9. Hiicreler pipetleme islemi ile homojen hale getirilmistir.

10. 1 mL besiyerindeki hiicre miktart Thoma lami1 kullanilarak hesaplanmustir.
11. 1 mL hiicre, hazirlanan yeni kiiltiir kaplarina ekilmistir.

12. Yeni kiiltiir kab1 %5 COz2 igeren 37°C’lik inkiibatorde inkiibasyona birakilmaistir.

Inkiibatdrde 2-3 giin siiresince bekletilerek hiicreler ¢ogaltilmistir.
3.1.1.3 HT-29 hiicrelerinin dondurulmasi
1. Hiicreler tripsinize edilmistir (pasajlama prosediiriinde oldugu gibi).

2. Hiicreler, 5 mL DMEM ile kiiltiir kabindan yikama yapar gibi 15 mL’lik falkon tiip

igerisine toplanmustir.

- Dondurma besiyeri:

* 9,5 mL DMEM

* 0,5 mL DMSO

3. Hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

4. Siipernatant kismi uzaklastirilarak pellet lizerine 1 mL dondurma besiyeri

eklenmistir.
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5. Nazikge birkag kez pipetaj yapildiktan sonra sivi kriyotiipe aktarilmistir.
6. Kriyotlip lizerine hiicrenin ismi, pasaj numarasi ve tarih yazilmistir.

7. Kriyotiipler daha sonra -80°C’ye kaldirilarak, c¢alismalarda kullanima {izere

saklanmustir.
3.2 Antiproliferasyon Analizi

Laktobasil kaynakli L-EPS-ACS5’in HT-29 hiicre ¢ogalmasi tlizerindeki etkisi, MTT
analizi ile degerlendirilmistir. Ilgili L-EPS besiyerinde ¢dziindiiriilmiis ve analizlerden
once 0.22 um'lik bir siringa filtresi (Merck, Gillingham, UK) ile filtrelenmistir. HT-
29 hiicreleri, 2x10* hiicre/well yogunlugunda 96 well plate (Sarstedt, Leicester, UK) e
ekilmis ve plate’ler %5 CO2 atmosferinde 37 © C'de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan, hiicreler ‘5-FU’ pozitif kontrolii (50 pg/mL) ile birlikte
belirlenen doz araliginda (10 pg/mL-2,5 mg/mL) L-EPS uygulamasi ile ortam
degisikligi yapilmadan inkiibasyon siireleri (24, 48 ve 72 saat) i¢in daha 6nce belirtilen
kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Antiproliferatif etkiyi karsilagtirmak i¢in kontrol
hiicreleri iglem gormeden ayni siirelerde muhafaza edilmistir. Kuyucuklardaki
ornekler inkiibasyon siiresinden sonra ¢ikarilmis, tiim uygulama ve kontrol
kuyucuklarma MTT soliisyonu (Merck, Gillingham, UK) (0.5 mg mL™) ilave edilmis
ve plakalar 37 ° C'de 3 saat karanlikta inkiibe edilmistir. Daha sonra reaksiyon karigimi
kuyucuklardan uzaklastirilarak, formazan kristallerini ¢6zmek i¢in 100 pl DMSO
(Merck, Gillingham, UK) c¢ozeltisi ilave edilmistir. Rengin stabilizasyonu igin 5
dakika bekletilmis, absorbanslar ChroMate®ELISA (Awareness Technology, Inc)
okuyucu kullanilarak 492 nm'de Olclilmiis ve absorbans hiicre sayisi ile korele
edilmistir. Anti-proliferatif etki, L-EPS-ACS5 uygulamasi yapilan ve uygulama
yapilmayan kontroller arasindaki canlilik karsilastirilarak tespit edilmistir. Kontrol
hiicrelerinin canliligt %100 olarak kabul edilmistir. Hiicre canlilik yiizdesi (%)

asagidaki formulasyonla hesaplanmistir.
“% Canlilik = (Ornek absorbansi / Kontrol absorbansi) x 100”

ICs0 degerleri Graphpad Prism Version 8 (San Diego, CA, USA) belirlenmis olup, bu

ICs0 degerini de kapsayan doz konsantrasyon aralifinda saglikli kontrol hiicrelerine
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(L929) (Sap Enstistiisii, Ankara, Tiirkiye) L-EPS uygulamas1 yapilarak sitotoksitite

degerlendirilmesi gerceklestirilmistir. Ayrintili protokol asagida verilmistir.

Oncelikle, L-EPS’lerin hangi ¢oziiciide coziilerek hiicrelere uygulanacagini ve
hiicrelerin ekim yogunlugunu belirlemek i¢in 6n MTT deneyi yapilmistir. Bu
calismadan elde edilen sonuglara gore hiicre canliligini1 olumsuz yonde etkilemeyecek

¢oziicii ve kuyulara ekilecek optimal hiicre sayis1 belirlenmistir.
3.2.1 L- EPS icin kullanilacak ¢o6ziiciiniin belirlenmesi

1. HT-29 hiicreleri uygun besiyerinde gogaltilarak konfluent durumda T-25 flasktaki

HT-29 hiicreleri daha 6nce belirtilen sekilde tripsinize edilmistir.

Sekil 3.1. Hiicrelerin tripsinizasyonu agamasinda hazirlik goriintiisii.

2. 50 pL tripan blue ile 50 pL hiicre thoma laminda sayim yapmak i¢in karigtirilmistir.

3. Thoma laminin {ist ve alt kismmin her ikisine de ayr1 ayr1 10 pL karisimdan

eklenmistir.
4. Mikroskopta sayim yapilmistir.
5. Sayimu1 yapilan hiicrelerin yogunluklar1 1x10%, 2x10%, 5x10%, 10x10* olacak sekilde

besiyeri ile dilue edilmis ve ekim hacmi 100 ve 200 puL olarak belirlenmistir. Ekilen
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her bir hiicre yogunlugu ve L-EPS i¢in normal besiyeri, filtre besiyeri, otoklavlanmis

besiyeri, PBS, fosfat tamponu uygulamasi i¢in uygulama gruplarina bolinmiistiir.
6. Ekilen hiicreler %5 CO2 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

7. Inkiibasyondan sonra hiicrelerin analize uygunluk durumu mikroskopta

incelenmistir.

Sekil 3.2. Hiicrelerin analize uygunluk durumlarimin mikroskopta incelenmesine ait
gorunt.

8. Hiicrelerin lizerindeki besiyeri uzaklastirilmistir.

9. Besinci asamada belirtildigi sekilde uygulamalar gergeklestirilmistir. Her bir
uygulama grubu icin kontrol kuyusu muhafaza edilmis ve 24 saat i¢in hiicre canliligi,

MTT testi ile degerlendirilmistir.

MTT soliisyon hazirligi: MTT final konsantrasyonu 5 mg/mL olacak sekilde steril 1X
PBS icerisinde 151k almayacak sekilde 50 mL falkon igerisinde aliminyum folyo ile
kapatilarak c¢oziilmiistiir. Hazirlanan sollisyon 0,22 pum filtreden gecirilmis ve
aliquatlanarak -20°C’de saklanmistir (Kullanilacak olanlar +4°C’de muhafaza

edilmistir).

35



10. 24 saatin sonunda her kuyucuga final konsantrasyonu 0,5 mg/mL olacak sekilde

MTT c¢ozeltisi eklenerek 3 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir.

11. Inkiibasyondan sonra (3 saat) mikroskopta formazan kristalinin olusumu kontrol
edilerek kuyulardaki ortamlar uzaklastirilmis ve formazan kristallerini ¢6zmek i¢in her

kuyuya ¢alisma konsantrasyonuna uygun sekilde analitik DMSO eklenmistir.

12. DMSO ilave edildikten sonra olusan renk 492 nm’lik dalga boyunda
spektrofotometrik olarak ol¢iilmiis, “% Canliik = (Ornek absorbansi / Kontrol

absorbansi) x 100” formiilii ile yiizde canlilik hesaplanmistir.

3.2.2 L-EPS’nin HT-29 hiicrelerindeki antiproliferatif aktivitesinin belirlenmesi

icin uygun doz araliklarinin belirlenmesi

L-EPS-ACS5’nin  HT-29 kanser hiicrelerinde doz ve siire bagimli etkisinin
belirlenmesi i¢in genis zaman (24, 48, 72 ve 96 saatler) ve konsantrasyon araliginda

(10 pg/mL -2,5 mg) MTT analizi gergeklestirilmistir.

1. HT-29 hiicreleri uygun besiyerinde ¢cogaltilmistir. Konfluent durumda T25 flasktaki

HT29 hiicrelerinin daha 6nce belirtilen sekilde tripsinizasyonu yapilmistir.
2.50 pL tripan blue ile 50 pL hiicre thoma laminda sayim yapilmak i¢in karigtirilmistir.

3. Thoma laminin iist ve alt kismmin her ikisine de ayr1 ayr1 10 pL karisimdan

eklenmistir.
4. Mikroskopta hiicrelerin sayimi1 yapilmstir.

5. 24, 48, 72 ve 96 saat Ol¢limlerini yapmak i¢in L-EPS-ACSS icin 4 tane 96 well
plate’e kuyu basina 2x10* hiicre olacak sekilde 100 pL, 8 tekrar olarak ekim yapilmus
ve 37°C de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmistir.
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Sekil 3.3. Hiicrelerin etiiv inkiibasyon goriintiisii.

6. 24 saat sonra hiicrelerin analize uygunluk durumu mikroskopta incelenmistir.

7. L-EPS (L-EPS-ACSS5) en yiiksek konsantrasyon 2,5 mg/mL olacak sekilde
besiyerinde ¢oziilmiistiir ve 22 pm por biiyiikliigiindeki milipor filtre ile filtrelenmistir
(Baslangi¢c konsantrasyonu literatiir verileri (Di vd., 2017; Wu vd., 2021) ve

besiyerinde ¢oziinen maksimum L-EPS miktarina gore belirlenmistir).

8. 2,5 mg/mL stok L-EPS (L-EPS-ACS5) ¢ozeltileri final konsantrasyonlar1 2 mg/mL,
1,5 mg/mL, 1 mg/mL, 500 ug/mL, 250 ug/mL, 100 ug/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL ve
10 pg/mL olacak sekilde filtrelenmis besiyeri ile seri sekilde dilue edilmistir.

i 2 S M M M M TR Y M

141

Stok 2 1.5 1 500 250 100 50 25 10
2,5 mg/mi mg/ml  mg/iml  mg/ml pgiml  po'ml pg/mi po'ml pg/ml pg/ml

Sekil 3.4. L-EPS’nin seri dilusyonunun sematik gosterimi.
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9. 24 saat sonunda hiicrelerin lizerindeki besiyeri uzaklastirilmis ve yukarida belirtilen
konsantrasyonlarda L-EPS’ler hiicrelere 100 pL olacak sekilde eklenmistir. Kontrol

kuyularinin tizerindeki besiyeri de filtre besiyeri ile degistirilerek tazelenmistir.

10. L-EPS eklendikten 24 saat sonra L-EPS-ACS5’in 24. Saat 6l¢iimleri igin belirlenen
96 well platelere kuyu basmna 11 pL MTT (5 mg/mL) soliisyonu eklenerek 3 saat

inkiibasyona birakilmistir.

11. Inkiibasyon siiresinin sonunda mikroskopta formazan kristalinin olusumu kontrol
edildikten sonra kuyulardaki ortamlar uzaklastirilmis ve formazan kristallerini ¢6zmek

icin her kuyuya 100 pL analitik DMSO eklenmistir.

Sekil 3.5. Hiicrelerde MTT inkiibasyonu sonucu formazan kristalinin olusumu.

12. DMSO ilave edildikten sonra olusan renk 492 nm’lik dalga boyunda

spektrofotometrik olarak olgiilmiistiir.

13. Deneyler 8 tekrarli olarak yapilmistir. L-EPS’nin uygulanmadigi kuyular kontrol
grubu olarak degerlendirilmis ve % canlilik kontrol grubu ile kiyaslanarak daha 6nceki

belirtilen sekilde hesaplanmaistir.

14. 24 saat inkiibasyon siiresi uygulanan deney grubu i¢in yapilan islemler 48, 72 ve

96 saat inkiibasyon uygulanan deney gruplarinda da tekrarlanmistir.
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[lk MTT analiz sonuglar1; L-EPS’nin HT-29 kolon kanser hiicreleri iizerinde anti-
proliferatif etkisinin oldugunu gdstermistir. Veriler kontrol grubu (yalnizca besiyeri
igeren) hiicrelerindeki canlilik %100 kabul edilerek sunulmustur. Gergeklestirilen
MTT analizinin amaci, L-EPS’nin anti-proliferatif etkisinin degerlendirilmesinin yani
sira; doz ve siire bazinda etki farkliliklarinin olup olmadigini belirlemektir. Yiizde
canlilik verilerine, GraphPad Prism 5.0 programi kullanilarak tek yonlii (One way)
ANOVA ve Tukey testi uygulanmistir. Analiz sonuglarina gore 24 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda L-EPS gruplar arasinda farkin bulundugu gézlenmistir (P<0,05), diger
stirelerde ise anlamli bir farklilik bulunamamistir (P>0,05). Bu sonuglara gore, EPS
uygulama doz ve siirelerinin L-EPS-ACSS igin ayn1 sekilde uygulanmasi 6ngdriilmiis,

deney tekrari belirtilen doz ve siirelerde gerceklestirilmistir.

L-EPS’ye ait IC50 degerlerinin kesin olarak belirlenmesi i¢in gergeklestirilecek MTT
ve XTT analizleri, ilgili konsantrasyonlar (2,5 mg/mL, 2 mg/mL, 1,5 mg/mL, 1 mg/mL
ve 500 pg/mL) ve siireler i¢in (72. Ve 96.saatler) es zamanli olarak yapilmistir. Ayrica
inhibitor etkinin degerlendirilmesi i¢in 5-FU (50 pg/mL) pozitif kontrol grubu, bu

analize de uygulanmistir. Deney verileri birlikte degerlendirilmistir.
3.2.3 MTT ve XTT analizleri

1. HT-29 hiicreleri uygun besiyerinde ¢ogaltilmistir. Konfluent durumda olan T-25
flaskta HT-29 hiicreleri daha 6nce belirtilen sekilde tripsinize edilmistir.

2. Thoma lamu ile hiicre sayimi1 yapilmistir.

3. 72 ile 96 saat inkiibasyon siirelerindeki uygulamalarin XTT ve MTT o6l¢iimlerini
yapmak icin L-EPS-ACSS5 icin 4 adet, 96 well platelere kuyu basina 2x104 hiicre
olacak sekilde 100 pL 6 tekrarli olarak ekilmis ve plateler 37°C’de %5 CO2’li ortamda

inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyon siiresi sonunda (24 saat) hiicrelerin konfluent olma durumu mikroskopta

incelenmistir.

5. HT-29 kanser hiicreleri iizerinde L-EPS-ACS5’in kontrol hiicrelerine kiyasla farkli
yilizdelerde anti-proliferatif etki gosterdigi belirlenen 2,5 mg/mL, 2 mg/mL, 1,5

mg/mL, 1 mg/mL ve 500 pg/mL konsantrasyonlar1 i¢in uygulama yapilmaistir.
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6. Inkiibasyon siiresi sonunda (24 saat) hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirilarak
belirtilen diliisyon konsantrasyonlarinda L-EPS’ler hiicrelere 100 puL olacak sekilde
eklenmistir. Kontrol kuyularinin iizerindeki besiyeri de filtre besiyeri ile degistirilerek

tazelenmisgtir.
MTT analizi igin;

* L-EPS eklendikten 72 saat sonra L-EPS-ACS5’nin 72. saat 6l¢timleri i¢in belirlenen
96 well platelere kuyu basmma 11 pL MTT (5 mg/mL) soliisyonu eklenerek 3 saat

inkiibasyona birakilmistir.

« Inkiibasyon siiresinin sonunda (3 saat) mikroskopta formazan kristalinin olusumu
kontrol edildikten sonra kuyulardaki ortamlar uzaklastirilmis ve formazan kristallerini

¢6zmek i¢in her kuyuya 100 pL analitik DMSO eklenmistir.

* DMSO ilave edildikten sonra olusan renk 492 nm’lik dalga boyunda

spektrofotometrik olarak 6l¢tilmiistiir.

* Deneyler 6 tekrarli olarak yapilmistir. L-EPS’nin uygulanmadigi kuyular kontrol
grubu olarak degerlendirilmis ve % canlilik kontrol grubu ile kiyaslanarak daha 6nceki

belirtilen sekilde hesaplanmustir.
XTT analizi igin;

XTT Cell Viability Assay Kit (Bioitum) kullanilmis olup analiz {iretici firmanin
tavsiye ettii protokole gére gerceklestirilmistir. On optimizasyon calismalari ile
baslangi¢ hiicre sayist ve XTT soliisyonu uygulama siiresi belirlenerek analizlere

baslanilmistir. Bu amagla,

 Kit iceriginde yer alan 10 mL XTT soliisyonuna 50 pL aktive edici soliisyon
eklenerek pipetaj yapilmistir.

* Hiicrelere L-EPS uygulamasi yapildiktan 72 saat sonra L-EPS-ACS5’nin 72. saat
Olgiimleri i¢in belirlenen 96 well platelerinin iizerine kuyu basina 33,5 pL aktive

edilmis XTT soliisyonu eklenerek 3 saat inkiibasyona birakilmistir.
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+ Inkiibasyon siiresi sonunda plate 492 nm ve 630 nm’lik dalga boyunda

spektrofotometrik olarak 6l¢tilmiistiir.

* Deneyler 6 tekrarli olarak yapilmistir. L-EPS’lerin uygulanmadig1 kuyular kontrol
grubu olarak degerlendirilmis ve % canlilik kontrol grubu ile kiyaslanarak daha 6nceki

belirtilen sekilde hesaplanmustir.

MTT analizinin amact hiicrelerin canliliklarini, mitokondrial dehidrogenaz enziminin
akivitesi ile orantili olarak Ol¢mektir. Canli hiicrelerde devam eden mitokondrial
aktivite sayesinde formazan kristalleri meydana gelmektedir. Bu formazan kristalleri
DMSO gibi ¢oziiciilerde ¢oziildiigiinde hiicre canliligiyla orantili yogunlukta mor renk
olusmaktadir. MTT analizi sonuglart mikroplaka okuyucuda (ChroMate®ELISA) 492
nm’de alinmistir. XTT analizi, hiicre canliliginin, cogalmasinin ve sitotoksisitenin bir
gostergesi olarak hiicresel metabolik aktiviteyi 6lgmek i¢in kullanilmaktadir. Bu
kolorimetrik test, sar1 bir tetrazolyum tuzunun (sodyum 3-[1- (fenilaminokarbonil)-
3,4-tetrazolyum]-bis (4-metoksi6-nitro) benzen siilfonik asit hidrat veya XTT)
metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan portakal rengi formazan boyasina
indirgenmesine dayanmaktadir. XTT analizi sonuglar1 mikroplaka okuyucuda

(ChroMate®ELISA) 492 nm/630 nm’de alinmustir.

L-EPS’lerin HT-29 kanser hiicre hattindaki anti-proliferatif etkisinin varligina ek
olarak, belirlenen dozlarin saglikli hiicre hatlarinda sitotoksik olup olmadiginin
degerlendirilmesi, onemli bir Slgiittiir. Bu nedenle kanser hiicrelerinde (inhibisyon
gozlenen doz araligr dahil) genel doz araligr icin (2,5 mg/mL-10 pg/mL) L929

hiicreleri ile sitotoksisite (biyouyumluluk) analizi gergeklestirilmistir.
3.2.4 1.929 Hiicrelerinde sitotoksisitenin belirlenmesi

L.929 fare fibroblast hiicre hatti, ticari olarak temin edilmistir. Hiicreler yiiksek glikoz
iceren (4,5 g/L), %10 1s1 ile inaktive edilmis fetal bovin serum (FBS),
penisilin/streptomisin ve L-glutamin (2 mM) ile desteklenmis Dulbecco’s modifed
Eagle’s Medium (Cegrogen) besiyerinde gelistirilmistir. L929 hiicreleri %5 CO2’li
ortamda 37°C’de kiiltiire edilmis ve besiyerleri ekimin 1. giiniiniin sonunda, her 48
saatte bir degistirilmistir. Hiicreler %80-90 konfluentlige ulastiktan sonra %0,05
tripsin/EDTA ile toplanmustir.
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1. L929 fare fibroblast hiicreleri uygun besiyerinde ¢ogaltilmistir. Konfluent duruma
geldiginde T-25 flasktaki 1.929 hiicreleri daha Once belirtilen sekilde tripsinize

edilmistir.
2. Thoma lami kullanilarak hiicre saymmi yapilmuistir.

3. 24, 48, 72 ve 96 saat inkiibasyon siirelerindeki uygulamalarin MTT Ol¢limleri
yapmak i¢in EPS-ACSS i¢in 4 adet, 96 well platelere kuyu basina 2x10* hiicre olacak
sekilde 100 pL 6 tekrarli olarak ekilmis ve plateler 37°C’de %5 COz2’li ortamda inkiibe

edilmistir.

4. Inkiibasyon siiresi sonunda (24 saat) hiicrelerin analize uygunluk durumu

mikroskopta incelenmistir.

5. HT-29 kanser hiicreleri iizerinde uygulamasi yapilan L-EPS konsantrasyon aralig1

saglikli L929 fare fibroblast hiicre hattina da uygulanmistir.

6. Inkiibasyon siiresi sonunda (24 saat) hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirilarak
belirtilen diliisyon konsantrasyonlarinda L-EPS hiicrelere 100 pL olacak sekilde
eklenmistir. Kontrol kuyularinin tizerindeki besiyeri de filtre besiyeri ile degistirilerek

tazelenmistir.

7. L-EPS eklendikten 24 saat sonra L-EPS-ACS5’in 24. saat 6l¢timleri i¢in belirlenen
96 well platelere kuyu basmma 11 pL MTT (5 mg/mL) soliisyonu eklenerek 3 saat

inkiibasyona birakilmustir.

8. Inkiibasyon siiresinin sonunda (3 saat) mikroskopta formazan kristalinin olusumu
kontrol edildikten sonra kuyulardaki ortamlar uzaklastirilmis ve formazan kristallerini

¢6zmek i¢in her kuyuya 100 pL analitik DMSO eklenmistir.

9. DMSO ilave edildikten sonra olusan renk 492 nm’lik dalga boyunda

spektrofotometrik olarak 6l¢tilmiistiir.

10. Deneyler 4 tekrarli olarak yapilmistir. L-EPS’nin uygulanmadig: kuyular kontrol
grubu olarak degerlendirilmis ve % canlilik kontrol grubu ile kiyaslanarak daha 6nceki

belirtilen sekilde hesaplanmistir.
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11. Ayni islemler 48, 72 ve 96 saatler i¢in de tekrarlanmistir.

Calisma kapsaminda; L-EPS’nin (L-EPS-ACSS5) antitlimoral —aktivitelerinin
degerlendirilmesi, bu baglamda da L-EPS’lerin hiicre canlilig1 ve koloni olusumu
tizerine efektif inhibisyon diizeylerinin belirlenmis olmasi, bunun yani sira L-EPS-
indiikte apoptozis varliginin mekanizmasini arastirmak iizere apoptozis belirteci olan
gen ekspresyonlarindaki ve protein diizeylerindeki degisimleri Real Time PCR,
Western blot analizi ile, hiicrelerdeki morfolojik diizeydeki degisimleri ise TEM

analizi ile anlamliliginin tespiti amaglanmistir.
3.3 Koloni Olusum Analizi

Bu analiz kapsaminda ICso degerlerinde yapilacak olan L-EPS-ACSS5 uygulamasinin
HT-29 hiicrelerinin koloni olusturmalar1 {izerine inhibisyon diizeylerinin belirlenmesi
‘5-FU’ pozitif kontrolii ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Koloni olusumu
deneyi i¢in, hiicreler 6-well platelere, well basina 2000-3000 hiicre yogunlugunda
ekilmistir ve 24 saat sonra hiicreler L-EPS i¢in belirlenen IC50 degerinde L-EPS igeren
besiyeri ile 72 ve 96 saat inkiibe edilmislerdir. Belirtilen inkiibasyon siireleri sonunda
ortam kontrol ve uygulama gruplarinda normal besiyeri ile degistirilmis ve hiicreler 7-
10 giin boyunca iiretilmislerdir (Her {i¢ glinde bir besiyeri degisimi yapilmis, hiicreler
kontrol edilmistir). Siire¢ sonunda hayatta kalan koloniler %4 paraformaldehit (PFA)
ile sabitlenmistir. Ardindan 20 dakika boyunca %] kristal viyole ile isaretlenmistir.
Isaretlemeden sonra koloniler PBS ile yikanmis ve welllerin fotograflari gekilmistir
(Zhang vd., 2019). Siireci takiben koloniler %15 asetik asit ile ¢dziilmiis, 540 nm’de
optik yogunlukta bir mikroplaka okuyucuda (ChroMate®ELISA) 6l¢tilmiistiir (Zhang
vd., 2019).

Klonojenik deney veya koloni olusturma deneyi, tek bir hiicrenin bir koloniye
donilisme yetenegine dayanan bir in vitro hiicre hayatta kalma deneyidir. Koloni en az

50 hiicreden olusacak sekilde tanimlanmaktadir.

Koloni olusum analizi esas olarak popiilasyondaki her hiicreyi “sinirsiz” boliinme
gecirme kabiliyeti acgisindan degerlendirmektedir, bu nedenle antitiimdral etkinin

belirlenmesi sitotoksik ajanlarin etkinligini belirlemek icin de kullanilabilir
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3.3.1 Apoptozis iliskili gen, protein ekspresyonlari ve hiicre morfolojisi analizleri

Bu basamakta yer alan analizler kapsaminda 1Cso degerlerinde yapilan L-EPS-ACS5
uygulamasinin apoptotik yolakta yer alan genlerin RNA ve protein diizeyindeki
ifadelerine olan etkisinin yani sira, bir diger apoptozis belirteci olan ¢ekirdek ve hiicre

morfolojisindeki degisimlerin tespiti ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
3.3.1.1 RNA izolasyonu ve Real Time PCR
RNA izolasyonu

ICso degerleri saptanan L-EPS’nin HT-29 hiicrelerinde apoptotik yolakta yer alan
hedef genlerin ekspresyonlar1 iizerinde meydana getirecegi olast degisikliklerinin
saptanmasi amaciyla gen ekspresyon analizi yapilmistir. Bu amagla hiicreler I1C50
degeri saptanan doz ve siirelerde L-EPS ile inkiibe edildikten sonra total RNA
izolasyonu yapilmisgtir. Total RNA izolasyonu i¢in izlenilen Trizol temelli (RiboEx

TM RNA Izolasyon Kiti) izolasyon protokolii asagida verilmistir.

1. Kontrol ve L-EPS uygulama gruplarindaki hiicrelerin {izerinden besiyeri
uzaklagtirilarak her 10 cm 2 kiiltiir kab1 alam1 igin 1 mL RiboEx™ eklenmistir.
Calismamizda islemler 6-well plate {izerinden 300.000/well baslangic hiicre sayis1 ile

gerceklestirilmistir. Hiicre lizatina birkag kez pipetaj yapilmustir.
2. Homojenat oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir.

3. 1 mL RiboEx™ basina 0,2 mL kloroform eklenmistir. 15 saniye kuvvetlice

calkalanarak, 2 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

4. 4°C’de 15 dakika boyunca 12.000 x’de santrifiijlenmistir, ardindan sulu faz yeni bir

tiipe aktarilmigtir.
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Sekil 3.6. RiboEx™ protokoliinde faz ayrima.

(Bu asamada karigim bir alt katmana, bir ara faza ve renksiz bir iist sulu katmana
ayrilmistir. Ust sulu katman, homojenizasyon igin kullanilan RiboEx™ hacminin

yaklasik %50’sidir).

5. Ik homojenizasyon i¢cin kullanilan 1 mL RiboEx™ basina 0,5 mL izopropil alkol

eklenmistir ve ¢ozelti 3-5 kez ters ¢evrilerek hafifce karistirilmastir.
6. Ornekleri oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir.
7.4°C’de 10 dakika boyunca 12.000 x g’de santrifiijlenmis ve siipernatanti atilmistir.

(Bu asamada ¢okeltilmis RNA, tiliplin yaninda ve altinda jel benzeri veya beyaz bir

pelet olusturur. Verimi artirmak i¢in numune gece boyunca -20°C’de bekletilmistir).
8. RNA peletini yikamak i¢cin 1 mL RiboEx™ basina 1 mL %75 etanol eklenmistir.

9. Ornekler 5 dakika boyunca 7.500 x g’de santrifiijlenmistir. Siipernatant dikkatlice
atilmis ve RNA peleti 5 dakika boyunca laminar flowda kapagi acik bicimde
kurutulmustur.

(RNA peleti bu noktada ¢ok gevsektir ve peleti kagirmamak i¢in dikkatli
davranilmalidir. Coziiniirliglinii biiylik 6l¢iide azaltacagindan RNA peleti tamamen
kurutulmamali, ancak sonraki islemler i¢in de etanol kalintis1 birakilmamaya 6zen

gosterilmelidir).
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Sekil 3.7. RiboEX™ protokoliinde RNA pelet olusumu.

10. 56°C’de 10 ~ 15 dakika inkiibe edilerek RNA’y1 50 pL DEPC (Dietil pirokarbonat)
ile muamele edilmis suda ¢Ozindiirlilmiistiir. Total RNA’nin kantitatif olarak
degerlendirilmesi i¢in Jenway (Genova Nano) cihazi kullanilmistir. Total RNA’nin
260/280 nm’de absorbans degerlerine bakilarak total RNA’nin miktar1 ve saflig
saptanmistir. Kantitasyonu yapilan total RNA’lar cDNA sentezi yapilmak {izere -
80°C’ye kaldirilmistir. Elde edilen RNA’larin miktar ve saflik parametreleri Cizelge

3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Elde edilen RNA 6rneklerinin miktar ve saflik degerleri.

A260/A280 A260/A230

Ormek tipi Miktar (ng/ uL) (Absorbans) |  (Absorbans)

Kontrol 704,185 1.93 2.16
ACS5 RNA 258,18 1.97 2.20
cDNA sentezi

Kontrol ve L-EPS uygulamasi yapilan hiicrelerden elde edilen total RNA’lardan
ekspresyon analizi yapmak i¢in cDNA sentezi gerceklestirilmistir. cDNA sentezi i¢in
GeneAll HyperScriptFirst Strand Synthesis Kit (Katalog: 601-005) kullanilmistir. Bu
kitin 6nerdigi protokol uygulanarak her bir gruba ait oérneklerin 1 pg RNA’sindan
cDNA elde edilmistir (A). cDNA sentezi i¢in izlenilen protokol asagida verilmistir.
cDNA ornekleri gen ekspresyon analizine kadar -20°C’de saklanmistir. ¢cDNA

orneklerinin % 1°lik agaroz jel goriintiisii Sekil 3.8.’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. cDNA sentez protokoliine gore reaksiyon igerikleri.

A B
dNTP 1 uL 1,5 ulL
Oligo dT 0,5 uL 1 uL
Random hexamer 0,5 uL 1ul
Total RNA (1 pg) --- (Ornege gore --- (0rnege gore
degismektedir) degismektedir)
dH20 15 ul’ye 20 pL’ye tamamlanmustir.
tamamlanmistir.

Her bir o6rnek icin 0.2 mL steril PCR tiiplerinin igerisine belirtilen reaksiyon
karisimlar1 hazirlanarak, 65°C’de 5 dakika inkiibe edilmis, ardindan en az 1 dakika buz
tizerinde bekletilmistir. Ardindan reaksiyon karigimlari tizerine 2 pl 10x revers
transkriptaz (RTaz) buffer, 2 pl DTT, 1 pl ters transkriptaz enzimi ve 1 ul Rnaz
eklenerek 3-4 sn mikrosantrifiij edilmistir. PCR tiipleri PCR cihazina alinarak, sicaklik
protokolii; 55°C’de 60 dakika ve 85°C 5 dakika seklinde uygulanmistir. cDNA
ornekleri gen ekspresyon analizine kadar -20°C’de saklanmistir. Caligmalara B grubu

ornekleri ile devam edilmistir.

Sekil 3.8. cDNA o6rneklerinin %1°lik agaroz jel goriintiisii (A, B iki farkli kosulda
gerceklestirilen reaksiyonu isaret etmektedir).

Real-Time PCR

Elde edilen cDNA’lardan arastirtlmasi planlanan genlerin ekspresyonlarinin
saptanmasi amaciyla Real-Time PCR (Es zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

yapilmistir. Reaksiyonlar LongGene Q2000A Real-Time PCR ve A.B.T.™ 2X qPCR
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SYBR-Green MasterMix kullanilarak, Bax, Bcl-2, Kaspaz-3, Kaspaz-9, Survivin
genleri icin gergeklestirilerek kosullar optimize edilmistir. Tiim reaksiyonlar {i¢
tekrarl yapilmistir. Hedef transkriptleri 2 ~AACT metodu ile normallestirmek i¢in, i¢
kontrol olarak B-aktin geni kullanilmistir (Riaz Rajoka, Mehwish, vd., 2019). Calisilan
GAPDH primerleri ile sonu¢ alinamamasi sebebiyle B-aktin internal kontroliine

gecilmistir.

Ekspresyonu arastirilan genlerin primer dizileri Cizelge 3.3.’te, reaksiyon karigimlari

Cizelge 3.4.te verilmistir. Reaksiyon dongiileri ise Cizelge 3.5.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Real-Time PCR’da kullanilan primer dizileri.

Gen Dizi (5°-3”) Amplikon Referans
boyutu Calisma
Bax F TTCTGACGGCAACTTCAACT 117 (Tukenmez,
Bax R CAGCCCATGATGGTTCTGAT Aktas, Aslim,
ve Yavuz,
2019)
Bcl-2F | GTGGATGACTGAGTACCTGAAC 125 (Eroglu vd.,
Bcl-2R | GAGACAGCCAGGAGAAATCAA 2018)
Kaspaz-3 GCGAATCAATGGACTCTGGA 148 (Tukenmez
F vd., 2019)
Kaspaz-3 | TTTGCTGCATCGACATCTGTA
R
Kaspaz-9 CGACCTGACTGCCAAGAAA 153 (Eroglu vd.,
F 2018)
Kaspaz-9 CATCCATCTGTGCCGTAGAC
R
SurvivinF | CCACCGCATCTCTACATTCA 116 (Tukenmez
Survivin CCAAGTCTGGCTCGTTCTC vd., 2019)
R
Beta-aktin TCCCTGGAGAAGAGCTACG 131 (Shirafkan
F vd., 2019)
Beta-aktin | GTAGTTTCGTGGATGCCACA
R

Cizelge 3.4. Real-Time PCR protokoliine gore reaksiyon igerikleri.

A.B.T™2X qPCR SYBR-Green 10 uL
MasterMix
Forward primer 1 uL
Reverse primer 1 ulL
cDNA kalib1 2 uL
dH20 20 puL’ye tamamlanmistir.
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Cizelge 3.5. Real-Time PCR kosullari.

PCR Basamaklar1 Sicaklik (°C) Zaman Siklus
Baglangig 95 5 dakika 1
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 95 30 saniye 30
Baglanma 60 45 saniye
Erime Egrisi 65-95 2-5 saniye/basamak 1

3.3.1.2 Western Blot analizi

L-EPS-ACSS uygulamasi yapilan ve yapilmayan hiicrelerden 72. saat i¢in toplanan
total protein 6rnekleri (Tukenmez vd., 2019), protokoliine gore Western blot analizine
almmistir. Kisaca, HT-29 hiicreleri 1x10° hiicre yogunlugunda T25 (Sarstedt,
Leicester, UK) flasklarina ekilmistir. 24 saat sonra kontrol grubunun besiyeri normal
besiyeri ile degistirilmis, uygulama gruplar1 ICso konsantrasyonunda L-EPS-ACS5
iceren besiyerleri ile degistirilerek her iki grup 72 saat inkiibe edilmistir. Total protein
izolasyonu ProtinEx (GeneAll, Seoul, Korea) solusyonu protokoliine gore
gerceklestirilmistir. Hiicreler, 5 dakika buz iizerinde solusyon ile muamele edildikten
sonra toplanarak, hiicre debrisinin uzaklastirilmast i¢in 10 dakika santrifiij edilmistir.
Stipernatan ayrilarak kullanima kadar 4°C’de saklanmistir. Protein Slgiimii Qubit®
Protein Assay Kits (ThermoFisher Scientific, Loughborough, UK) kiti kullanilarak
tiretici talimatlarina gore Qubit® 3.0 Fluorometer cihazi (ThermoFisher Scientific,
Loughborough, UK) ile gergeklestirilmistir. Protein lizatlar1 %4-12’lik Bis-Tris
gradient jeli (NUPAGE 4-12% Bis-Tris Gel, Invitrogen, Paisley, UK) jelde yiiriitiilmiis
ve jel goriintiisii Iblot transfer stack Nitrocellulose (NC) kiti ile (Invitrogen, Paisley,
UK) membrana aktarilmistir. Protein bandlarinin molekiiler agirliklart ChemiDoc-It
UVP cihaz1 (ThermoFisher Scientific, Loughborough, UK) ile goriintiilenmesinin
ardindan, protein marker1 (Prime-Step™ Prestained Broad Range Protein Ladder,
ThermoFisher Scientific, Loughborough, UK) ile karsilastirilarak belirlenmistir (Riaz
Rajoka, Mehwish, vd., 2019). Ilgili genlerin ekspresyon paternleri protein spesifik
antikorlar (Affinity Biotech) ve kontrol olarak kullanilan B-aktin (Affinity Biotech) ile

Image J ile yapilan normalizasyonla belirlenmistir.
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3.3.2 Apoptotik morfolojik degisimlerin belirlenmesi
3.3.2.1 Hoescht 33258 ile hiicre ¢cekirdek boyamasi

Hiicre ¢ekirdeginde apoptotik degisimlerin belirlenebilmesi i¢in, kontrol ve L-EPS-
ACSS5 uygulama gruplarina ait hiicre ¢ekirdekleri, Hoescht 33258 (Merck, Gillingham,
UK) ile isaretlenmistir. Analiz Qu vd. 2019 protokoliine benzer sekilde
gerceklestirilmis, kisaca 24-well’e (Sarstedt, Leicester, UK) yerlestirilen coverslipler
(ThermoFisher Scientific, Loughborough, UK) iizerine ekim yapilmis, 24 saat sonra
hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirilarak kontrol grubunun besiyeri tazelenmis,
uygulama gruplaria ICso konsantrasyonunda L-EPS-ACSS eklenmistir. 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda, 1x PBS yikamasi ve ardindan %4 (v/v) paraformaldehit
(Merck, Gillingham, UK) ile 15 dakika fiksasyon gerceklestirilmistir. Hiicreler 10
dakika 1 pug konsantrasyonda Hoechst 33258 ile inkiibe edilmistir. Fazla boyanin
uzaklastirilmas: icin tekrar 1x PBS yikamasi yapilarak coverslipler (ThermoFisher
Scientific, Loughborough, UK) lam {iizerine kapatilarak, Zeiss Axioscope (LSM

Pascal, Carl Zeiss, Germany) flouresan mikroskop yardimiyla goriintiilenmistir.
3.3.3.2 TEM analizi

L-EPS-ACSS ile inkiibe edilmis HT-29 kolon kanseri hiicrelerinin goriintiileri,
transmisyon elektron mikroskobu ile elde edilmistir. Hiicreler, yukaridaki analizlerde
belirtilen doz ve siirede ilgili L-EPS-ACSS5 uygulamasi yapildiktan sonra toplanarak
4°C'de 2 saat boyunca sabitlenmistir. Hiicreler daha sonra oda sicakliginda 1 saat post-
fiksasyona ugratilmis ve 1X PBS ile yikanmistir. Ardindan dereceli bir metanol serisi
kullanilarak dehidre edilmis ve sonra bir epoksi reginesine gomiilmiistiir. Ultrathin
boliimleri, bir ultra-mikrotom kullanilarak kesilmis ve kursun sitrat ile birlikte uranil
asetatla isaretlenmistir, isaretlenmis boliimler daha sonra 100 kV'lik bir hizlanma

gerilimi ile TEM (JEOL 1220 JEM) kullanilarak gériintiilenmistir (Di vd., 2017).

EPS uygulamalarinin HT-29 kanser hiicre hattinda apoptoz belirteci olan hiicresel
degisimlerini indiikleyip indiiklemedigine yonelik olarak gerceklestirilen analizlerde,
L-EPS ile inkiibe edilmis HT-29 kolon kanseri hiicrelerinin TEM goriintiileri, ESOGU
ARUM’dan hizmet alim1 gerceklestirilerek elde edilmistir.

Uygulanan protokol asagida ayrintili olarak verilmistir.
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1. Analiz siirecinde hiicre kayiplari gz Oniine alinarak c¢aligma T75 flasklarinda

gergeklestirilmis, flask basina 2 x 108 hiicre ekilmistir (Sekil 3.9.).

Sekil 3.9. TEM o6rnek hazirlama siirecine iliskin laminar flow goriintiisii.

2. 24 saat sonra kontrol grubunun besiyeri tazelenerek, uygulama gruplarina L-EPS’ler

i¢in belirlenen IC 50 degerlerinde L-EPS iceren besiyerleri ile uygulama yapilmigtir.

3. Inkiibasyon siiresi sonunda (72 saat) hiicreler tripsinizasyon ile kaldirilarak falkon

tiiplere aktarilmig PBS (1,5 mL) ile 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

4. Santriflij sonras1 siipernatant uzaklastirilarak tekrar PBS eklenmistir ve 2 kez 1000

rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

5. Ardindan pelet tizerine 0.1 M PBS igerisinde %2.5 Gluteraldehit (2 mL) ilave

edilmis ve hiicreler 1 gece boyunca 4°C’de fiksasyona birakilmstir.

6. Birincil fiksasyon sonrasi hiicreler 2 kez PBS yikamasi yapilarak santrifiij edilmistir
(1000 rpm; 5 dakika).

7. Son asamada 3.kez PBS eklenerek 4°C’de tutularak post fiksasyona

hazirlanmislardir.

8. Hiicreler daha sonra oda sicakliginda 1 saat siiresince %1 osmiyum tetroksit (OSO4)

ile post-fiksasyona ugratilmis ve PBS ile yikanmustir.
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9. Hiicreler dereceli bir metanol serisi kullanilarak dehidre edilerek bir epoksi

reginesine gomiillmiistiir.

10. Ultra-thin boéliimleri, ultra-mikrotom kullanilarak kesilerek ve kursun sitrat ile
birlikte uranil asetatla isaretlenmistir, isaretlenmis boliimler daha sonra 100 kV’lik bir
hizlanma gerilimi ile TEM kullanilarak hizmet alimi ile goriintiilenmistir (Di vd.,

2017) .
3.4 immunostimiilator Etki Analizleri

Makrofajlar konak¢1 immiin savunma sisteminde ¢esitli enfeksiyonlara ve kansere
karst 6nemli rol oynamaktadir (Wang vd., 2018). RAW 264.7 hiicreleri normal
makrofaj fonksiyonlarini yansitabilen bir makrofaj hiicre hatt1 olarak, L-EPS’lerin
immunostimiilator  etki  arastirmalarinda  yaygin  olarak  kullanilmaktadir.
Calisgmamizda bu hiicrelerin, L-EPS-ACSS5 aracili ¢ogalma ve fagositoz kabiliyeti,

nitrik oksit iiretimi degerlendirilmistir.

3.4.1 Hiicre kiiltiiri

RAW 264.7 hiicreleri HT-29 icin belirtilen bilesimde DMEM (Biological Industries,
Cromwell, USA) besiyeri ile 37°C %5 COz2 kosullarinda yetistirilmistir. Hiicreler,
konfluentlikleri %70'e ulastiginda 37°C'de 5 dakika boyunca tripsin (0.25%)/EDTA
(0.05%) (Biological Industries, Cromwell, USA) uygulamasini takiben scraper
(GeneDirex, Inc) kullanilarak toplanmis, her 2 ila 3 gilinde bir 1:4 seyreltilerek
pasajlanmustir (Xiu vd., 2018).

Dondurulmus hiicrelerin agilmasi
* -80°C’den alinan hiicreler, +4°C’de ¢ozdiiriiliir.

* Tiip igerisindeki hiicreler 15 mL’lik falkon tiipe alinmis ve tlizerine 5 mL complete

besiyeri eklenmistir. Bu asamada nazik olmak ve hizli davranmak 6nemlidir.

* 1600 rpm’de 10 dakika santrifilij ger¢eklestirilmistir.

* Besiyeri dikkatli sekilde uzaklastirilmis ve tizerine 1 ml taze besiyeri eklenmistir.
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» Falkon tiipiin dibine hafifce vurulmustur. Boylece hiicreler homojenize olarak

birbirinden ayrilmistir.

+ 1 mL hiicre siispansiyonu bir adet 25 cm? ’lik hiicre kiiltiirii kaplarina ekilmistir

(Kiiltiir kaplart icerisine 5 mL besiyeri konularak hazirlanmistir).
Hiicrelerin pasajlanmasi

* 25 cm 2 ’lik hiicre kiiltiirii kaplarinda bulunan konfluent hiicreler iizerinden besiyeri

uzaklastirilmistir.

* Hiicreler 3 ml taze besiyeri ile kaziyict yardimiyla kaldirilarak homojenize edilerek

toplanmustir.

* 1600 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Ardindan ¢alismaya uygun

diliisyonlarda pasajlanmustir.
Hiicrelerin dondurulmasi

* Hiicreler pasaj icin uygun prosediir izlenerek c¢oktiiriilmiistiir. Santrifiij sonrasi

besiyeri uzaklagtirilmistir.

* Hiicre peleti dondurma besiyerinde siispanse edilip 1.8 mL’lik kriyotiiplere 1 mL

olarak paylastirilmistir.

— Dondurma besiyeri igerigi asagidaki gibidir.

* 5 mL DMSO

* 35 mL RPMI

* 10 mL FBS karigtirilarak hazirlanmis ve filtrasyon ile steril edilmistir.
3.4.2 Makrofaj proliferasyon analizi

RAW 264.7 hiicreleri 96 well plate’e (Sarstedt, Leicester, UK) well basina 1.10% hiicre
konsantrasyonunda ekilmistir. Gece boyu inkiibasyonun ardindan hiicreler, L-EPS-

ACSS5’in belirlenen konsantrasyon araligi (75, 150, 300 ve 600 ng/mL) ile 24 saat siire
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inkiibe edilmis ve klasik MTT analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen absorbanslar,
uygulama yapilmayan kontrol kuyucuklarina gére degerlendirilerek proliferatif etki

belirlenmistir (Xiu vd., 2018).
3.4.3 Fagositoz aktivitesinin belirlenmesi

RAW 264.7 hiicreleri, 96 well plate’e (Sarstedt, Leicester, UK) well basina hiicre
konsantrasyonunda ekilmis ve gece boyu inkiibasyonun ardindan hiicreler L-EPS-
ACSS5’in belirlenen konsantrasyonlari ile 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Daha
sonra analizler EZcount™ Neutral Red Cell Assay (HiMedia Laboratories,
Mabharashtra, India) kit protokoliine gore gergeklestirilmistir. Absorbans 490 nm’de
mikroplate okuyucu ile olgiilmiistir (Xiu vd., 2018). Absorbanslar, uygulama
yapilmayan kontrol kuyucuklarmma gore degerlendirilerek fagositik aktivite

belirlenmistir.
3.4.4 Nitrik oksit (NO) iiretimi

96 well plate’e (Sarstedt, Leicester, UK) well basina 1X10* hiicre konsantrasyonunda
ekilen RAW 264.7 hiicreleri, gece boyu inkiibasyonun ardindan belirlenen
konsantrasyonlarda L-EPS-ACS ile 24 saatlik siire boyunca isleme tabi tutulmustur.
Daha sonra kosullandirilmis ortam, iireticinin protokoliine gdére Promega Griess
Reaktif Sistemi (Wisconsin, USA) kullanilarak toplanmig ve analiz edilmistir (Xiu vd.,

2018). Sonuglar uygulama yapilmayan kontrol kuyucuklarina gore degerlendirilmistir.

54



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Antiproliferasyon Analizi
4.1.1 L- EPS icin kullamilacak ¢oéziiciiniin belirlenmesi

Kontrol ve uygulama gruplarindan 24 saat siire sonunda alinan sonuglara gore; normal
besiyeri kuyucugu i¢in canlilik oram1 %100 olarak belirlenmistir. Filtre besiyeri,
otoklavlanmis besiyeri, PBS ve fosfat tamponu ile inkiibe edilen hiicrelerde 24 saat
sonrasinda canlilik sirastyla %99,83+ 0,56, %46+0,89, %35+1,13 ve %28+1,67 olarak
tespit edilmistir. Yapilan bu calisma sonuglarina gére L-EPS’nin ¢oziiciisii filtre
besiyeri olarak belirlenmistir. Hiicre morfolojisi ve 24 saatlik siire sonunda MTT
analizi ile belirlenen optik yogunluga gore kuyucuklara 2x10* hiicre olarak sekilde

baslangi¢ ekimi yapilacagina karar verilmistir.

4.1.2 L-EPS’nin HT-29 hiicrelerindeki antiproliferatif aktivitesinin belirlenmesi

icin uygun doz araliklarinin belirlenmesi

Analiz sonuglar1 degerlendirildiginde yapilan hesaplamalara ek olarak 5-FU
uygulamasi i¢in kontrol grubuna goére inhibisyon hesaplamasi yapilmistir. Elde edilen

sonuclar Sekil 4.1.’de verilmistir.

ACS5&5-FU/HT-29

190 B ACS5 (24 s)
g Q B ACS5 (48 s)
So 400 Hl ACS5 (725s)
=£ mE ACSS5 (96 s)
§ 2 71 5-FU (24 s)
@E 50 1 | 5-FU (48 s) =
S¢S ' B 5-FU(72s)
L = ' \N 5-FU (96 s)

0

PP LPLLOEOO OO O
QAN °?§> A QQ,\&%&,L%)& \

Konsantrasyonlar

Sekil 4.1. L-EPS-ACSS ile farkli konsantrasyon ve siire araliklarinda yapilan MTT
analiz sonuglarmin 5-FU ile birlikte degerlendirilmesi (HT-29) (*,** ;
P<0,05).
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Bu sonuglara gore L-EPS-ACSS i¢in 72. ve 96. saatlerde 5-FU’nun IC50 degeri olan
50 pug/mL konsantrasyonuna anlamli diizeyde yakin anti-proliferatif etki gézlenmistir
(P<0,05). Verilerin siire ve doz bakimindan 5-FU ile karsilastirilmasi icin, iki yonli
(Two way) ANOVA ve Bonferroni testi gergeklestirilmistir. L-EPS-ACSS i¢in
72.saatte 2,5 mg/mL, 96. saatte ise 2,5, 2, 1,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarda goriilen
anti-proliferatif etkinin pozitif kontrolle karsilastirildiginda anlamli diizeyde oldugu
belirlenmistir (P<0,05).

4.1.3 MTT ve XTT analizleri

L-EPS & 5-FU-HT29

100~ mm ACSS5(72s) |~
ACSS5 (96 s)
Sz 804 '*[— 5-FU(72s) =
5 o 5-FU (96 s)
|
[ o -
52 a0 | & T
®c
o ©
4 I
£ 204
04 T Y
& O & O
& N LS .

Konsantrasyonlar

Sekil 4.2. L-EPS-ACS5’ler i¢in belirtilen konsantrasyon ve 72. ve 96.saatlerde yapilan
MTT-XTT analiz sonuglarinin  5-FU (50 pg/mL) ile birlikte
degerlendirilmesi (HT-29) (*,** ; P<0,05).

Verilere tek yonlii (One way) ANOVA ve Tukey testi uygulanmisg, gerceklestirilen
analizlerde L-EPS-ACSS5 i¢in 72. ve 96. saatlerde 5-FU’nun IC50 degeri olan 50
pg/mL konsantrasyonuna anlamli diizeyde yakin anti- proliferatif etki gézlenmistir
(P<0.05). Verilerin siire ve doz bakimindan 5-FU ile karsilagtirilmasi i¢in ise, iki yonlii
(Two way) ANOVA ve Bonferroni testi gergeklestirilmistir. 2,5 mg/mL uygulama
konsantrasyonu i¢in tiim L-EPS’lerde 72 ve 96 saatlik inkiibasyon siirelerinde, 5-FU
ile kargilastirma yapildiginda hiicre canliligimin anlamli diizeyde inhibe oldugu
belirlenmistir (P<0,05). 2 mg/mL uygulama konsantrasyonunda, L-EPS-ACSS5 i¢in 96.

saatteki inhibisyon, pozitif kontrole gére anlamli bulunmustur (P<0,05). 1,5 mg/mL
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konsantrasyonu i¢in anlamlilik yalnizca 96 saatlik inkiibasyon siiresi igin gegerlidir.
Ayrica, 96 saatlik inkiibasyonda, L-EPS-ACS5 1 mg/mL uygulama konsantrasyonu
i¢in canlilik diizeylerindeki inhibisyonun 5-FU uygulamasina anlaml diizeyde yakin

oldugu bulunmustur (P<0,05).

Elde edilen tekrarli MTT ve XTT sonuglarina gore Graphpad programi ile doz yanit

egrisi ¢izilerek IC50 degerleri hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. L-EPS-ACSS igin 72. ve 96. saatlerdeki IC50 degerleri (mg/mL).

L-EPS Tipi 72. saat (IC50) | 96. saat (1C50)
L-EPS-ACS5 2,35+0,173 0,864+0,071

4.1.4 1.929 Hiicrelerinde sitotoksisitenin belirlenmesi

L-EPS-ACSS igin “10 pg/mL-2,5 mg/mL” konsantrasyon araliginda 24,48 ve 72.
saatlerde MTT analizi yapilmistir. Bu analizde kontrol grubu olarak iizerinde yalnizca
filtre DMEM besiyeri bulunan hiicreler se¢ilmistir. Hiicre canlilik sonuglart (MTT
sonuglari), “10 pg/mL-2,5 mg/mL” konsantrasyon araliginda L-EPS (L-EPS-ACS5)
24, 48 ve 72. saatlerde 1929 hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gostermedigi kontrol
gruplarina gore hesaplanan % canlilik degerlerinin tiimiiniin ~%70 sinir degerinin
lizerinde olmast ile ortaya konmustur. inkiibasyon siirelerine bagli olarak EPS gruplar1
arasinda hiicresel toksisite agisindan farklilik olup olmadigr GraphPadPrism 5.0
programi kullanilarak tek yonli (One way) ANOVA ve Tukey testi ile
degerlendirilmistir. Tim inkiibasyon siirelerinde L-EPS’ler arasinda farkliliklar
oldugu belirlenmistir (P<0.05). Uygulama dozlar1 arasinda anlamli bir farklilik

gbzlenmemistir (P>0,05). Ilgili analizlere ait sonuglar Sekil 4.3.”de verilmistir.

57



L-EPS-ACS5&5-FU/HT-29
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Konsantrasyonlar

L-EPS-ACS5/L929

BE ACSS (24 s)
B ACSS (48s)
100 3 B ACS5(72s)

Hiicre canlilik orani
(kontrole gore %)

Konsantrasyonlar

Sekil 4.3. (a); Farkli konsantrasyon ve siirelerde L-EPS-ACSS ile inkiibe edilen HT-
29 hiicrelerinin hiicre canliliklarinin (% kontrole gore) 5-FU ile
karsilastirilmasi (b); Farkli konsantrasyon ve siirelerde L-EPS-ACS5 ile
inkiibe edilen 1929 hiicrelerinin hiicre canliliklar1 (% kontrole gore)
(*P<0.05).

Laktik asit bakterilerinden ekstrakte edilen EPS’lerin ¢esitli tiimor hiicrelerinde doz ve
zaman bagimli olarak anti-proliferatif etki gosterdigi bilinmektedir. En ¢ok ¢aligilan
tiimor hiicre hatt1 bagirsaktir, bunu karaciger ve meme hatlar1 izlemektedir. Bununla
birlikte meme, mide, serviks, pankreas ve girtlak kanser hatlarinda da caligsmalar
bulunmaktadir. Farkli LAB’lar tarafindan tiretilen EPS’lerin tiimdr hiicrelerinde %50
proliferasyon inhibisyonuna neden olan konsantrasyonun (IC50), genis aralik
gosterdigi bildirilmistir. Farkli kanser hiicre hatlarinda uygulamasi yapilan cogu EPS
icin IC50 degerinin yaklasik 1 mg/mL oldugu belirtilmistir. EPS'nin tiimdre karsi en
yiiksek IC50'si Lactobacillus plantarum NRRL B-4496'dan ekstrakte edilen EPS ile
larinks karsinomu (HEP2) hiicre hattinda belirlenen 34,7 mg/mL'dir (Haroun vd.,
2013). Lactobacillus casei SB27’°den saflastirilmis yiiksek molekiiler agirlikli LW1
ekzopolisakkarit fraksiyonun HT-29 hiicrelerinde 0,01-0,05 mg/mL ile en diigiik IC50
degerine sahip oldugu bildirilmistir (Di vd., 2017). Bununla birlikte bagirsak kokenli

hiicre hatlarinda daha tutarli inhibisyon sonuglar1 elde edilmistir, bu durum EPS’lerin
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kolorektal kanser tedavisinin kullanimi igin uygun olabilecegini gostermektedir
(Ayyash vd., 2020; Wei vd., 2019). EPS’lerin kanser tedavisinin kullanimi, insan
bagirsaginda yaygin olarak bulunan probiyotik LAB’larin EPS’lerinin bagirsak kanser
ylizey reseptorlerine baglanma olasilig1 daha yiiksek olmasi ile agiklanabilir. Bununla
birlikte cogu EPS’nin normal hiicrelere, timor hiicrelerinden daha az (Choi vd., 2006;
Mojibi, 2018; Wei vd., 2019) (Haroun vd., 2013) ya da hig toksisite gostermedigi (Das
ve Goyal, 2014; Liu vd., 2011) bildirilmistir.

Bu amagla gerceklestirilen MTT analizi ile ICso degerleri (mg/mL); 72. saat i¢in L-
EPS-ACSS5 igin 2,35+0,173 olarak bulunmustur. 96. saatte L-EPS i¢in belirlenen deger
0,864+0,071 seklindedir. Bu ICso degeri literatiirde HT-29 hiicre hatt1 {izerine
belirtilen degerlerle uyumluluk gostermektedir. Bu nedenle ¢alisilan L-EPS’nin
antikanser potansiyelleri oldugu agik¢a ortaya konmustur. Calismamiz kapsaminda 2,5
mg/mL konsantrasyonundaki maksimum dozda (96 saat) HT-29 kanser hiicrelerinde
canlilik oran1 %30 diizeyinde iken, aymi doz i¢in L929 hiicrelerinde canlilik
orant %80’in tizerindedir. 72. saat i¢in L-EPS uygulanan HT-29 hiicrelerinde
canlilik %350 dolayinda iken, saglikli fibroblast hiicrelerinde canlilik %85’in
iistiindedir. Bu nedenle caligmada yer alan L-EPS-ACSS igin selektif inhibisyon sz

konusudur.

4.2 Koloni Olusum Analizi

Verilere tek yonlii (One way) ANOVA ve post-hoc Tukey testi uygulanmis; uygulanan
L-EPS’nin HT-29 hiicrelerinin koloni olusumunu IC 50 uygulamasina karsilik sekilde
kontrol grubuna gore inhibe ettigi belirlenmistir. Ancak inhibisyon diizeyleri arasinda
L-EPS ve 5-florourasil (5-FU) uygulamalar1 bakimmndan anlamli bir fark
bulunamamuistir (P>0.05).
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Sekil 4.4. (a); L-EPS-ACS5 uygulamasinin 72. saat i¢in koloni olusum analizi 6-well
plate gortintiileri. (b); L-EPS-ACSS5 uygulamalarinin 72. saat i¢in koloni
olusum analizi % canlilik sonuglar1 (kontrole gore).

4.2.1 Apoptozis iliskili gen, protein ekspresyonlari ve hiicre morfolojisi analizleri

4.2.1.1 RNA izolasyonu ve Real Time PCR

L-EPS-ACS5 ile muamele edildikten sonra tiimor hiicrelerinin, vakuolasyon,
sitoplazma yogunlagmasi, niikleus parcalanmasi ve kromatin yogunlagmasi gibi
karakteristik apoptotik morfolojiler gosterdigi bildirilmistir. Ayrica ¢ekirdegi
cevreleyen apoptotik cisimler ve sismis mitokondri de gézlemlenebilmektedir (Di vd.,

2017; Wei vd., 2019; Wu vd., 2016).

L-EPS kaynakli apoptozun altinda yatan mekanizmay:1 daha iyi anlamak i¢in,
Lactobacillus kokenli L-EPS ile uygulama yapilan HT-29 hiicrelerinde apoptoz
belirteci olan genlerin ekspresyonundaki degisim aragtirilmistir. Bu amagla apoptotik

yol ile iliskili Bax, Bcl-2, Kaspaz 3, Kaspaz 9 ve Survivin genlerinin hem nispi gen
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ekspresyonunu hem de protein ekspresyonu ilgili L-EPS’lerin 72 saatlik uygulamalari
i¢cin degerlendirilmistir. Bel-2, hiicre 6liimiinii ve hiicre hayatta kalmasini diizenleyen
biiylik bir protein ailesidir. Bcl-2 ailesi proteinleri, mitokondri aracili apoptotik yolda
onemli bir rol oynar ve mitokondriyal dis zar yapisinin biitiinligiinii kontrol eder
(Adams ve Cory, 2018). Bu calismada, anti-apoptotik bir protein olan Bcl-2, pro-
apoptotik bir protein olan Bax olmak iizere Bcl-2 familyasindan iki protein
incelenmistir. Bu sayede L-EPS’nin etkisi hem anti-apoptotik hem de pro-apoptotik
diizeyde Bcl-2 ailesi proteinlerinin analizi ile ger¢eklestirilmistir. Apoptoz herhangi
bir ajan tarafindan indiiklendiginde, Bax proteinleri sitoplazmadan mitokondriyal dig
zara ulasir. Aym1 zamanda, Bcl-2 gibi anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri,
mitokondriyal membrana transferleri Onlemek i¢in Bax’a baglanir. Bu nedenle
apoptoza ugrayan bir hiicrede Bax geninde artis ve Bcl-2 geninde azalma olmasi
beklenir. Bax/Bcl-2 orani, bu nedenle, apoptotik sistemde hiicrelerin kaderini
belirlemek i¢in kullanilabilir (Tukenmez vd., 2019).

Bu ¢aligmada L-EPS-ACSS5 uygulama gruplarinda Bcl-2 gen ekspresyonunda anlaml
diizeyde azalma gozlenirken, Bax gen ekpsresyonundaki artis kontrole gére anlamh
bulunmamistir. Hiicre 6liimiinde rol alan molekiillerin ¢ogu kaspazlar tarafindan
kontrol  edilir.  Apoptotik  kaspazlar  iki  kategoride  gruplandirilabilir;
(1) apoptozu baslatan kaspazlar, bunlar Kaspaz 2, 8 9 ve 10’dur;
(2) efektor Kaspazlar 3, 6 ve 7 (Wu vd., 2014). Calismamizda L-EPS’lerin HT-29
hiicrelerinde kaspaz genlerini kodlayan genlerdeki etkisi baslatic1 Kaspaz 9 ve efektor

Kaspaz 3 icin degerlendirilmistir.

Kaspaz 3 ve 9 ekspresyonunda L-EPS-ACS5 uygulanan gruplarda 6nemli derecelerde
art1s gozlenmistir. Survivin, apoptoz inhibitor ailesinin bir tiyesidir ve Kaspaz 3 ve 9’u
inhibe eder (Tukenmez vd., 2019). Bu c¢alismada L-EPS i¢in Survivin gen

ekpsresyonundaki azalma kontrol grubuna kiyasla anlamli bulunmamuistir (Sekil 4.5.).
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10 *kk

mRNA ekspresyonu (relatif)

Sekil 4.5. L-EPS-ACSS uygulamasi sonucu apoptotik yolakta yer alan genlerde
MRNA diizeyindeki ekspresyon degisiklikleri (¥; P< 0.05, ***; P<0.001).

Apoptozun merkez mekanizmasinda sistein aspartile 6zgii proteazlar bulunur. Digsal
veya Oliim reseptorii yolu (ekstrinsik) ve i¢sel veya mitokondriyal yol (intrinsik yol),
kaspazlar1 aktive eden ve apoptoza yol acan iki yoldur. Ekstrinsik yolda, FAS dahil
hiicre 6ltim sinyalleri (6liim ligand1) ligand (FASL), tiimdr nekroz faktorii (TNF) ve
TNF ile iliskili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL), FAS ve TNF reseptorleri gibi
Olim reseptdrleri ile birlesir (TNFRS/DRS). Daha sonra FAS ile iligkili 6liim alanin
iceren adaptor proteinler (FADD) ve TNF reseptorii ile iligkili oliim alam
(TRADD) alinir. Bu yol araciligiyla kaspaz-8 ve ardindan kaspaz-3 aktive edilir
(Pfeffer ve Singh, 2018). (Zhou vd., 2017) L. plantarum NCU116 (EPS116)
izolatinin, FAS ve onun ligandi FASL’nin transkripsiyon ve translasyonunu
TLR2/MyD88/TRAF6/MKK7/IJNK/c-Jun yolagi araciligi ile spesifik olarak aktive
ettiklerini rapor etmislerdir. Calismada Tnfrl, Tnfr2, Dr3 ve Dr5 dahil olmak iizere
degerlendirilen tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptorlerinin gen ekspresyonunda
onemli bir degisiklik bulunamamistir. EPS116 uygulamasi yapilan CT26 hiicre
hattinda (fare epitelyal kolorektal hiicre hatt1) Apaf1, sitokrom c (Cycs), Bcl-2 ve Bax
ekspresyon seviyelerinde belirgin bir fark gozlenmemistir ve bu dért molekiil, intrinsik

yolda iglev goren anahtar elementlerdir.

Bununla birlikte mekanizmanin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in ektrinsik yolakta yer

alan tiim reseptor, ligand ve adaptor genler, Parpl ve Rock 1 gibi kaspaz-3’iin alt
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yolaginda yer alan gen ekspresyonlarinin yani sira, alternatif 6liim yolaklar1 (otofaji
iliskili genler) ve DNA tamir mekanizmasinda yer alan genlerin Lactobasillus L-
EPS’lerinin anti-tlimoral etkilerinde instrinsik yolagi kullanabilecegine yonelik 6nemli
kanitlar mevcuttur. B-cell lenfoma 2 (BCL2) protein ailesi intrinsik apoptotik yolagi
baglatir. Bu protein ailesi li¢ gruba ayrilmaktadir: (1) BCL2, BCL2L1, BCL2L2 gibi
anti-apoptotik proteinler, (2) BAD, BIM, BID, BECLIN1 gibi pro-apoptotik
proteinler, (3) BAX ve BAK benzeri pro-apoptotik proteinler (Shamas-Din vd., 2011) .
[lk iki grup, son grupta yer alan proteinlerin ifadesini antagonostik olarak diizenler.
BAX/BAK aktivasyonu mitokondriyal dis membran permeabilizasyonuna neden olur.
CYCS gibi intermembran proteinleri salinarak apoptozom olusumuna neden olur.
Apoptozom i¢inde Kaspaz-9, Kaspaz-3’i aktive ederek siireci ilerletir (Pfeffer ve
Singh, 2018). L-EPS uygulamasi yapilan timdr hiicrelerinde anti-apoptotik Bcl-2
down regiilasyonunun yani sira (Kim vd., 2010; Tukenmez vd., 2019), BAX up-
regiilasyonu goriilmiistiir (Di vd., 2017; Kim vd., 2010; Sungur vd., 2017). Bunun yan1
sira survivin iretiminin inhibisyonuna neden olan L-EPS’ler raporlanmistir
(Tukenmez vd., 2019). Bununla birlikte, ¢alismamiza benzer sekilde (Kim vd., 2010)
calismasinda da L-EPS uygulamalari, Bax gen ifadesi diizeyini degistirmemistir. L-
EPS uygulama gruplarinda intrinsik yolagin nihai aktivasyon proteinlerini kodlayan
Kaspaz-9 (Tukenmez vd., 2019; Wu vd., 2016) ve Kaspaz-3 (Di vd., 2017; Tukenmez
vd., 2019; Wu vd., 2016; Zhou vd., 2017) genlerinin up-regiilasyonunu bildiren
calismalar mevcuttur. Bu ¢calismada ACS5 L-EPS’si i¢in instrinsik yolagin baslaticisi
ve ayni zamanda anti-apoptotik bir protein olan Bcl-2’yi kodlayan gen
ekspresyonundaki diisiis anlamli bulunmustur. L-EPS uygulama grubunun Bax geni
ifadesindeki artig ve Survivin genindeki azalma kontrol grubuna gore anlaml diizeyde
degildir. Bununla birlikte Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 gen ekspresyonlarindaki artis
anlamlidir. Tiim bu sonuglar, L-EPS-ACSS5’in instrinsik yolla apoptozu indiikledigine

isaret etmektedir.
4.2.1.2 Western Blot analizi

Calismamizda L-EPS-ACSS ig¢in instrinsik yolagin baglaticist ve ayni zamanda anti-
apoptotik bir protein olan Bcl-2’deki diisiis ve pro-apoptotik protein olan Bax’daki
artis anlaml1 bulunmustur (*; P<0.05). Survivin proteinindeki azalma kontrol grubuna

gore anlamli diizeyde degildir. Bununla birlikte Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 protein
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diizeylerindeki artis anlamlidir (sirastyla; ***; P<0.001, **; P<0.01). Tim bu sonuglar,
L-EPS-ACSS5’in instrinsik yolla apoptozu indiikledigini protein diizeyinde de
kanitlamaktadir (Sekil 4.6.).

Bax Bcl-2 Caspase-9  Caspase-3 Survivin  B-actin
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Sekil 4.6. L-EPS-ACSS5 uygulamasi sonucu apoptotik yolakta yer alan proteinlerdeki
ekspresyon degisiklikleri (*; P< 0.05, **; P< 0.01, ***; P<0.001).
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4.2.2 Apoptotik morfolojik degisimlerin belirlenmesi

4.2.2.1 Hoechst 33258 ile hiicre ¢cekirdek boyamasi

20X 40X

Kontrol

ACS5

Sekil 4.7. L-EPS ACS5’in ICso degerinde 72 saatlik inkiibasyonlari sonrasinda
Hoechst 33258 ile boyama goriintiileri. Oklar apoptotik ¢ekirdekleri
gostermektedir (20x,40x).

Sekil 4.7.’de L-EPS ile islem gérmemis hiicrelerin (Kontrol) ¢ekirdegi yogunlagsma
olmaksizin dairesel veya eliptik goriintii vermistir. Bunun aksine, L-EPS uygulama
gruplarinda c¢ekirdekte apoptotik cisimler olarak bilinen belirgin sekilde yogun
noktalar, kromatin yogunlagmasi, niikleer biiziilme, DNA fragmentasyonu gibi farkl
derecelerde literatiirle uyumlu morfolojik degisiklikler bulunmustur. Elde edilen bu

sonuglar literatiire uyumluluk gostermistir (Di vd., 2017; Martelli vd., 2001).
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4.2.2.2 Tem analizi

KONTROL

Sekil 4.8. L-EPS ACS5’in ICso degerlerinde 72 saatlik inkiibasyonlar1 sonrasinda
hazirlanan hiicre kesitlerinin farkli biiylitmelerdeki TEM goriintiileri a)
6000x, b) 10000x, c) 15000x, d) 4000x, ) 8000x, f) 12000x.

HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde apoptotik morfolojik degisiklikleri arastirmak i¢in
TEM kullanilarak goriintiiler elde edildi (Sekil 4.8.). Kontrol grubu hiicrelerin
morfolojisi normal sekilde goriilmektedir, kromatin diizgiin bir sekilde dagilmaistir,
rastgele dagilmis organeller ve biiyiik tek bir ¢ekirdek bulunmaktadir. Aksine L-EPS
uygulama gruplarinda siddetli vakuolizasyon, sitoplazma yogunlagsmasi, membranla
kaynagmis ve genislemis bir endoplazmik retikulum goriilmektedir. Elde edilen bu
sonuglar literatiirde yer alan EPS uygulamasi (Di vd., 2017) ve diger potansiyel ilag
ve ilag kombinasyonu uygulamasi yapilan HT-29 hiicrelerinden alinan apoptotik

morfolojik goriintiilerle uyumlu bulunmustur (Yang vd., 2016; Zhang, 2006).
4.3 immunostimiilatér Etki Analizi

Makrofajlar, ¢esitli enfeksiyonlara ve kansere karsi konake¢i bagisiklik savunma
sisteminde 6nemli roller oynarlar (Wang vd., 2018; Xu vd., 2019). Raw264.7 makrofaj
hatt1 olarak normal makrofaj fonksiyonlarini yansitabilen bir hat olarak L-EPS'nin
immiin arastirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada makrofajlarin
dogustan gelen bagisiklikta kritik bir rol oynadigi, sitokinler ve NO iireterek yabanci
maddelere saldirdig, yok ettigi ve yuttugu hipotezinden hareketle (Jing Li vd., 2015;
Mantovani vd., 2022) makrofaj proliferasyonu, fagositik aktivite, NO iretimi
incelenerek L-EPS-ACS'in RAW264.7 hiicreleri iizerindeki immiino-uyarici etkilerini

arastirilmistir.
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4.3.1 Makrofaj proliferasyon analizi

Bu kapsamda gerceklestirilen makrofaj proliferasyon analizinde ¢alisilan dozlar i¢in
proliferatif aktivitedeki artis anlamli bulunmamistir. Bununla birlikte ilgili dozlar

immunotoksik/sitotoksik aktivite gostermemistir (%canlilik>70).
4.3.2 Fagositoz aktivitesinin belirlenmesi

Bu sonuglara paralel olarak ‘fagositik aktivite ve NO {iretim analizleri’ sonucunda
kontrol ve uygulama gruplarindaki farklilik anlamli bulunmamistir (P>0.05) (Sekil
4.9.).

Diisiik seker igerigine sahip L-EPS’lerin goreceli diisiik makrofaj proliferasyon
aktivitesine sahip oldugu ve fagositozun patojenlere maruz kalan makrofajlar igin
primer gerekli mekanizma oldugu yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir ( Liu vd., 2016;
Xu vd., 2019). Yine ¢alismalar L-EPS’lerin fizikokimyasal karakterizasyonunun ->!P
NMR diisiik fosforilasyon sinyalizasyonu alinmasinda kismi fosforilasyonun
proinflamatuar aktivitesine katkida bulunabilecegi- makrofaj aktivasyonunda rol
oynadigi bildirilmistir. Ek olarak, L-EPS’lerin immunmodiilatér etkisinin (Matsuzaki
vd., 2017), saflagtirilan L-EPS’lerin daha diisiik molekiiler agirlikli fraksiyonlari ile
iligkili olabilecegi bildirilmigtir (Xu vd., 2019). Bu nedenle L-EPS-ACS’in
immunmodulatdr aktivitesinin, ilgili L-EPS’nin fraksiyonlarina ayrimi sonrasi

yeniden degerlendirilebilecegi ongoriilmiistiir.
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Sekil 4.9. (a) Cesitli L-EPS-ACSS5 konsantrasyonlari ile muamele edilmis RAW 264.7
hiicrelerinin hiicre ¢ogalmasi. (b) Cesitli L-EPS-ACS5 konsantrasyonlarinin
RAW 264.7 hiicrelerinin fagositoz aktivitesi iizerindeki etkisi (¢) Cesitli
konsantrasyonlarda L-EPS-ACS5 ile muamele edilen RAW 264.7
hiicrelerinin NO tiretimi (P>0.05).
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5. SONUC VE ONERILER

LAB’lar, genellikle insan tiiketimine uygun olarak kabul edilen mikroorganizmalar
arasindadirlar ve EPS iretirler. Ayrica, LAB’lar tarafindan {iretilen EPS'ler,
antioksidan, anti-timér, immiinomodiilatéor ve kolesterol diisiiriicii 6zellikleri
nedeniyle ilgi goérmistir (Zha vd., 2018). LAB’lardan izole edilen EPS'lerin
immiinomodiilator aktiviteleri genis ¢apta arastirilmaktadir ve daha once yapilan bir
calisma, EPS'lerin tiimor biiyiimesini Onleyebilecegini gdstermistir (Kazmierczyk-
Winciorek vd., 2021). Ayrica, EPS'lerin farkli mekanizmalarla immiino-uyarici
aktiviteler gosterdigi bilinmektedir; 6rnegin makrofaj fagositozunu gelistirebilir, dogal
Oldiirticii hiicrelerin tiimor 6ldiriicii aktivitesini artirabilir ve lenfosit proliferasyonunu
tesvik ederek istilaci patojenlere kars1 konak bagisikligini artirabilir (KaZmierczyk-
Winciorek vd., 2021). Ayrica L-EPS’lerin fizikokimyasal karakterizasyonunun da
immiinmodiilator aktiviteyi etkiledigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (Jing Li vd.,
2015; Matsuzaki vd., 2017; Xu vd., 2019). Bu nedenle ilgili L-EPS’lerin
immunmodulatdr aktivitesinin, L-EPS’lerin fraksiyonlarma ayrimi sonras: yeniden

degerlendirilebilecegi ongoriilmiistiir.

Ekzopolisakkaritlerin tiimor hiicrelerinin  biliylimesini yavaslatmak, yayilmasin
durdurarak, kisaca selektif olarak tiimor hiicrelerine zarar vererek, normal hiicreleri
etkilemedikleri bilinmektedir. Bu nedenle, ekzopolisakkaritler zararsiz ve dogal bir
tedavi secenegi olarak goriilebilir. Ekzopolisakkaritlerin anti-tiimor etkilerinin daha
detayli arastirilmasi ekzopolisakkaritlerin hangi tiimor tiplerine etkili oldugu, hangi
dozlarda en etkili oldugu ve bu polisakkaritlerin nasil kullanilabilecegi konularinda

daha fazla bilgiyi bizlere sunabilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.

LAB’larin irettigi ve c¢ogunun, c¢esitli biyolojik fonksiyonlara sahip yiizey
karbonhidrat polimerleri olan ekzopolisakkaritler, kansere karsi potansiyel olarak
tamamlayici ve alternatif ilaglar olarak goriilmektedir. EPS’lerin, bagirsak, karaciger,
meme gibi cesitli kanser hiicreleri lizerinde anti-proliferatif etkiler gosterdigi
bilinmektedir. Ayrica apoptozu tesvik etme, hiicre dongiisli durmasini indiikleme ve
ayrica anti-mutajenik, anti-oksidatif, anti-anjiyogenez ve anti-inflamatuar etkiler dahil
olmak iizere c¢esitli mekanizmalar yoluyla tiimoérlerin gelisimini modiile ettigi

vurgulanmistir (Milner vd., 2021; Mohd Nadzir vd., 2021). Halihazirda kullanilan
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anti-kanser 1ilaglar giliclii bir etkinlige sahip olmakla birlikte, ilgili ilaglarin
immunotoksik oldugu bilinmektedir, bu nedenle immiin sistem iizerine diisiik yan
etkisi olan yeni anti-kanser ilaglarin kesfedilmesi ve tanimlanmasi, ¢alismalar igin
onemli bir motivasyondur. LAB gibi giivenli, dogal kaynaklardan elde edilen
EPS’lerin, sentetik anti-kanser ajanlarma gore 1iyi bir alternatif olabilecegi
belirtilmistir. L-EPS-ACS5’in HT-29 ve RAW 264.7 hiicre hatlar1 ile gerceklestirilen
analizleri ile elde edilen hiicresel ve molekiiler kanitlar, kolorektal kanserde (apoptotik
yolu tesvik ile) antikanser etkiye sahip, immiinotoksik olmayan o6zellikleri ile bu
EPS’lerin sentetik anti-kanser ajanlarina gore iyi bir alternatif olabilecegini

gostermistir.
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