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Laktik asit bakterileri (LAB) sagliga yararli mikroorganizmalardir.
LAB’den elde edilen ekzopolisakkaritlerin (EPS) anti-tiimoral, antioksidan,
bagisiklik sistemini destekleyici ve kolesterol diisiiriicti 6zellikleri bulunmaktadir.

Bu c¢alismada siit ve siit Uriinleri ile et ve et iriinlerinden izole edilen
LAB’den elde edilen farkli EPS’ler insan kolon adenokarsinoma hiicreleri (Caco-
2) lzerine sitotoksik ve antikanser aktivitesinin belirlenmesi amaci ile
uygulanmistir. LAB’nin farkli suglarindan elde edilen EPS’lerin sitotoksik
aktivitesi MTT testi  ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) ile belirlendikten sonra aralarindan segilen en etkin EPS’nin kolon
kanseri i¢in onemli bir gen olan MUC5AC gen ekspresyonu tizerindeki etkisi Real
Time PCR ile incelenmistir.

Sonuglar, LAB’nden Enterococcus faecium D-36 susundan izole edilen
EPS’nin Caco-2 hiicreleri iizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu ve bu
hiicrelerdeki MUCS5AC gen ekspresyonu seviyesinde azalma meydana getirdigini
ortaya koymustur. Bu sonuglar Enterococcus faecium D-36 susunun Caco-2
hiicreleri lizerinde anti-kanser etkisinin oldugunu, yapilacak daha ayrintili
incelemeler dogrultusunda insan kolon kanserinin engellenmesi amactyla

kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Laktik Asit Bakterileri (LAB), Ekzopolisakkarit (EPS),
Caco-2, Antitiimoral
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Lactic Acid Bacterias (LAB) are microorganisms that are benefical to
health. Exopolysaccharide (EPS) obtained from LAB, have anti-tumoral,
antioxidant, immunity system supporter and cholesterol lowering properties.

In this study, different EPS’s obtained from LAB that is isolated from milk
and milk products and meat and meat products, were applied for the determination
of cytotoxic and anticancer activity on human colon adenocarcinoma cells (Caco-
2). After the determination EPS’, obtained from different strains of LAB,
cytotoxic  activity with  MTT test  ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), most effective EPS is selected from among and
MUCS5AC gene expression level that is important for colon cancer, is investigated
by real time PCR method.

Our results showed that EPS, is obtained from LAB’s Enterococcus
faecium D-36 strain, has cytotoxic effect on Caco-2 cells and brought about
MUCS5AC gene expression level decreases in this cells. According to this results,
Enterococcus faecium D-36 strain’s has an anticancer effect on Caco-2 cells and
after the further investigations, it could be useful for prevention of human colon
cancer.

Key Words: Lactic Acid Bacterias (LAB), Exopolysaccharide (EPS), Caco-2,

Antitumoral
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1.GIRIS

Glinlimiizde insanlar, yogun is temposu nedeniyle yanlis beslenme
aliskanliklar1 edinmektedir (Ornegin, hazir yiyecekleri tiiketmek gibi). Protein ve
karbonhidrattan zengin lifden fakir yiyeceklerin tiiketilmesi, sonucunda ¢esitli
sindirim problemleri ya da bu sindirim problemlerine bagli sindirim sistemi
hastaliklar1 ve kanser 6zellikle kolon kanseri gibi hastaliklara yakalanmaktadirlar
(Mclintosh ve Ark. 2001). Bu problemlerin siklig1 da insanlari bu sorunlar1 dogal

yollarla agmak i¢in careler aramaya itmektedir. Bunlardan birisi de probiyotik
iceren besinlerdir (Rafter 2003).

Probiyotik mikroorganizmalar sagliga yararli mikroorganizmalardir.
Ozellikle intestinal sistemde yapilan arastirmalarda probiyotiklere odaklanilmustir.
Probiyotiklerle yapilan anti-kanser ¢alismalarinin biiyiik cogunlugu, cesitli kanser
tirleri ile ozellikle de kolon kanseri ile iliskilendirilmektedir (Rafter 2003).
Probiyotiklerin bu 6zelliklerinden dolayr gida endiistrisinde probiyotiklere olan
ilgi giin gectikge artmaktadir. Probiyotik mikroorganizmalar arasinda yagin olarak

bilineni ve kullanilan1 Laktik asit bakterileridir (LAB).

20.ytizy1lda LAB terimi ortaya ¢iktiginda ilk olarak heterojen bakteri grubu
olarak tanimlanmistir. Giiniimiizdeki tanimi ise kok (cocci), cubuk sekilli (bacilli),
gram pozitif, katalaz-negatif, hareketsiz, sporlanmayan, anaerobik, aerotolerant ve
laktik asit iireticisi olarak tanimlanmaktadir. Laktik asit bakterileri genellikle siit
ve siit iiriinlerinde bulunmasina ragmen ¢esitli yiyeceklerde de (hayvansal et ve
bitkiler) bulunabilirler. LAB’lar yararli mikroorganizmalar olarak tanimlanirlar ve
fonksiyonel ekzopolisakkarilerin (EPS) iireticisi olarak siniflandirilirlar (Welman
ve Ark. 2003, Meulen ve Ark. 2007). Siit ve siit trlinleri, et ve et iirilinleri ve
bitkilerden izole edilen LAB’lardan EPS elde edilebilmektedir (Meulen ve Ark.
2007). LAB’lar ayn1 zamanda sarap yapiminda da kullanilmaktadirlar (Munoz ve
Ark 2011). Bunun yani sira LAB’lar hem insan hem de hayvanlarda probiyotik
etkileri olan yararli mikroorganizmalardir (Cizelge 1.1.) (Choi ve Ark. 2005).
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Cizelge 1.1. Probiyotik olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin sagliga faydal etkileri

(Tok ve Ark. 2007)

Probiyotiklerin Saglik Acisindan Faydali
Olduklar1 Alanlar

One Siiriilen Mekanizmalar

Laktoz intoleransinin hafifletilmesi

Bakteriyel galaktosidazin laktoz {izerine etki etmesi

Barsak florasi tizerine olumlu etki

-Toksik metabolit liretiminin azaltilmas1 yoluyla asir1 gelismis floranin
aktivitesinin etkilenmesi
-Antibakteriyal 6zellikler

Intestinal sistem infeksiyonlarinm
engellenmesi

-Sistemik ve salgisal immun cevap stimulasyonu

-Barsak kosullarinin patojenlerinin yagamasina imkan vermeyecek sekilde
degistirilmesi (pH, kisa zincirli yag asitleri, bakteriyosinler)

-Agregasyon, koagregasyon yetenekleri

-Intestinal mukozaya yapigmak suretiyle patojenlerin yapigmasimin
engellenmesi

-Besinler igin rekabet

Immun sistem giiglendirilmesi

-Beyaz kan hiicrelerinin fagositik aktivitesinin artirilmasi
-lgA aktivitesinin artirilmasi
-Intra-epitel lenfositlerin ¢ogaltilmasi

fltihabi veya alerjik reaksiyonlarin
azaltilmasi

-Bagisiklik sisteminin dengesinin yeniden diizenlenmesi
-Sitokin sentezinin diizenlenmesi

Kolon kanseri riskinin azaltilmasi

-Mutajen baglama
-Karsinojenlerin inaktif hale getirilmesi

Urogenital infeksiyonlar

-Uriner ve vajinal kanal hiicrelerine yapisma
-Inhibitér maddelerin iiretimi (H,O, gibi)

Helicobacter pylori infeksiyonu

-Laktik asit tiretimi
-H.pylori’nin iireaz aktivitesinin azaltilmasi

Kan lipidlerinin diisiiriilmesi ve kalp
hastaligi riskinin azaltilmasi

-Kolesterol asimilasyonu
-Safra tuzu hidrolaz enzim aktivitesi

Probiyotik mikroorganizmalarin, ¢ogalmalar: sirasinda sekonder metabolit
olarak ortama saldiklar1 polisakkarit yapida, yiiksek molekiiler agirlikli polimer
olan ekzopolisakkaritler, gida endiistrisinde kivam artirici tip alaninda pihti
azaltict olarak kullanilmaktadir. EPS’lerin timoér olusumunu engelleyici,
bagisiklik sistemini destekleyici, makrofaj ve lenfosit aktive edici, kan
kolesteroliinii diisiirticii 6zellikleri de bulunmaktadir (Karaca ve Ark. 2010, Lin ve
Chien 2007). LAB’larin anti-kanser 6zelliklerinin oldugu yapilan ¢aligmalar ile
ortaya konmustur (Rafter 2002). LAB suslar1 gastrik, bagirsak patojenleri ve diger
mikroplara karsi mikrobisidal maddeler {iretir ya da hiicre ylizeyi ve musin
(mucin) baglayict bolgelere baglanmak igin rekabet ederler (Ljungh ve Ark.
2006). Ozellikle kanserli hiicrelerde musinin, eksprese olduklar1 yer ve
ekspresyon seviyelerinde ve musin glikoproteininin glikolizasyonunda degisiklik
meydana geldigi bilinmektedir. Bu degisiklikler sonucunda baz1 kanserli
hiicrelerde invazyon yetenekleri gelismektedir. Ornegin; kolon kanserli hiicrelerde

degisen musin ekspresyonlar1 ve glikolizasyon degisiklikleri sonucunda hiicrelerin
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invazyon kabiliyetleri gelismekte ve hiicreler metastaz yapabilme yetenegi

kazanmaktadirlar (Varki ve Ark. 2009).

Bu tez kapsaminda LAB’lardan izole edilen EPS’lerin insan kolon
kanserli hiicre hatt1 olan Caco-2 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi ve uygulama

sonucunda musin ekspresyonunda meydana gelen degisiklikler arastirilmistir.

1.1.Polisakkaritler

Polisakkaritler, dogada yayginca bulunan biyopolimerlerdir. Hayvanlar,
bitkiler, mantarlar ve bakteriler tarafindan tiretilmektedirler. Bunlar, enerji deposu
olarak kullanilmakta ve hiicreler arasi iletisim gibi biyolojik fonksiyonlar
bulunmaktadir. Bu makropolimerler bazen bir ka¢ milyon Dalton agirligina
ulagabilir. Biitlin bu polisakkaritler, dogal sekerin homopolimerleri ve
heteropolimerleri olabilirler. Bunlar seker olmayan bilesikler ve dogrusal ya da
kollara ayrilmis bigimlerde olabilirler. Bu 6zellikler, spiral, diizgiin, tekil, ¢iftli ve
tclii sekillerde, aralarinda uyum saglayacak sekilde sonug gosterirler (Badel ve
Ark. 2011). Bakterilerde hiicre duvarinin disina salgilanan polisakkaritlere
Ekzopolisakkaritler ya da kisaca “EPS” ad1 verilir. Okaryotlar ve prokaryotlar
tarafindan tiretilen EPS’lerin kompozisyonlarindaki farklilik pentoz sekerlerinin
varhgdir. Okaryotik polisakkaritler D-riboz veya D-ksiloz gibi pentozlar
icerebilirler, fakat prokaryotlar tarafindan firetilen ekstraseliiler polisakkaritlerde

bu pentozlarin olusumu yaygin degildir

Mikrobiyal polisakkaritler, akiskan ozellige sahiptirler. Mikrobiyal
polisakkaritler genel olarak ¢ogunlukla monosakkaritlerden; D-glikoz, D-
galaktoz, D-mannoz, L-fruktoz ve L-ramnoz ve genellikle, N-asetil hekzozamin,
N-asetil-D-glikozamin ve N-asetil-D-galaktoz igermektedir. Bu polisakkaritler,
diger bilesenler ile beraber hiicre duvarinda (LPS), kapsiil halinde hiicrelere
baglanmis (CPS) veya hiicre disina salgilanmis (EPS) halde bulunurlar.
Mikrobiyal polisakkaritlerde bunlarin disinda bir¢ok seker bulundugu yapilan yeni
caligmalarla belirlenmektedir (Demir 2007).
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1.2.Ekzopolisakkaritler (EPS)

EPS’ler dallanmis tekrarli seker birimlerini ve seker tlirevlerini i¢ceren uzun
zincirli polisakkaritlerdir. Cesitli mikroorganizmalardan EPS elde edilmektedir ve
biiyiik ¢ogunlugu laktik asit bakterileri grubundan elde edilir. Farkli LAB’lardan
tiretilen EPS’lerin kompozisyonlari, ii¢ boyutlu yapilari, sertlik, biyokimyasal ve
biyofiziksel ozellikleri, seker baglari, polimer uzunlugu, seker icerikleri, polimer
dallanmalar1, proteinlerle iliskileri de birbirinden farklidir (Badel ve Ark. 2011,
Welman ve Ark. 2003). Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen EPS'ler
homopolisakkaritler ~ve heteropolisakkaritler —olmak iizere iki grupta
siniflandirilmaktadirlar. Homopolisakkaritler bir tip monosakkaritin tekrarlanan
birimlerini icermekte olup glukanlar ve fruktanlar olmak {izere 2 biiyiik gruba
ayrilmaktadir. Leuconostoc mesenteroides gibi bazi1 mikroorganizmalar tarafindan
iretilmektedirler. Heteropolisakkaritler ise oligosakkaritlerin ¢oklu kopyalarindan
yapilmis olup her bir tekrarli birimde iki ya da daha farkli monosakkarit igermekte
ve L. lactis subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, Streptococcus
thermophilus gibi birgok LAB tarafindan tiretilmektedirler (Karaca ve Ark 2010).

1.2.1. Homopolisakkaritler (HoPS)

HoPS tek tip monosakkaritlerden (D-glukopiranoz ve D-fruktofuranoz)
olusmaktadir. HoPS’e seliiloz, dekstran, pullulan, levan ve kurdlan polisakkaritleri
ornek olarak verilebilir. HoPS ya tek tip baglanti (6rn. 1-2 veya 1-4) ile veya
sinirl sayida baglanti (6rn. 1-2 veya 1-4) kombinasyonlari ile olusturulmaktadar.
Cogu LAB tiirii 6zel seker olarak sakkarozdan yararlanarak dekstran, levan ve

mutan uretmektedir.

Genellikle HoPS molekiiler agirliklar: 4x10* ile 6x10° Da araligindadir.
Sadece Lactobacillus suslar1 tarafindan salgilanan monosakkarit olarak glukoz ve
fruktoz  iceren  HoPS, swrasiyla, glukanlar ve  fruktanlar  olarak
smiflandirilmaktadir. Bu 2 alt aile spesifik baglanma tipleri, molekiiler agirlik,

uzunluk ve kimyasal yapisina gore ¢ok cesitli polisakkaritler igermektedir (Badel
2011).

Alfa-glukanlar a-1,6 ve a-1,3 bagh glikozidik birimlerinden olusmaktadir.

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides ve Leuconostoc mesenteroides
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dextranicum tarafindan {retilen dekstranlar, Streptococcus mutans ve
Streptococcus sobrinus tarafindan {iretilen mutanlar bu gruba dahildir (Midik
2011).

Fruktanlar ise [-2,6 bagli fruktoz molekiillerinden olusmaktadir.

Streptococus salivarius tarafindan tiretilen levan bu grupta yer almaktadir.

1.2.2. Heteropolisakkaritler (HePS)

HePS tekrar eden alt birimleri temelde, dallanmis (C2, C3, C4 veya C6
pozisyonlarindan) veya dallanmamus, ii¢ ila sekiz monosakkarit ve monosakkarit
tirevlerinden meydana gelmektedir. Homopolisakkaritler ile kiyaslandiginda
LAB heteropolisakkaritleri ¢ok daha az miktarlarda (60 ile 400 mg L-1)
tiretilmektedir. HePS’e gellan ve ksantan polisakkaritleri 6rnek olarak verilebilir.
Heteropolisakkaritler bir oligosakkaritin ¢ok sayida kopyasindan olugmaktadir.
Oligosakkaritler, ti¢ ile yedi birimden olusmakta olup iki veya daha fazla farkli
monosakkarit ¢esitlerine sahiptir ve c¢ogunlukla farkli baglanma modelleri

gostermektedir (Yang 2005).

Mikrobiyal ekstraseliiler heteropolisakkaritler, diizenli araliklarla uzunluk ve
kompleksligi c¢esitli olan ve yan zincirlerle baglanmis, esasen dogrusal
molekiillerdir. Mikrobiyal ekzopolisakkarit yapilarinin yakindan incelenmesi,
yapidaki minor (veya major) degisikliklerin bu makromolekiillerin fiziksel
ozelliklerine etkisini belirlenmesinde onemlidir. Bu degisiklikler polisakkaritlerin
enzimlere duyarlilik, lektinler ve antikorlarla etkilesimler ve iyonlara baglanma
ozelligi ve kapasitesi gibi bazi biyolojik 6zelliklerinde de goriilmiistiir. Asetil
gruplar1 ¢ogu kez mikrobiyal polisakkaritlerin 6zellikleri tizerinde oldukga belirli
etkiler ortaya koymaktadir. Her bir oligosakkaritin tekrar eden tinitesinde O-asetil
ve pruvat (ketal) gruplarinin varligi veya eksikligi cok sayida polisakkaritin

ozelliklerini genis 6lgiide degistirebilmektedir (Midik 2011).

LAB heteropolisakkaritleri, mezofilik Lactococcus lactis subsp. lactis ve
Lactococcus lactis subsp. cremoris; termofilik Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lactobacillus helveticus ve Streptococcus thermophilus bakterileri
tarafindan tretilmektedir (Midik 2011).
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1.3. Ekzopolisakkaritlerin (EPS) Kullanim Alanlari ve Amaglari

Ekstraseliiler polisakkarit ya da EPS ekonomik olarak ¢ok Onemlidir.
Ciinkii; EPS’nin yiyecekler lizerinde fonksiyonel ve sagliga yararh etkileri vardir
(Welman ve Ark. 2003). Xu ve Arkadaslarinin (2011) yaptiklar1 bir ¢alismada
Bifidobacterium animalis RH’dan izole edilen EPS’lerin antioksidan &zellige

sahip oldugu rapor edilmistir.

Bakteriyel ekzopolisakkaritler, bakteriyel yiizeyi saklamak diger bakteriyel
yiizeyler veya alt tabaka ile yapigskan bir sekilde iliskilendirilmek, ¢evreye karsi
koruyucu ajanlar, rizosfer topluluklarda bakteriyel kiimelesme i¢in madde,
biyofilmde yapisal stabilizer ve molekiilleri uyaran gibi ¢esitli gorevlerde
bulunabilirler. Buna ragmen, fizyolojik 6zellikleri hala tam olarak bilinmemekle
birlikte, sadece birkag1 endiistriyel uygulamalarda kullanilabilmektedir (Badel ve
Ark 2011).

Mikrobiyal ekzopolisakkaritler bakteri ve funguslardan iretilirler. Son
zamanlarda biyoteknolojistler tarafindan dikkat ¢cekmektedir. Ciinkii ¢ogu alanda
ozellikle tip alaninda uygulamalari mevcuttur. Son zamanlarda EPS’lerin
beklenmedik etkileri oldugunu bulunmustur. Ornegin; EPS’lerin in vitro
kosullarda insulinotrofik aktivitesinin oldugu yani; insulin {iretimi ve insulinoma

hiicrelerinin diabetik ajanlardan korudugu kesfedilmistir (Ruiz ve Ark 2011).

Alteromonas infernus’dan salman modifiye EPS’nin zayif antikoagulant
etki fakat gli¢lii anjiyojenik etkisinin oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismada
arastirmacilar, siilfatlanmis EPS’nin anti-timoral etkisinin oldugunu ve
stilfatlanmig EPS fiiretiminin Halofilik bakteri olan Halomonas stenophila B100

straininden tretildigini kesfetmisler (Ruiz ve Ark. 2011).

Bakterilerin yasadiklart ortama gore Kendilerini adepte edebildikleri ve
ortam sartlarina gore enzim, polisakkarit gibi yapilari1 modifiye edebildikleri
bilinmektedir. Ruiz ve Arkadasalar1 (2011), ekstrem kosullarda yasayan Halofilik
bakterilerin salgiladigi siilfatlanmis EPS tiimor ve bazi viriislerin biiylimesini

inhibe edebildigini yaptiklari ¢alisma ile kanitlamiglardir ve gelecekte halofilik
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bakterilerden elde edilen EPS’lerin terdpatik ajan olarak kullanilabilecekleri

distiniilmektedir.

EPS aynmi zamanda siit iirlinlerinin raf omriinii arttiran bir bilesiktir. EPS
tiretimi biyosentetik yolun sonucu olup enerji iireten bir yol degildir. Glikoliz
reaksiyonlart ile yakindan iligkilidir. Katabolik ve anabolik yolun ayrilmasinda
onemli rol oynayan fosfoglukomutaz (PGM) enzimi Glikoz 6P’in glikoz-1P'a

dontistimiini katalizlemektedir (Karaca ve Ark. 2010).

EPS; biyokimya ve tip alaninda, antioksidan ve immun sistem diizenleyici
ozelliginden dolay1 oldukga dikkat ¢ekmektedir. Polisakkaritler kanser hiicrelerini
apoptoza yonlendirirken saglikli hiicrelere toksik etkisi azdir (Haung ve Ark.
2012).

Biofilmler gida hijyeni agisindan olduk¢a onemlidir. Biofilmlerin 6zel bir
oneme sahip olmalarmin nedeni, uygun sartlar altinda mikroorganizmalarin gida
ve gida temas yiizeyleri lizerinde tutunabilme ve gelisebilme kabiliyetlerindendir
(Zottola ve Sasahara 1994). Yapilan caligmalar ile ¢esitli mikroorganizmalarin
urettikleri ekzopolisakkaritlerin biofilm olusturabildigi bilinmektedir (Kim ve

Ark. 2009, Costerton ve Ark. 1995).

1.4. EPS ile Tlgili Yapilan Calismalar

Alp ve arkadaslarinin (2010) yaptiklar1 bir calismada anne siitii ve infant
fecesden izole edilen Bifidobacterium tiirlerinin irettigi ekzopolisakkaritlerin
(EPS) safra tuzu ve diisiik pH’a olan direnci ve aralarindaki iligki incelenmistir.
Bifidobacterium spp.’nin EPS iiretimi tespit edilmistir. EPS tiretimi (38.00-97.64
mg/l) oraninda degisiklik gostermektedir ve Bifidobacterium sp.’nin safra tuzu ve
diisiik pH’a direnci tespit edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda Bifidobacterium’un
yiiksek EPS {iretimi safra tuzu ve diisiik pH’a direncinin, probiyotik irk se¢ciminde

onemli olabilecegi gdsterilmistir.

Paolillo ve Arkadaslarinin (2009) yaptiklar1 bir ¢alismada Lactobacillus
plantarum intestinal epitelyum hiicrelerine olan etkisini arastirilmistir. Bu

calismada Caco-2 hiicreleri L.plantarum ile muamele edildiklerinde onemli
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derecede Human B-defensin (HBD-2) mRNA ekspresyonu ve HBD-2
sekresyonunu zamana bagli olarak indiikledigi ve ek olarak 48 saat iginde
hiicrelere lipopolisakkarit (LPS) ilave edildiginde, interlokin (I1L-23) sekresyonu
ve IL-23 mRNA ekspresyonu artarken, LPS L.plantarum ile birlikte kiiltiir
edildiginde bu degerlerin distigii goézlemlenmistir. L.plantarum HBD-2
ekspresyonunun artisin1 indiikklerken anti Toll Like Reseptor (anti-TLR-2)
neutralizing antikorlar tarafindan inhibe edilmektedir. Ayni sekilde, tedavi
oncesinde anti-TLR-2 antikorlarla birlikte Caco-2 hiicrelerinde LPS tarafindan
indiiklenen IL-23’lin iiretiminin de inhibe edildigi goriilmiistiir. Calisma
sonucunda L. plantarum un bagirsakta enfeksiyonun kontrol edilmesinde bir role
sahip oldugu ve ayrica TL-2’nin (TLR-2 dogustan gelen bagisiklik sensorii)
indiiksiyonu yoluyla sistemik bagisikligin aktivasyonunda onemli olabilecegi

gosterilmigtir.

Cordyceps sinensis (Cs) geleneksel Cin Tip’in da ¢ogu hastaligin tedavisi
icin kullanilmaktadir. Dogal ilag olarak kabul edilmektedir. C.sinensis’den elde
edilen EPS’nin c-Myc, c-Fos ve VEGF ekspresyonuna etkisi B16 melanoma
hiicreleri aktarilan farelerde (C57BL/6) denenmistir. Farelere EPS ile tedavi
yapilmustir, EPS farkli doz ve giinlerde uygulanmigtir. Calismanin sonucunda doz
uygulanmis farelerin c-Myc, c-Fos, VEGF seviyesinin doz uygulanmayan fare
grubundan daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Veriler fungusdan elde edilen EPS
fragmentlerinin tiimor biiyiimesini baskilayici 6zellikte oldugunu gostermektedir.
Kanser terapilerinde potansiyel adjuvant olabilecegi diisiiniilmektedir (Yang ve
Ark. 2005).

Lactobacillus acidophilus 606 bakterisinden elde edilen hiicre bagh
ekzopolisakkaritin (cb-EPS) kolon kanserli hiicrelerde anti-tiimor etkileri ve bu
yolakda rol alan kritik proteinler aragtirilmistir. Cb-EPS’nin HT-29 kolon kanserli
hiicre hattinin ¢ogalmasini inhibe ettigi saptanmistir. Protein analizi i¢in iki
boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi kullanilmig ve MALDI-TOF/MS cihazi ve
immunoblot teknik ile analiz edilmistir. Analizler sonucunda, cb-EPS’nin, Beclin-
1 ve GRP78 proteinlerini indiikledigi ve Bcl-2 ve Bak regulasyonuna etkisi

oldugu kesfedilmistir. Calismanin sonuglarindan cb-EPS’nin antitiimdrojenik
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etkisinin oldugu ve bu etkiyi otofajik hiicre Gliimlerini tetikleyen Beclin-1 ve
GRP78 proteinlerini indiikleyerek, bunun sonucunda dolayli olarak Bcl-2 ve Bak
proteinlerinin regiilasyonunu etkiledigini gdstermistir. Bu ¢alisma sonuglari,
probiyotik bakterilerin tiimor hiicrelerini otofaji yolu ile o6liime gotiirmesi
mekanizmasinin anlagilmasina katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir (Kim ve

Ark 2010).

Rhizobium tiirlerinden elde edilen ekzopolisakkaritin (REPS) sarkoma,
hepatoma ve karsinoma tiimorleri iizerinde timor olusumunu azaltict etkisi

oldugu rapor edilmistir (Zhao ve Ark. 2010).

Yine yapilan ¢alismalar sonucunda alternatif karbon kaynaklar1 tarafindan
tiretilen EPS’lerin, kanser hiicreleri iizerinde ¢ogalmasini engelleyici 6zellikte

oldugu gosterilmistir (Sugitani Chimilovski ve Ark. 2011).

1.5. Kanser
Kanser son yillarda yapilan arastirmalarda 6liim nedenleri arasinda, {igiincii
sirada yer almaktadir. Yapilan aragtirmalar sonucunda batili iilkelerde kanserin en

onemli 6liim nedenlerinden biri oldugu rapor edilmistir (Liu ve Ark. 2011).

Kanser, ¢esitli genetik mutasyonlar sonucu hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi
ile baglar. Bircok veya tiim kanser olgularina neden olan hiicresel diizenlemenin
kaybr genellikle timoér olusturucu kimyasallar, hormonlar ve bazen viriislerin

etkisiyle birlikte gelisen genetik bozulmalarin sonucudur.

Apoptoz programli hiicre 6liimiidiir. Birgok sinyal patikas1 apoptoza gidiste
rol oynar. Bu patikalar kesisip, birbirinin etkisini artirabilirler. Bunlarin
baslicalar;; TNF-TNFR-Nfkb, Fass-Fadd-Procaspase, Granzyme-B-Procaspase
yollaridir. Bu sinyal patikalar1 iki yere ulasir. Hiicre c¢ekirdegine ulastigi anda
DNA parcalanmaya baglar. Mitokondrilere ulastiginda ise sitoplazma proteinleri

ve bagli olduklar1 membran boliimleri pargalanir (Lodish ve Ark 2011).

Kanserin 0liimciil olmasinin en biiyilkk nedenlerinden biri metastaz
(vayilma) yapabilme kabiliyeti kazanmasidir. Kanser belli bir biiyiikliige

geldikten sonra besin ve oksijen ihtiyacini karsilayamaz hale gelir ve damarlanma
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olusturmaya baslar (angiojenez). Damara yaklasan kanserli hiicreler damar igine
girerler ve tek tek veya toplu halde tiim viicuda yayilabilirler (Sekil 1.1.) (Okvur
2011).

B Normal epitel hiucre

Bazal zar

Bag doku

= Fibroblast

= Makrofaj

® Tumor hucresi

» Kan dolasimindaki
tumor hicresi

Sekil 1.1. Kanserin yayilmasinin sematik gosterimi (Okvur 2011)

Bir¢ok tiimdr anjiyojenezi uyarici biiyiime faktorleri tiretir. Diger timorler
ise etraflarin1 c¢evreleyen diger normal hiicrelere benzer faktorleri sentezletir ve
salgilatir. Pek c¢ok tiimor tarafindan salgilanan bazik fibroblast biiyiime faktorii
(bFGF), transforme edici biiyiime faktorii (TGFa) ve vaskiiler endotel biiylime
faktorii (VEGF) gibi faktorler anjiyojenik 6zelliktedir (Lodish ve Ark. 2011).

Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

v’ Hiicre siklusunda bulunan Gy evresine gegemezler.

v Apoptozdan kagarlar.

<\

Kontak inhibisyon mekanizmas1 kaybi ile yigilma yaparlar. Hiicreler iist
liste cogalmaya baslar. Cok katl bir kitle olusumu goézlemlenir. Doku
istilast durumu s6z konusudur.

Anjiyojeneze neden olurlar.

Metastaz yapabilme 6zelligi kazanirlar.

Kendi biiylime sinyallerini olustururlar.

Anti biiyiime sinyallerine duyarsizdirlar.

A N N NN

Sinirsiz boliinme 6zelligi kazanirlar (Lodish 2011).
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1.5.1. Kolon kanseri

Batil1 iilkelerde kanserden oliim nedenleri arasinda kolon kanseri tiglincii

sirada yer almaktadir. Kolon kanseri gastroinstestinal sistemin en ¢ok rastlanan

tiimorleridir. Erkeklerde akciger kadinlarda ise meme kanserinden sonra en sik

gorillen kanser tiriidiir. Ailesinde kolon kanseri olanlarin birinci derece

akrabalarinda kolon kanseri olma riski yliksektir. Gelismis lilkelerde daha sik, az

gelismis iilkelerde ise daha az siklikta rastlanmaktadir. Hayvansal gidalardan,

karbonhidrat ve yagdan zengin, lifden fakir gida tiiketimi kolon kanseri riskini

arttirmaktir.

Kolon kanserli hastalarda dliimlerin kolon kanseri sonucu degil, bu kanser

tiriiniin invazif hiicre 6zelligi kazanip metastaz kabiliyetinin gelismesi sonucu

6liim oranini arttirdig bilinmektedir (Lacy ve Ark. 2002) (Sekil 1.2.).

|
Lo

\um Tswoe

Trisoeny 7. 5q Loss 18q Loss Trisomy 20, 17p Loss
No_rmal — Arprmal Erken = Geg Invasif
Eptel Kript T Adenom l Adenom
| |
lewen APC —J K-ras Smedé p53
Telomerase
Normal Anormal Erken
Epitel Kript Adenom
(entecta e

T Karsinom -l-»hfetastaz

Other
Alterations .
¥
i )
Karsinom W

(e

Sekil 1.2. Kolon kanseri sematik gosterimi (Roig ve Ark 2009°dan degistirilerek).

1.5.1.1 Kolonda tiimér gelisimi

Kolondaki tiimor gelisiminde birden fazla sayida mutasyonun asamali

olarak birikiminin goriildiigii iki farkli yol vardir. Bu mutasyonlar, gerceklestikleri

genler ve birikim mekanizmalar itibariyla farklilik gosterirler.

11



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Adenom-karsinom siireci olarak da adlandirilan ve sporadik kolon
karsinomlarinin yaklasik %80’inde goriillen APC/B-katenin yolu; kromozomal
dengesizlik ile karakterize molekiiler olaylarin yani sira morfolojik olarak da
tanimlanabilen asamalarla gergeklesir. Lokalize bir epitel proliferasyonu ile
baslayan siireg, artan displazi derecesinin eslik ettigi kiiciik adenomlarin
olusumunun ardindan bunlarin progresif olarak genislemesiyle devam eder ve
sonunda invazif kansere doniistr (Frattini ve Ark. 2004).

DNA tamir genlerinin inaktivasyonu ile iligkili olan ikinci yol ise sporadik
(aniden gelisen) vakalarin %10-15’inde saptanmistir. Bu yolda mutasyonlar farkli
genlerde gergeklesir. Tanimlanmis morfolojik degisimler yoktur (Frattini ve Ark
2004, Kumar 2000)

1.6. Caco-2 Hiicre Hatti
Insan kolon adenokarsinoma hiicreleri (Caco-2) Sloan-Kettering Kanser
Arastirma Enstitiisiinde gelistirilmistir. Caco-2 intestinal sisteme benzerliginden

dolay1 ilag endiistrisinde permabilite testleri i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.

Morfolojik olarak, Caco-2 hiicreleri biiylik gogunlukla vakuollerinde diisiik
elektron yogunlugunda mukus depoladigi, ¢cogu hiicre yiizeyinde mikrovillilere
sahip ve hiicreler arasinda bosluk olmadig bilinmektedir (Sekil 1.3.) ve LS147T
hiicre hatt1 da bu 6zelliklerle uyumlu morfolojiye sahiptir. Caco-2 ve LS147T
hiicreleri kolon kanserli hiicrelerde mucin ekspresyonu ¢aligmalari igin en iyi in

vitro modellerdir (Bu ve Ark. 2011).

Sekil 1.3. Caco-2 Hiicre Hatt1

12
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1.7. Musin

Musin (mucin) bazi organlarda epitel hiicreleri arasinda yer alan, bi¢iminden
dolayi kadeh hiicresi olarak da adlandirilan goblet hiicreleri tarafindan
salgilanirlar. Bu salgilanan madde glikoprotein yapidadir (Sekil 1.4. )Heterojen O-
glikoprotein ailesindendir, yiiksek molekiiler agirliga sahiptir ve agirliginin
%80’ininden fazlas1 oligosakkarit zincirden olugmaktadir. Bu zincirlerin
kompozisyonu ve uzunlugu siilfat, sialat ve nétr icerigine gore degismektedir
(Vandenhaute ve Ark 1991). Musinin dehidrasyonuile olusan kaygan
stviya mukus denir. Mukus, dokularin kimyasal ya da fiziksel bakimdan zarar
goérmesini engeller. Musin (mucin) proteinin asir1 ekspresyonu ¢ogu kanser tipi ve
akciger hastaligiyla iligkilendirilmektedir (Jonckheere ve Ark. 2010). Musin
(mucin)’nin mukus formu, gastrointestinal sisteminde ve solunum sisteminde yer
alir ve gorevi besin maddelerinin Ortii epiteli yilizeyine zarar vermeden

kaydirilmasi ve bulunduklart organi nemli tutmasidir (Sekil 1.5.) (Akay, 2010).

Sekil 1.4. Goblet Hiicrelerinin Goriinimii
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Sekil 1.5. Mukus tabakasmnin limende sematik olarak goriiniimii (Andrianifahanana ve Ark.
2006’dan degistirilerek)

Hiicre zarlarina bagl veya salgilanmis musinleri olusturan glikoproteinlerde
serin ve treonin O-glikozilasyon yerleri ¢ok bol bulunur. O-bagli glikanlar,
organizmanin kanal sistemlerinin igini doéseyen kutuplanmis epitel hiicrelerinin
ozellikle liimene bakan tarafinda sekillenen, MUC1 familyas1 musinlerinde yer
alirlar. Epitel hiicrelerde meydana gelen tiimorlerde (karsinoma) O-glikanlar bol
miktarda kutuplanmalarin1 kaybeden hiicrelerin her tarafinda bulunarak hiicrelerin

normal organizasyonunun kaybolmasina neden olur (sekil 1.6.) (Karacali ve Ark.
2011).

Normal Hiicre Yiizeyi Kanserli Hiicre Yiizeyi

Musinler

Sekil 1.6. Normal ve Kanserli hiicre yiizeyinde musin degisikliklerinin sematik gosterimi (Karacalt

ve Ark. 2011)

Degismis glikanlar

Musinlerin

kan
. dolasimina
salinmasi
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1.7.1. Musin Gen Ailesi

Yirmi adet insan musin geni bugine kadar MUC gen ailesi ile
iliskilendirilmistir. Bunlar MUC1, MUC2, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC5AC,
MUC5B, MUC6, MUC7, MUC8, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17,
MUC19 MUC20 ve MUC21 dir(Sekil 1.7.) Bu yirmi adet genin ¢esitli dokularda
ekspresyonu gergeklesmektedir. Musin, jel formunda, jel olmayan formda,
membran bagli formda ti¢ farkli formda sentezlenir (Sekil 1.8.) (Andrianifahanana
2006 ve Ark.)

Tukrik Bezi
MULC T, MUK ]
MUCSE, MuUC”Y
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Mo 1 ML 2. ML 3. MILIC 1
- < ML t ML ’ ML 3
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Ozofagus
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MUCSE., MUC20 Kafa(iéef
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MU r‘\A|'d’e\‘ 3 MUCSAC MUCSEB, MUCae
MUICSALC MuUCe
MUC13, MUC20
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MUK 1 MUCSAC

Duocdenum MUCSEB, MUCE, MUC1T1

MUCH MuUCcC2 < 3 MUCI12, and MUC20
MUC3, MUCGCEe . - |
MUCT7, MUC20 > -
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MUC3, MUCa /i U i i
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%

II'I_J Sekil 1.7. Farkli MUC Genlerinin g¢esitli dokularda eksprese oldugu yerlerin sematik
'z gosterimi(Andrianifahanana ve Ark. 2006°dan degistirilerek)
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Sekil 1.8. Farkli formlarda sentezlenen MUC genlerinin sematik gosterimi(Andrianifahanana ve
Ark. 2006’dan degistirilerek)

1.8. Sitotoksisite

Hiicre kiiltiirii teknigi kullanilarak uygulanan yontemler ilag ve kozmetik
arastirma gelistirme c¢aligmalarinda hizli ve tekrarlanabilir olmasi nedeniyle saglik
endiistrisi tarafindan gelistirilen yeni etken madde adaylarinin biyolojik ve
farmakolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde yogun olarak kullamlmaktadir. In
vitro sitotoksisite testleri, hiicre canliligi, hiicre poliferasyonu, membran segici
gecirgenligi, DNA sentezi ya da hiicresel metabolizma gibi toksisiteyi belirleyen
gosterge parametrelerin dl¢lilmesine dayanir (Gad, 2000). Sitotoksisite deneyleri
in vitro caligmalarda sik¢a kullanilmaktadir. Laktat Dehidrogenaz (LDH) ve MTT
(tetrazolyum tuz rediiksiyon) deneyleri monolayer kiiltiirlerde sitotoksisite
Ol¢iimleri ya da toksik madde varliginda hiicre canliliginin belirlenmesinde sik

kullanilan yontemlerdir (Fotakis ve Timbrell 2006; Fent 2001).

1.8.1. Hiicre Kiiltiirii Cahismalarinda Sitotoksisite

Gilinlimiizde herhangi bir maddenin organ ve dokular {izerine kanserojen,
mutajen, teratojen olma olasihigini arastirmak ve anti-kanser ilag etkinligini
belirlemek i¢in hayvan testlerine tercih edilen hiicre kiiltiirii testlerinden elde
edilen sonuglarin daha gergek¢i ve spesifik oldugu yapilan ¢aligmalar ile ortaya
konulmustur (Davila, 1998). Toksisite testleri zaman alic1, pahali ve ¢ok sayida

hayvanin kullanilmasini gerektirmektedir. Bu nedenle, in vitro ydntemler,
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deneyler i¢in gerekli hayvan sayisini azaltabilen ve bunun sonucunda giderleri
azaltan bir metot olarak tercih edilmektedir. Yeni anti-kanser ilag arastirmalarinda
Kanser hiicrelerine karsi en ¢ok kullanilan metot sitotoksisite testleridir. In vitro

sitotoksisite testleri hizli ve rasyonel methodlardir.

1.8.2. Mitokondriyal Aktiviteye Bagh MTT Testi

MTT yontemi hiicre c¢ogalmasinin ve mitokondrial fonksiyonun bir
belirteci olarak kullanilir (Mosmann, 1983). MTT yontemi direk ve hizli bir
sekilde baslica mitokondrilerde  bulunan  dehidrogenazlarin  (siiksinat
dehidrogenaz) aktivitesini Olgcer (Wu, 1999). MTT testi, sar1 renkli suda
¢oziinebilen tetrazolium tuzunun (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) mor renkli ¢6ziinmeyen formazon tuzuna
dontigimiine dayali, hizli ve hassas kalorimetrik bir testtir. Tetrazoliumun
formazona doniigiim iirlinleri NADP ve NADPH’in indirgenmesi ile olusur.
NADH dehidrogenazlar primer olarak solunum siklusunun enerji tiretim
reaksiyonunda (glikoliz, TCA siklusu ve oksidatif fosforilasyon) gorev alirlar.
NADPH dehidrogenaz ise primer olarak biyosentezdeki indirgeyici reaksiyonda
gorev alir. MTT yonteminde canli hiicrelerin mitokondrial dehidrogenazi
tetrazolium halkasin1 boler ve MTT sitotoksite yontemi hiicrenin, tetrazolium
tuzunu formazon iriinline c¢evirebilme yetenegini Olger. Hiicrenin canlilig
(metabolik aktivitesi) kayboldugu zaman mitokondrial fonksiyon azalir ve sonug
olarak tetrozolium tuzunun formazon {irlinline ¢evirebilme yetenegi azalir.
Formazon miktar1 bir¢ok hiicre hattinda hiicre sayisi ile orantili olarak olusur. Bu

nedenle MTT testi hiicre canlilifinin ve ¢ogalmasinin 6l¢iilmesinde kullanilir.

1.9.PCR
PCR (Polymerase chain reaction) ya da polimeraz zincir reaksiyonu,
molekiiler biyolojide uygulanan bir teknik olup, basitce tlipte niikleik asitlerin

uygun kosullarda ¢ogaltilmasi olarak tanimlanabilir

PCR, bir ¢esit "in vitro klonlama"dir. PCR, reaksiyonu DNA’nin iki
zincirinin yiiksek isi ile birbirinden ayrilmasini (denatiirasyon); daha sonra
sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA'ya baglanmasini (hibridizasyonu); sonra

zincirin uzamasini (polimerizasyonu) (¢ift iplik¢ikli DNA’larin sentezi) ve bu
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sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina dayanir. Bu ii¢ adim (denatiirasyon /
primer baglanmasi / DNA sentezi) bir PCR siklusunu olusturur. Her adim farkli
1silarda gergeklestirilir. (Sirasiyla 94°C-98°C; 37°C-65°C; 72°C ) (Orum 2000).
Denatilirasyon optimum sicakligi 95 C*’dir. Cift iplikli DNA’nin agilabilmesi i¢in
uygun sicaklik derecesi budur. Baglanma sicakligi 55-60 C° optimum sicaklik
kabul edilir ciinkii agilan ¢ift iplikli DNA’ya primerlerin baglanabilecegi
sicakliktir (primerin boyuna gore bu sicaklik araligi degisebilmektedir). Uzama
sirasinda sicaklik 72 C° olmalidir. Ciinkii, DNA sentezi sirasinda kullanilan Taq
polimeraz enzimi optimum ¢alisma sicakligi 72 C°’dir (Eckert 1991). Bu teknikle;
bir DNA hedefini 106- 1012 baz arasinda c¢ogaltmak mimkiindiir. Yontemin
temeli, cogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgii, bu bolgedeki baz dizilerine
tamlayict bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer (18-20 baz uzunlugunda)
kullanilarak; bu iki primer ile sinirlandirilan genin enzimatik olarak
sentezlenmesine dayanir. PCR teknigi, cok az miktarda DNA ile ¢alismaya olanak
saglamaktadir ( Temizkan ve Ark. 2004). PCR teknigi ile laboratuvar tanisinda
cok biliylik bir hiz ve kesinlik kazanilmis; bir ¢ok durumda radyoaktivite

kullanimin gereksiz hale gelmistir
PCR Teknolojisi i¢in:

1) DNA ornegi, genelde genomik DNA,

2) Cogaltilacak olan bolgeyi sagdan ve soldan gevreleyen bir ¢ift sentetik
primer,

3) dNTP'ler (A, T,C,G),

4) Isiya dayanikli DNA-Polimeraz enzimi,

5) Uygun pH ve iyon kosullarim1 (Mg+2) saglayan tampon Kkarigimi
gereklidir (Temizkan ve Ark. 2004).

1.9.1. PCR kullamim alanalar :

Kalitsal hastaliklarda tasiyicinin ve hastanin tanisinda, prenatal tanida,
klinik 6rneklerde patojen organizmalarin saptanmasinda, adli tipta, onkogenesisin
arastirilmasinda, probe'larin olusturulmasinda / klonlamada / gen ekspresyon

arastirmalarinda, DNA dizi analizinde, biiyiik miktarda DNA o6rneklerinin
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olusturulmasinda, bilinmeyen dizilerin belirlenmesinde, ge¢mis DNA'nin
incelenmesi ve evrimin aydinlanmasinda, Restriksiyon Fragment Length
Polimorfizm (RFLP) Analizinde, Invitro fertilizasyon yapilan tek hiicrede,
implantasyon Oncesi genetik testlerin yapilmast ve sonra implantasyon
gerceklestirilmesi ile bebegin normal dogmasinin saglanmasi, DNA protein
interaksiyonunun arastirilmasinda (footprinting) kullanilabilir (Boehm 1989,
Boum 2000, Temizkan ve Ark. 2004).

1.10. Real Time PCR

PCR ¢ogaltimin1 goriiniir hale getiren ve monitorize edebilen floresan
isaretli prob ve boyalari kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili
olarak arttig1 bir ¢ogaltma yontemidir. Bir¢ok isimlendirilme yapilan bu teknoloji
yabanci yayinlarda “kinetik PCR”, “homojen PCR”, “kantitatif Real-time PCR”
gibi ¢esitli adlarla da isimlendirilmektedir (Bustin 2006).

Biyolojik o6rneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal
degerlere doniistirme ve mRNA’nin ekspresyon seviyesini sayisal olarak
belirleyebilme en ¢ok kullanilan alanlarini olusturmaktadir. Real time PCR Aym
zamanda tek nokta mutasyonlarini belirleme, patojen belirleme, DNA hasari
belirleme, metilasyon tespiti, SNP analizi, kromozom bozukluklarinin tespiti gibi

caligmalarda da kullanim alanlar1 bulunmaktadir ( Kubista ve Ark. 2006).

Bugiin bir¢ok aragtirma ve tani laboratuarlarinda kullanilan real-time PCR
cihazlar1 mevcuttur. Bu cihazlar birbirlerinden reaksiyon sayisi kapasiteleri,
eksitasyon-emisyon dalga boylarindaki farkliliklari, hizlar1 ve kanal sayilari ile
ayrilirlar. Ticari olarak satilanlar ve en ¢ok kullanilanlar sunlardir, “Stratagene M
x 3000p, M x 3005p ve M x 4000”, “Applied Biosystems 7300 ve 75007,
“Chromo4”, “Smart Cycler”, “Rotor- Gene”, “LightCycler” (Gunel 2007).

1.10.1. Ozgiil Olmayan Belirleme Yéntemi
1.10.1.1 SYBR Green I Boyasi

Spesifik olmayan c¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltiminda “SYBR Green I”
yontemi kullanilir. Bu yontemde kullanilan floresan boya sadece ¢ift zincirli

DNA’ya baglandigindan ¢ogalan DNA miktarindaki artisa paralel olarak “real-
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time” PCR cihazinda okunan floresanin miktar1 da es zamanli olarak artar (Gunel

2007).

“SYBR Green I” en fazla kullanilan boya cesitidir ve 497 nm dalga
boyunda yiikseltgenir ve 520 nm dalga boyunda indirgenir. Cift sarmal DNA’nin
kiiglik oluguna baglanan boya 30 amplifikasyon dongiisii sonrasi yalnizca
aktivitesinin % 6’sim1 kaybeder. Cogaltimin basinda reaksiyon karisiminda ¢ift
zincirli DNA molekiilii, primerler ve “SYBR Green I” boyast bulunmaktadir.
Bagli olmayan serbest DNA molekiilii ¢cok az bir floresan 1s1ma yapar (Kubista
2006).

Primerler baglanip uzama basladiginda boya molekiilii ¢ift zincirli DNA’nin
arasima girer ve floresan yayilimi baglar. Baslangictaki dongii boyunca sinyal
zayiftir; liriin miktart arttikga floresan miktar1 hizla artar ve bu artis “real-time”
cihazinin monitdriinden izlenebilir. Bu yontem optimize edilmis PCR sartlarinda
ve dizayni iyi yapilmis primerler ile ¢ok fazla sayida hedef genin ¢ogaltilmasina

olanak verir (Sekil 1.9.) (Kubista 20006).

“SYBR Green” boya DNA gift ipikii clou-
gunda DNA'ya bodlanabilr.

DNA'nin iki zZincin birbirinden ayridiginda “SYBR
Green” boya serbest hale geger

—*— 1}

O

0
|
@ @ 0
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E X = 3
Poimerzasyon tamamiandiginda “SYBR Green

boya §ift iplki DNA'ya bagdlonr ve floresan gima
yapar.

Sekil 1.9. SYBR Green I Yontemi (Gunel 2007)

Floresan isaretli problara ihtiyag gostermedigi i¢in maliyeti ucuzdur.

Bunun yani sira ydntemin dezavantajlart da vardir. Istenmeyen PCR iiriinlerin
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cogalmasi ile yine floresan agiga ¢ikacagindan her zaman istedigimiz DNA’nin
cogaldigini isaret etmez yanlig pozitif sonu¢ almak miimkiindiir. Ortamda hedef
DNA dizisi olmadiginda primerlerin birbiri ile baglanmalar1 sonucunda “primer
dimer”leri olarak adlandirilan ve ¢ift zincirli DNA bdlgelerinin olusumu ile
floresan 1S1ma gozlenebilir. Cogaltilan DNA’nin istenilen hedef bolge olup
olmadigini anlayabilmek i¢cin DNA’larin erime egrisi analizleri (“melting curve”,
“dissociation”) yapilmasi gerekmektedir. Erime egrisi analizi yapilmak
istendiginde cihaz PCR tiiplerini yavagca isitmaya baslar. Cift zincirli DNA
birbirinden ayrilmaya bagsladiginda (melting temperature= Tm) floresan boya
serbest kalir ve okunan floresan miktar1 da diiser. Her bir DNA’nin belirli bir
erime sicakligi (Tm) derecesi vardir. Bu erime sicakligi ¢ogalan DNA parcalarinin
uzunluguna ve igerdigi GC/AT oranina baghdir. Spesifik olmayan iiriinlerin
cogalmasinda (primer dimer’lerinde) aradigimiz DNA parcasinin Tm derecesi
arasinda farklilik olacaktir. Tm derecesinin farkli olmasi her {iriiniin kendine 6zgii
uzunlugu ve gen dizisi igermesindendir. Bu yiizden Tm sicakligi her iriin i¢in
ozeldir. Cogunlukla bu yontemle bilinmeyen iki DNA dizisi karsilastirilmak
istendiginde yontem giivenilir bir sekilde kullanilabilir (Gunel 2007).

1.10.2. Ozgiil Belirleme Yontemi

DNA pargasinin ¢ogaltilmak istenilen bolgesi 6zel bir bdlge ise bu bolgenin
saptanmasinda floresan isaretli problar kullanilir. Bu tekniklerin baSinda
“TagMan” prob, “Molecular beacon”, “Light-up” prob, hibridizasyon prob ve
“Scorpion” primer gibi floresan isaretli problar kullanilarak yapilanlardir (Gunel
2007).

1.10.2.1.Taq Man Yontemi

TagMan® probe” yontemi “Double-Dye Oligonucleotide”, “dual labeled
probe” veya “5' nuclease probe” olarak da adlandirilmaktadir. “TagMan® probe”
yontemi cogaltilmak istenilen DNA’ya komplementer olan ve floresan
isaretlenmis tek zincirli bir prob igerir. Floresan isaretli probun 5' ucunda
“fluorophore” (6-karboksifloresin= 6-FAM) ve 3’ ucunda “quencher” (6-
karboksitetrametil rodamin= TAMRA). 3’ ugtaki baskilayict TAMRA boyas1 5'
uctaki FAM boyasinin sinyal olusturmasini engellemektedir. Prob hedef DNA’ya
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baglanma durumunda bile floresan sinyal 6l¢iimii diistiktiir. Cogaltilma sirasinda
hedef niikleik asit dizisi lizerinde primerler baglanma bdlgeleri arasinda “Taq
Man” problar baglanirlar. Primerlerin baglanmasinin ardindan yeni zincir
olusmaya baslar. Probun bagl oldugu bolgeye gelindiginde Taq DNA polimeraz
enzimi 5'—3 niikleaz aktivitesi ile FAM’1 probdan ayirir. Serbest hale gegen FAM
sinyal olusturur. DNA zincir sentezi uzamaya devam eder. Her bir dongiide iiriin
cogalimi arttik¢a floresanda ona bagli olarak artmaya devam eder (Sekil 1.10)
“TaqMan® probe” yonteminde mutasyon tespiti ile birlikte sayisal degerlere de
ulasilabildiginden arastiricilar igin avantaj saglar. Bu yontem standart bir
protokolii ve kolay bir dizayn1 ve ¢ok az bir optimizasyonla gerceklestigi i¢in hem
allelik diskriminasyon hem de ekspresyon profilinin ¢ikartilmasinda kolaylikla

kullanilir (Gunel 2007, Cacherill 2001).

Sekil 1.10. TagMan® Probe Y o6ntemi (Cacherill 2001)

1.10.2.2. Molekiiler Boncuk Yontemi

Molekiiler boncuk yontemi hem yapist hem de calisma prensibi ile
“TagMan® probe” ve “SYBR Green I” yonteminden cok farklidir. Sa¢ tokasi
seklindeki yapinin yuvarlak uc¢ kismi g¢ogaltilacak DNA ile komplementer tek
zincirli DNA dizisini igerir. Bu yapinin diiz olan u¢ kisimlarinda 2 adet florokrom
boya icermektedir. Bunlardan baskilayici florofor diger boyanin floresansini

engeller. Molekiiler boncuk probu soliisyon icerisinde serbest halde iken 1sima
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yapmaz. Cogaltilmak istenilen DNA boélgesi PCR ile ¢ogalmaya basladiginda
prob hedef DNA dizisine gore dizaynedildiginden birbirleri ile karsilastiklarinda
konformasyonu degisir ve diiz, ¢ift zincirli hale geger (Sekil 1.11). Ciinkii bu yap1
termodinamik olarak sa¢ tokasi seklinden daha kararlidir. Molekiiler boncuk hedef
niikleik asit dizisi ile hibridize olur olmaz boncuk molekiiliiniin yapisi

degistiginden ve boyalarda birbirlerinden uzaklagtigindan floresan miktar: artar.

Bu teknikte olusan floresanin 6l¢iimiine dayanmaktadir (Gunel 2007).

l Denaturasyon

 — S

5

l Primerin ve molekller
boncudun badlanmasi

l Polimerizasyon

T PTOTTEIre 2
™

=0 P

Sekil 1.11. Molekiiler Boncuk Y6ntemi (Gunel 2007)

Molekiiler boncuk yonteminin en fazla kullanildigi alanlar; genetik
tarama, SNP calismalari, farmakogenetik caligmalardir. Bu yontemde prob
dizayn1 ¢ok dnemlidir ve optimal sartlar saglanmadiginda 6zellikle uygun sicaklik
bulunamamissa probun sag¢ tokasi seklindeki yapisi degismeyeceginden ortamda

hedef DNA dizisi bulunsa bile floresan 1s1ma elde edilemeyebilir.
1.10.2.3. Hibridizasyon Prob Yontemi

Bu yontem Roche tarafindan “LightCycler®” PCR cihazinda
kullanilmak tizere gelistirilmistir. iki farkli prob dizayn edilmistir. 3’ ucunda
floresans isaretli boya (donor), 5' ucunda alici1 boya (acceptor) bulunmaktadir
(Sekil 1.12). PCR reaksiyonu sirasinda bu iki prob hedef niikleik asit dizisine

baglanip birbirine yaklastiginda bir enerji yayilimi olur (FRET: Fluorescence
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Resonance Energy Transfer). Enerji “donor” boyadan “acceptor” boyaya transfer
olur. Bu enerji transferi sonucunda olusan floresans miktar1 PCR siiresince olusan

tirtin miktari ile dogru olarak artar.

Sekil 1.12. Hibridizasyon Prob Yontemi (Gunel 2007)

1.11. Cahismada Kullanilan Genler
1.11.1. Hedef gen : MUC5AC

Bu ve arkadaslarinin (2011) yapmis oldugu bir ¢alismada dort kolon kanser
hiicre hatt1 (Caco-2, HT29, LoVo ve LS174T) kullanilarak MUC2 ve MUC5AC
mRNA seviyeleri arastirilmistir. Caco-2 hiicre hattinin en yiiksek MUCSAC
mRNA seviyesine sahip oldugu bu ¢alisma sonunda rapor edilmistir (Sekil.1.13).
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Sekil 1.13. HT29, Caco-2, LS174T ve LoVo Kolon kanserli hiicre hatlarinin MUC2 ve MUCS5AC
MRNA seviyeleri (Bu ve Ark. 2011).

MUCSAC ve MUC2 kromozomun 11p15.5 bolgesinde yer almaktadir ve

protein sentezi biyolojik aktif molekiiller (sitokinler, bakteriyel iiriinler ve biiyiime
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faktorleri) tarafindan diizenlenmektedirler. MUCSAC normal kolon epitelinde

sentezlenmez ama adenokarsinoma ve kolorektal kanserde de novo sentezi olur.

Kolorektal kanser malign olan kanser tiirliniin en yaygin olanidir. Ringel
ve Arkadaslarmin (2003) yaptiklar1 bir calismada degistirilmis ya da uygun
olmayan musin gen ekspresyonundan tiimor gelisiminde, tiimoriin yayilmasinda

ve kolorektal kanserin tahmininde yararlanilabilinecegi rapor edilmistir.

1.11.2. Housekeeping gen: 18 S rRNA

Ribozom yapilarinin % 60’11 olusturan r RNA’lar, 6karyotik hiicrenin %
80-85’ini meydana getirmektedirler. rRNA’lar niikleolusdaki 13, 14, 15, 21 ve 22.
kromozomlarin satellit saplarindaki DNA boélgelerinden kopyalanmaktadirlar. Bu
gen bolgelerinin transkribe ettigi 45 S’lik RNA 6nciil RNA’dir ve bu RNA’dan
5.8, 18S ve 28 S’lik rRNA’lar olusturulmaktadir. 1.9 kb uzunluga sahip olan 18S

rRNA, ribozomun kiigiik alt biriminin olugturulmasindan sorumludur (internet 1).

Gen ifadelerinin belirlenmesinde kontrol grubu olarak housekeeping genler
kullanilmaktadir. Housekeeping genler hiicre icinde siirekli anlatilimi yapilan
genlerdir ve secilen bu genlerin transkripsiyon diizeylerinin deneysel kosullardan

etkilenmedigi diisiiniilmektedir (Arenz ve Ark. 2007, Morse 2005).

18S rRNA, GAPDH, ACTB, gibi genler gen anlatim seviyelerinin
incelenmesinde siklikla kullanilan housekeeping genlerden birisidir. Kantitatif
RT-PCR yonteminde 18S rRNA, karsilastirilan diger housekeeping genlere gore,
deney kosullarindan en az etkilenmekte ve daha az bozulmaya ugramaktadir

(Morse 2005).
2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham (Sigma),
Penicilin-Streptomycin (Biological Industries), Fetal Bovine Serum (Sigma),
Tripsin-EDTA solution (Biological Industries), Sodyum bikarbonat (Sigma),
EDTA (Merck), MTT (Biological Industries), Sivi Azot, RNeasy Mini Kit 50
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(QIAGEN), QuantiTect Reverse.Transcription Kit 50 (QIAGEN), PP-HU-600
Custom RT PCR assays prob 600 (QIAGEN), HK-PP-HU-600/Human probe
housekeep 600 (QIAGEN), PRECISION/Precision Mastermix 12.5ml (QIAGEN).

2.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

25 cm?lik ve 75 cm?lik flasklar, 96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP), cam
meziirler, cam pipetler (1, 2, 5 ve 10 ml hacimlerinde), 250, 500 ve 1000 ml’lik
Durham siseleri, 10 mI’lik tek kullanimlik pipetler, Steril polipropilen santrifiij
tipleri (15 ve 50 ml hacimlerinde), steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron
capinda), 0,2 ml’lik ve 0,5 ml’lik PCR tiipii, Thoma lami, Vakum Sistemi
(Nalgene).

2.3. Kullanilan Aletler

Sogutmali ve yliksek devirli santrifiij (Heraus), kuru hava sterilizatorii
(Niive), otoklav, derin dondurucu (-20, -86), buzdolab1, manyetik karistirici, CO?
inkiibatorii (Heraus), steril kabin (Heraus), sivi azot kaplari, 0,5-10 pl’lik
mikropipet,10-200 ul’lik mikropipet, 100-1000 upl’lik mikropipet,, kar-buz
makinesi (Scotsman), su banyosu (Clifton), Eliza Cihaz1 (ELx808-1U, Bio-Tek), ,
Inverted Mikroskop (IX71 Olympus), 12 Kanalli mikropipet (eppendorf), dagitici
pipet (eppendorf), Real Time PCR (Corbett Research (Rotor Gene RG3000), Palm
Cyler, Nano Drop (NanoVue).

2.4.Kullanilan Arag¢ ve Gerecin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan baz1 cam ve plastik malzemeler ile siv1 sollisyonlar
aliiminyum folyolara sarili olarak otoklavda 121°C, 1,5 atm/Hg basingta 20
dakika, bazi cam ve metal malzemeler de aliiminyum folyolara sarili olarak
sterilizatorde 180°C’de 2 saat, siire ile steril edilerek kullanilmistir. Kullanilan
bazi sivi kimyasallar 0,2 um aralikli seliiloz nitrat filtreden gecirmek suretiyle
steril edilerek kullanilmigtir. Hazirlanan besiyeri vakum filtre sisteminden

gecirilerek steril edilmistir
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2.5. Caco-2 Hiicre Kiiltiiri

Caco-2 (human colon adenocarcinoma) hiicreleri Ankara Sap Enstitiisiinden
aliip stoklanmistir. Caco-2 hiicreleri inaktif hale getirilmis %10’luk Fetal Bovine
Serum/Fetal Calf Serum,%10 non-esential aminoasit, Minimal Esential Medium
(MEM) , Penicilin-Streptomycin ve %7,5 NaHCOg, iceren besiyerinin bulundugu
25 ve 75 cm?’lik flasklarda %95°lik hava ve %5 COy’li gaz ortaminda, 37°C’deki
CO2 inkiibatoriinde (Heraus) kiiltlire edilmistir.

2.6.Test Maddelerinin Dozlarinin Hazirlanmasi

Calismada, Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi
Dog. Dr. Merih Kivang tarafindan kismi saflastirilan pellet haline getirilen test

maddeleri (EPS) ultra saf su i¢inde ¢oziilerek uygun dozlar hazirlanmistir.

2.6.1. Lactobacillus plantarum 9 susundan iki set deney kurulmustur ve farkli
dozlar hazirlanmistir. Hazirlanan test maddesi; ultrasaf su icinde ¢oziilerek 50-
100-200-500-600-800-1000 ng/ml ve 1-2,5-5-10-20-40-50-80-100-200 pg/ml
dozlar hazirlanmistir. Test maddesi, ultra saf su i¢inde ¢oziildiigii igin; negatif

kontrol olarak ¢oziicii madde olan ultra saf su kullanilmistir.

2.6.2. Lactobacillus plantarum 157 susundan hazirlanan test maddesi; ultrasaf su
icinde ¢oziilerek 0,5-1-5-10-12,5-25-50-100-200-400 pg/ml dozlar hazirlanmustir.
Test maddesi, ultra saf su iginde ¢oziildiigii i¢in; negatif kontrol olarak ¢oziict

madde olan ultra saf su kullanilmstir.

2.6.3. Enterococcus faecium susundan iki set deney kurulmustur ve farkli dozlar
hazirlanmistir. Hazirlanan test maddesi; ultrasaf su i¢inde ¢oziilerek 10-20-30-40-
50-60-80-100-150-200 ng/ml vel000-2000-4000 ug/ml dozlar hazirlanmustir.
Test maddesi, ultra saf su i¢inde ¢ozildiigli i¢in; negatif kontrol olarak ¢oziicii

madde olan ultra saf su kullanilmistir.

2.6.4. Enterococcus faecium D-36 susundan iki set deney kurulmustur ve farkli

dozlar hazirlanmistir. Hazirlanan test maddesi; ultrasaf su i¢inde ¢oziilerek 2000-
4000-8000 pg/ml ve 4000-8000-10000-12500-15000-18000-20000 pg/ml dozlar
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hazirlanmistir. Test maddesi, ultra saf su iginde ¢6ziildiigi i¢in; negatif kontrol

olarak ¢Ozlicii madde olan ultra saf su kullanilmistir.

2.6.5. Kefir ‘den hazirlanan test maddesi; ultrasaf su i¢inde ¢oziilerek 4000-8000-
10000-12500-15000-18000-20000 pg/ml dozlar hazirlanmistir. Test maddesi,
ultra saf su i¢inde ¢oziildiigi i¢in; negatif kontrol olarak ¢oziicii madde olan ultra

saf su kullanilmistir.

2.6.6. Lactobacillus plantarum 4L2 susundan hazirlanan test maddesi; ultrasaf su
icinde ¢ozilerek 4000-8000-10000-12500-15000-18000-20000 pg/ml dozlar
hazirlanmistir. Test maddesi, ultra saf su iginde ¢oziildiigii i¢in; negatif kontrol

olarak ¢oziicii madde olan ultra saf su kullanilmistir.

2.6.7. Lactobacillus reuteri susundan iki set deney kurulmustur ve farkli dozlar
hazirlanmistir. Hazirlanan test maddesi; ultrasaf su i¢inde ¢6ziilerek 500-1000-
2000-4000 pg/ml ve 1000-2000-4000 pg/ml dozlar hazirlanmistir. Test maddesi,
ultra saf su i¢inde ¢ozildigii i¢in; negatif kontrol olarak ¢oziicii madde olan ultra

saf su kullanilmustir.

2.6.8. Lactobacillus plantarum 13LA1 susundan iki set deney kurulmustur ve
farkli dozlar hazirlanmistir. Hazirlanan test maddesi; ultrasaf su i¢inde ¢6ziilerek
500-1000-2000-4000-8000-10000-20000 ve 2000-4000-8000 ug/ml pg/ml dozlar
hazirlanmistir. Test maddesi, ultra saf su iginde ¢6ziildiigi i¢in; negatif kontrol

olarak ¢6ziicii madde olan ultra saf su kullanilmistir.
2.7. Yontem
2.7.1 Hiicre Kiiltiiri

Caco-2 hiicreleri uygun besiyerinde 25 ve 75 cm?’lik flasklarda yetistirilmis
ve %95 hava ve %5 CO,’li gaz ortaminda ve 37°C’deki CO, inkiibatoriinde

kiiltiire edilmislerdir.
2.7.2. Hiicrelerin Testler icin Hazirlanmasi

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini %70 oraninda
kapladiklar1 zaman tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan
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kaldirilmigtir.  Thoma lami yardimiyla 3 kez sayilarak MTT testi icin 96
kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabakalarinin her kuyucugunda 5x10° hiicre olacak
sekilde % 10 FBS iceren besiyerinde siispansiyon haline getirildikten sonra 96
kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarma 0,1 ml hiicre siispansiyonu aktarilmistir.
Yapilan deneyler sonucunda bu say1 secilmistir. Hiicrelerin yapismasi ve yeni
ortama aligmasi i¢in 37°C’de 48 saat inkiibe edilmislerdir. 48 saat inkiibasyon
siiresi sonunda hiicrelerin iizerindeki besiyerleri plakalarin ters c¢evrilmesi
suretiyle uzaklastirilmistir.  Hiicrelerin {izerine test maddelerinin sitotoksik
etkilerini belirlemek iizere, test maddelerinin istenen konsantrasyonlarini igeren
taze besiyerleri ilave edilip 24 ve 48 saat 37°C’de CO; inkiibatoriinde inkiibe

edilmistir

Kolon kanserinin timoér olusturdugu bilinmektedir. Timor dokusu g¢ok
sayida hiicreden olugmaktadir. Bu nedenle uygulanan bazi test maddelerinin
yiiksek hiicre sayisinda sitotoksik etkisine bakilmistir. Bunun i¢in uygun
kosullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler flask ylizeyini %70 oraninda kapladiklar
zaman tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan kaldirilmistir. Thoma
lam1 yardimiyla 3 kez sayilarak MTT testi icin 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
tabakalarnin her kuyucugunda 2x10* ve 3x10* hiicre olacak sekilde % 10 FBS
iceren besiyerinde siispansiyon haline getirildikten sonra 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiirii plakalarina 0,1 ml hiicre siispansiyonu aktarilmistir. Yapilan deneyler
sonucunda bu say1 se¢ilmistir. Hiicrelerin yapismasi ve yeni ortama alismasi i¢in
37°C’de 24 saat inkiibe edilmislerdir. 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda
hiicrelerin ~ lizerindeki  besiyerleri plakalarin  ters c¢evrilmesi suretiyle
uzaklastirilmistir.  Hiicrelerin {izerine test maddelerinin sitotoksik etkilerini
belirlemek iizere, test maddelerinin istenen konsantrasyonlarini igeren taze

besiyerleri ilave edilip 24 saat 37°C’de CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir
2.7.2.1. In vitro Sitotoksisite Testi (MTT Testi)

Caco-2 hiicreleri, Thoma lami ile sayilarak 96 kuyucuklu plakalara her
kuyucuga 5x10° hiicre icin 48 saatlik inkiibasyon, 2x10* ve 3x10* hiicre icin 24
saatlik inkiibasyonun ardindan besiyerleri uzaklastirilmis ve test maddesi

uygulanmistir. Hiicreler gerekli siirelerde inkiibasyona birakildiktan sonra,
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besiyerleri gerekli inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicrelerden uzaklastirilmis ve
MTT ilavesi yapilarak test maddelerinin hiicre ¢ogalmasina olan etkileri

saptanmistir.
2.7.2.2. MTT Olciimii

Test maddeleri ile 24 ve 48 saat muamele edilen hiicrelerden inkiibasyon
siiresi sonunda besiyerleri uzaklastirilmistir. Hiicreler 5 mg/ml-1 MTT soliisyonu
ile canli hiicrelerin mitokondrial metabolik aktiviteleri sonucu MTT boyasinin
suda ¢oziinmeyen formazan tuzuna doniisebilmesi igin 2 saat inkiibasyona
birakilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT boyas1 uzaklastirilmistir. Canli
hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin ¢6ziinmesi i¢in her bir
kuyucuga 0,1 ml DMSO ilave edilmigstir. Plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri
ELISA cihazinda 570 nm dalga boyunda okutulmustur. Test maddesi ile
muamele edilmeyen kontrol hiicre canlilik oran1 % 100 olarak kabul edilerek,

deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 yiizde olarak ifade edilmistir.

MTT deneylerinin sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesinde SPSS
programi kullanilmis ve elde edilen verilerin tek yonlii ANOVA ile post-hoc
olarak Tukey testi uygulanarak anlamliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri
olarak p<0,05 kabul edilmistir

2.7.3 Real Time PCR
2.7.3.1.Hiicrelerin Real Time PCR i¢in Hazirlanmasi

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini %70 oraninda
kapladiklar1 zaman tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan
kaldirilmistir.  Thoma lami yardimiyla 3 kez sayilarak real time PCR icin 25
cm?lik flasklara 22x10” hiicre gelecek sekilde ekimi yapilmistir. 24 saat 37 C*’de
CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir inkiibasyondan sonra, MTT testi sonucunda
uygun goriilen doz konsantrasyonu taze besiyeri ile hiicre ekimi yapilan flasklara

uygulanmistir ve 24 saat 37°C’de CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.
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2.7.3.2. RNA izolasyonu

v

Hiicreler 24 saat siiresince maddelerle muamele edildikten sonra
stipernatanla birlikte, PBS, PBS-EDTA, tripsin yardimi ile hiicreler
santrifiij tlipline toplanmis, thoma lami1 35x10* hiicre kullanilmak iizere
almip 1250 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis, siipernatan

uzaklastirilmistir.

Hiicrelerin iizerine Buffer RTL plus + Beta merkaptoetanol karigimi
konarak yavas yavas pipetlenmis ve genomik DNA’y1 tutan kolonlara

konularak 10 000 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilmistir. Boylece genomik
DNA kolonda kalir.

Alttaki genomik DNA’nin bulunmadigr lizatin iizerine 350 pl %70’lik
etanol ekleyerek pipetlenmis ve pembe renkli kolonlara konarak 10 000

rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Altta kalan s1v1 atilirak kolona 700 ul RW1 eklenmis, 15 sn 10 000 rpm de

santrifiij edilmis ve s1v1 yine dokiilmiistiir.

Kolonlarin iizerine 500 pl Buffer RPE konulmus, 14 000 rpm’de 1 dakika

santrifiij edilmistir.

Kolonlar yeni bir toplama tiipiiniin {izerine koyularak ayni islem

tekrarlanarak 14 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.

Kolon yeni bir toplama tiipiine koyulmus, hicbir sey eklemeden kurumasi

icin 14 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Kolon yeni temiz ependorf tiipili igerisine yerlestirildikten sonra {izerine
40ul RNAse free water tam orta kisima gelecek sekilde dikkatlice
eklenmis ve 10 000 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilmistir.

Ustteki kolon atilirak, altta kalan RNA’lar nano dropta dl¢iilmiis ve real

time PCR i¢in islem yapilana kadar (-80) C*’de saklanmustir.

RNA’nin miktar1 ve saflifin1 belirlemek amaciyla izole edilen RNA

nanodrop cihazinda spektrofotometrik olarak Ol¢lilmiis 1 ngr DNA ya
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ulasacak sekilde DNAse, RNAse free su ile seyreltilmistir (QIAGEN

RNeasy Protect Mini Kit).

2.7.3.3. gDNA uzaklastirma (wipeout)

Cizelge 2.1. gDNA uzaklastirma miks miktari

Miks Miktar (ul)
gDNA Wipeout Buffer 2
H.0 X
Toplam (2+x)

v Nanodropta izole edilen RNA miktarlar1 belirlenmistir.

v" Her bir reaksiyon tiipiine 2 ul gDNA wipeout dagitilacagi igin;

12- RNA miktar1 = x pl HO ilave edilmistir

v’ (2+x) pl miks tiiplere toplam hacim 14 ul olacak sekilde dagitilmustar.

v’ 42 C” de 2 dk. inkiibasyona birakilmigtir. Sonra hemen buz iistiine

almmistir.(QIAGEN QuantiTect Rev.Transcription Kit 50 )

2.7.3.4. cDNA sentezi

cDNA sentezi i¢in, gDNA’s1 uzaklastirilmis DNA iistiine (14 pl) , 6 ul cDNA

sentez miksinden ilave edilir ve toplam hacim 20 ul olacak sekilde reaksiyon

hazirlanmis olur. CDNA sentez islemi palm cycler cihazinda 42 C*’de 15 dk. 95
C”de 3 dk. 4 C”’de »© Olacak sekilde toplam 18 dakikada yapilmistir (QIAGEN

QuantiTect Rev.Transcription Kit 50 )

Cizelge 2.2 cDNA sentez miks miktari

Miks Miktar (ul)
Quantiscript Reverse Transcriptase 1
Quantiscript RT Buffer 4
RT Primer Miks 1
Toplam 6
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2.7.3.5. Real Time PCR Analiz

cDNA sentezinden sonra PCR tiipleri soguk bloga alinmistir.

Bagka PCR tiiplerine 90 pul RNase-DNase free water konur ve iizerine 10
ul cDNA eklenmistir

cDNA’lar 1/10 oraninda diliiye edilmis olur

1/10 oraninda diliiye edilen cDNA’lar , real time PCR reaksiyonunda

kullanilmaistir.

Cizelge 2.3. Real Time PCR miks miktar1

Miks Miktar (ul) x Ornek Sayisi Toplam(ul)
Primer Prob 1 7 7
Master Mix 10 7 70
H»0 4 7 28
Genel Toplam 105

Real time PCR miksi, housekeeping gen ve hedef gen icin ayr1 ayr
hazirlanmastir.

Bos PCR tiipleri hazirlanmistir. (6rnek sayisi kadar)

real time PCR miksinden 15 pl ilave edilir.

Diliiye edilmis cDNA’lardan 5 pl real time miks bulunan pcr tiiplerine
eklenmistir.

Toplam hacim 20 pl olmustur.

Ornekler cihaza yiiklenmistir ve real time per baslatilmistir.
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J09 e M) sanipa,

Sekil 2.1. Real Time PCR 1. dongii

v" Ornekler cihaza yiiklendikten sonra real time PCR islemi 95 C’de 15
saniye, 50 C*’de 30 saniye, 73 C"’de 15 saniye olacak sekilde toplam 50
dongiide tamamlanmistir (QIAGEN).

v' Calisgmada TagMan Prob kullanilmistir ve hedef gen ve housekeeping

gene 6zgill primer-prob firma tarafindan tasarlanmistir (QIAGEN).

Real Time PCR igin kullanilan primer-prob dizileri
Hedef gen: MUC5AC

5 CAGAGGGGTTGACAGTGAC-3’ (Forward)
5’- GAACCGCATTTGGGCATC 3’ (Reverse)

Housekeeping gen: 18 S rRNA

5S’ATCAACTTTCGATGGTAGTCG-3’(Forward)
5’>-TCCTTGGATGTGGTAGCCG-3" (Reverse)

Calismay1 yorumlayabilmek i¢in hedef gen, housekeeping genin degerine
boliinmiistiir. Boylelikle hiicrelere uygulanan maddenin kontrol grubuna gore

ekspresyon seviyesinde artis veya azalis belirlenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Laktik Asit Bakterilerinden elde edilen Ekzopolisakkaritlerin Caco-2

kanserli hiicre hatti lizerinde sitotoksik etkileri

Il 1.Gin
I 2.Gin

100

80

60

Hiicre Canliligi

40

20

kontrol 50 100 200 400 500 600 800 1000
Konsantrasyon( pg/ml)

Sekil 3.1. Pastirmadan izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden L.plantarum 9’dan elde edilen
EPS’nin, Caco-2 hiicreleri lizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*)
isareti kontrol grubuna gore anlaml farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p <

0,05

Pastirmadan izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden Lactobacillus
plantarum 9°dan elde edilen EPS’nin, 5x10° hiicre sayisinda ekim yapilan Caco-2
hiicreleri tizerindeki etkisi MTT testi ile degerlendirilmistir. Sirastyla 50-100-200-
400-500-600-800-1000 pg/ml dozlar uygulanmistir. 24 ve 48 saatlik deneyler
sonucunda olarak 24 saatlik deney sonucunda 50-100-200-400-500-600-800-1000
png/ml olacak sekilde uygulanan dozlarda kontrole bagli hiicre canliliginda % 15
ile % 20 oraninda diisiis gozlemlenmistir. 48 saat sonucunda 400 pg/ml ile
muamele de kontrole bagli hiicre canliliginda % 20 oraninda diisiis goriilmektedir.
Fakat uygulanan diger dozlar (50-100-200-500-600-800-1000 pg/ml) sonucunda

hiicre canliliginda azalis beklenirken artis gdzlemlenmistir.
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1. gin
I 2. gin

120 4

100

80

60

40 4

Hucre Canliligi

20

25 5 10 20 40 50 80 100 200
Konsantrasyon (ug/ml)

Kontrol 1

Sekil 3.2. Pastirmadan izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden L.plantarum 157 elde edilen
EPS’nin Caco-2 hiicreleri iizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*)
isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p <

0,05

Pastirmadan izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden Lactobacillus
plantarum 157°den elde edilen EPS’nin, 5x10% hiicre sayisinda ekim yapilan
Caco-2 hiicreleri tizerindeki etkisi MTT testi ile degerlendirilmistir. Sirastyla 1-
2,5-5-10-20-40-50-80-100-200 pg/ml dozlar uygulanmistir. 24 ve 48 saatlik
deneyler sonucunda, 24 saat sonunda 200 pg/ml doz ile muamelede kontrole gore
hiicre canliligr %20 oraninda diisiis 48 saat sonunda 5 pg/ml doz ile muamelede
kontrole gore hiicre canliliginda % 15 oraninda diisiis gézlemlenmistir. Fakat 24
saat ve 48 saat sonucunda uygulanan diger dozlarda hiicre canliliginda diisiis

gozlemlenmemektedir
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Il 1.Gin
120 I 2.Gun

100

80 +

60

Hucre Canliligi

40

20 4

kontrol 0,5 1 5 10 12,5 25 50 100 200 400

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.3. Pastirmadan izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden L.plantarum 157 elde edilen
EPS’nin Caco-2 hiicreleri tizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*)
isareti kontrol grubuna gére anlaml farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p <

0,05

Pastirmadan izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden Lactobacillus
plantarum 157°den elde edilen EPS’nin, 5x10° hiicre sayisinda ekim yapilan
Caco-2 hiicreleri iizerindeki etkisi MTT testi ile degerlendirilmistir. Sirasiyla 0,5-
1-5-10-12,5-25-50-100-200-400 pg/ml dozlar uygulanmistir. 24 ve 48 saatlik
deneyler sonucunda, 24 saat sonunda tiim dozlar ile muamelede kontrole gore
hiicre canlilig1 %20 oraninda diisiis 48 saat sonunda 5 pg/ml doz ile muamelede
hiicre canliliginda % 15 oraninda diisiis gdzlemlenmistir. Fakat 24 saat ve 48 saat
sonucunda  uygulanan  diger  dozlarda  hiicre = canliliginda  dists

gozlemlenmemektedir.
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Sekil 3.4. Siitten izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden elde edilen EPS’nin Caco-2 hiicreleri
tizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlamli farkliliklar1 géstermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

Siitten izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden Enterococus faecium
susundan elde edilen EPS’nin, 5x10° hiicre sayisinda ekim yapilan Caco-2
hiicreleri iizerindeki etkisi MTT testi ile degerlendirilmistir. Sirasiyla 10-20-30-
40-50-60-80-100-150-200 pg/ml dozlar uygulanmustir. 24 ve 48 saatlik deneyler
sonucunda uygulanan dozlarda (10-20-30-40-50-60-80-100-150-200 pg/ml) hiicre

canliliginda azalisg beklenirken artis gozlemlenmistir
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Sekil 3.5. Siitten izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden elde edilen EPS’nin Caco-2 hiicreleri
tizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

Siitten izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden Enterococus faecium elde
edilen EPS’nin Caco-2 hiicreleri {izerindeki etkisi MTT testi ile
degerlendirilmistir. Sirastyla 1000-2000-4000 pg/ml dozlar uygulanmistir. 20.000
ve 30.000 hiicre ekilmistir 24 saatlik deney kurulmustur. 24 saat sonucunda doz
yiikseldik¢e hiicre canliliginda azalma beklenirken hiicre canliliginda artig
gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda yiiksek ekilen hiicre sayis1 doza bagli olarak

hiicre sayisinda daha fazla artis olmustur.
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Sekil 3.6. Siitten izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden elde edilen EPS’nin Caco-2 hiicreleri
tizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

Siitten izole edilen Enterococus faecium D-36 susundan elde edilen
EPS’nin Caco-2 hiicreleri iizerindeki etkisi MTT testi ile degerlendirilmistir.
Sirastyla 2000-4000-8000 pg/ml dozlar uygulanmistir. 20.000 ve 30.000 hiicre
ekilmistir 24 saatlik deney kurulmustur. 24 saat sonucunda doz yiikseldik¢e hiicre
canlilifinda azalma beklenirken hiicre canliliginda artis gdézlemlenmistir. Aym
zamanda yiiksek ekilen hiicre sayis1 doza bagl olarak hiicre sayisinda daha fazla

artis olmustur.
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Sekil 3.7. Siitten izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden elde edilen EPS’nin Caco-2 hiicreleri
tizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlamli farkliliklar1 géstermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

Siitten izole edilen Enterococus faecium D-36 susundan elde edilen
EPS’nin, 5x10% hiicre sayisinda ekim yapilan Caco-2 hiicreleri iizerindeki etkisi
MTT testi ile degerlendirilmistir. Sirasiyla 4000-8000-10000-12500-15000-
18000-20000 pg/ml dozlar uygulanmistir. 5000 hiicre ekilip 24 ve 48 saatlik
deney kurulmustur. 24 saatlik deney sonucunda doza bagli olarak kontrol grubuna
gore hiicre canliliginda diisiis gdzlemlenmistir. En son dozda % 20 oraninda bir
diisiis vardir. 48 saatlik deney sonucunda doza bagl olarak kontrol grubuna gore
hiicre canliliginda diisiis gozlemlenmistir. En son dozda % 60 oraninda bir diisiis

vardir.
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Sekil 3.8. Kefir’den elde edilen EPS’nin Caco-2 hiicreleri tizerindeki etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklar1 gostermektedir.

Anlamlilik degeri p < 0,05

Kefir’den elde edilen EPS’nin, 5x10° hiicre sayisinda ekim yapilan Caco-2
hiicreleri tizerindeki etkisi MTT testi ile degerlendirilmigstir. Sirasiyla 4000-8000-
10000-12500-15000-18000-20000 pg/ml dozlar uygulanmistir. 5000 hiicre ekilip
24 ve 48 saatlik deney kurulmustur. 24 saatlik deney sonucunda doza bagli olarak
kontrol grubuna gore hiicre canliliginda diisiis gozlemlenmemistir. 48 saatlik
deney sonucunda doza bagli olarak kontrol grubuna gore hiicre canliliginda diisiis

gbzlemlenmistir. En son dozda % 20 oraninda bir diisiis vardir.
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Sekil 3.9. Agiz florasindan izole edilen Laktik asit bakterilerinden elde edilen EPS’nin Caco-2
hiicreleri iizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlamli farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

Agiz florasindan izole edilen Laktik asit bakterilerinden Lactobacillus
plantarum 4L2 susundan elde edilen EPS nin, 5x10° hiicre sayisinda ekim yapilan
Caco-2 hiicreleri iizerindeki etkisi MTT testi ile degerlendirilmistir. Sirasiyla
4000-8000-10000-12500-15000-18000-20000 pg/ml dozlar uygulanmistir. 5000
hiicre ekilip 24 ve 48 saatlik deney kurulmustur. 24 saatlik deney sonucunda doza
bagli olarak kontrol grubuna gore hiicre canliliginda diisiis gézlemlenmemistir. 48
saatlik deney sonucunda doza baglh olarak kontrol grubuna gore hiicre canliliginda

diisiis gbzlemlenmistir. En son dozda % 35 oraninda bir diisiis vardir.
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Sekil 3.10. Etten izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden elde edilen EPS’nin Caco-2 hiicreleri
iizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

Etten izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden Lactobacillus reuteri
susundan elde edilen EPS’nin, 5x10° hiicre sayisinda ekim yapilan Caco-2
hiicreleri lizerindeki etkisi MTT testi ile degerlendirilmistir. Sirasiyla 500-1000-
2000-4000 pg/ml dozlar uygulanmigtir. 24 ve 48 saatlik deneyler sonucunda

uygulanan dozlarda hiicre canliliginda azalis beklenirken artis gozlemlenmistir
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Sekil 3.11. Etten izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden elde edilen EPS’nin Caco-2 hiicreleri
iizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlamli farkliliklar1 géstermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

Etten izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden Lactobacillus reuteri
susundan elde edilen EPS’nin Caco-2 hiicreleri lizerindeki etkisi MTT testi ile
degerlendirilmistir. Sirastyla 1000-2000-4000 pg/ml dozlar uygulanmistir. 20.000
ve 30.000 hiicre ekilmistir 24 saatlik deney kurulmustur. 20.000 hiicre ekilen 24
saatlik sonucunda doz yiikseldikge hiicre canliliginda azalma beklenirken hiicre
canliliginda artis gdzlemlenmistir. 30.000 hiicre ekilen 24 saatlik deney
sonucunda hiicre sayis1 doza bagl olarak hiicre sayisinda azalis gézlemlenmistir.

En son uygulanan dozda %15 oraninda bir diisiis vardir.
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Sekil 3.12. Agiz florasindan izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden elde edilen EPS’nin Caco-2
hiicreleri iizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlamli farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

Agiz florasindan izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden Lactobacillus
plantarum 13LA1l susundan elde edilen EPS’nin, 5x10° hiicre sayisinda ekim
yapilan Caco-2 hiicreleri lizerindeki etkisi MTT testi ile degerlendirilmistir.
Sirasiyla 500-1000-2000-4000-8000-10000-20000 ug/ml dozlar uygulanmistir. 24
ve 48 saatlik deneyler sonucunda uygulanan dozlarda hiicre canliliginda azalis

beklenirken artis gozlemlenmistir
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Sekil 3.13. Agiz florasindan izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden elde edilen EPS’nin Caco-2
hiicreleri iizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlamli farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

Agiz florasindan izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden Lactobacillus
plantarum 13LA1 susundan elde edilen EPS’nin Caco-2 hiicreleri iizerindeki
etkisi MTT testi ile degerlendirilmistir. Sirasiyla 2000-4000-8000 pg/ml dozlar
uygulanmistir. 20.000 ve 30.000 hiicre ekilmistir 24 saatlik deney kurulmustur. 24
saat sonucunda doz yiikseldikg¢e hiicre canliliginda azalma beklenirken 2000-4000
png/ml uygulanan dozlarda hiicre canliliginda bir degisiklik gozlemlenmemistir.
8000 pg/ml’de hiicre canliliginda artis gozlemlenmistir. 30.000 hiicre ekilen 24
saatlik deney sonucunda 2000 pg/ml uygulanan dozda hiicre canliliginda
degisiklik gozlemlenmemistir. 4000-8000 pg/ml uygulanan dozlarda hiicre

canliliginda artig gézlemlenmistir.
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3.2. Laktik asit bakterilerinden izole edilen ekzopolisakkaritin (EPS) Caco-2
kanserli hiicre hattina uygulanmasi sonucu MUCS5AC gen ekspresyonundaki

degisimin real time PCR ile belirlenmesi
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Sekil 3.14. Siitten izole edilen Enterococcus faecium D-36 susundan elde edilen EPS’nin sirasiyla
15000-18000-20000 pg/ml dozlart uygulanmis ve 24 saatlik deney kurulmustur.
Caco-2  hiicrelerinde yiiksek diizeyde eksprese edilen MUCSAC geninin

ekspresyonuna etkisi real time PCR ile degerlendirilmistir.

Real Time PCR igin 22x10” hiicre sayisi belirlenmis ve bu sayida ekim
yapilarak deney kurulmustur. Siitten izole edilen Enterococcus faecium D-36
susundan elde edilen EPS, Caco-2 hiicrelerine sirasiyla 15000-18000-20000
ug/ml dozlari uygulanmis ve 24 saat maruziyet sonucunda Caco-2 hiicrelerinde
yiiksek diizeyde eksprese edilen MUCS5AC geninin ekspresyonuna etkisi real time
PCR yapilip degerlendirmistir ve kontrol grubuna gore doza bagh olarak doz

artttkca MUCSAC gen ekspresyonunda diisiis gozlemlenmistir.

48



@ ANADOLU UNIVERSITESI

4. TARTISMA VE ONERILER

Probiyotik gidalarin giinliik hayatimizda kullanim1 oldukga fazladir ve bu
gidalara giin gectikce talep artmaktadir. Probiyotik gidalar probiyotik 6zellikte
(saghga  yararli))  mikroorganizmalar  icermektedir.  Intestinal  sistem
aragtirmalarinda probiyotiklere ilgi biiyiiktiir. Probiyotik ozellige sahip
mikroorganizmalarin en yaygin olarak kullanilan1 ve bilineni Laktik asit
bakterileridir. Laktik asit bakterileri genellikle siit ve siit iriinlerinde bulunmasina
ragmen, ¢esitli yiyeceklerde de (hayvansal et ve bitkiler) bulunabilirler. LAB’lar
yararlt mikroorganizmalar olarak tanimlanirlar ve fonksiyonel EPS iireticisi olarak
smiflandirihirlar (Welman ve Ark. 2003, Meulen ve Ark. 2007). EPS’ler gida
endistrisinde kivam artirici, pithti azaltict olarak kullanilmaktadir ve tip
biyokimya alaninda ise tiimdér olusumunu engelleyici, bagisiklik sistemini
destekleyici, makrofaj ve lenfosit aktive edici, kan kolesteroliinii diistiriicii

Ozellikleri de bulunmaktadir (Karaca ve Ark. 2010, Lin ve Chien 2007).

Bu tez calismasinda, siitten, etten, pastirmadan ve agiz florasindan izole
edilen laktik asit bakterilerinden elde edilen EPS insan kolon kanserli hiicre hatt
olan, Caco-2 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi ve Caco-2 kanserli hiicre
hattinda musin glikoproteinini eksprese eden gen olan, MUCS5AC gen ekspresyon
seviyesindeki etkisi arastirllmistir. Sonuglarimiz laktik asit bakterilerinin farkli

suslarinin farkl sitotoksik etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur.

Caco-2 hiicrelerinin, pastirmadan izole edilen Lactobacillus plantarum 157
ve 9, Siitten izole edilen Enterococus faecium, Etten izole edilen, Lactobacillus
reuteri, Agiz florasindan izole edilen Lactobacillus plantarum 13L1A’dan elde
edilen EPS’ler ile yiiksek hiicre sayisinda 24 saat’lik, diisiik hiicre sayisinda 24 ve
48 saatlik maruziyet sonucunda sitotoksik etkisi bulunmamaktadir. Hiicre
canliliginda doza bagli olarak azalis beklenirken artis gbézlemlenmistir. Yiiksek

konsantrasyona ¢ikilmistir ve yine hiicre canlilifinda azalis gézlemlenmemistir.
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Agiz florasindan izole edilen Lactobacillus plantarum 4L2’den elde edilen
EPS’in, 5x10°% hiicre sayisina sahip Caco-2 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi 24
ve 48 saat olmak tizere iki ayr1 zaman diliminde Ol¢iilmistiir. 24 saatlik maruziyet
sonucunda hiicre canliliginda azalis meydana gelmemis, fakat 48 saatlik

maruziyet sonucunda hiicre canlilifinda doza bagli olarak diisiis gdzlemlenmistir.

Kefirden izole edilen EPS’in, 5x10° hiicre sayisina sahip Caco-2 hiicreleri
tizerine sitotoksik etkisi 24 ve 48 saat EPS ile muamele edilmistir. 24 saatlik
deney sonucunda hiicre canliliginda azalis gozlemlenmemistir fakat 48 saatlik

deney sonucunda hiicre canliliginda doza bagli olarak diislis gézlemlenmistir.

Siitten izole edilen Enterococcus faecium D-36 ‘dan elde edilen EPS’nin
Caco-2 hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi, yiiksek hiicre sayisi (2X104,3X104)
belirlenip, 24 saat EPS ile muamele edilmistir ve diisiikk hiicre sayisi belirlenip
(5x10°) 24 ve 48 saat EPS ile muamele edilmistir. 24 saat maruziyet sonucunda
yiiksek hiicre canliliginda doza baglh olarak diisiis gézlemlenmemistir. Fakat, 24
saat ve 48 saat maruziyet sonucunda hiicre canliliginda azalis gézlemlenmektedir.
Ozellikle 48 saatlik deney sonucuna bakildiginda doza bagl olarak azalis

meydana gelmistir ve en son dozda % 60’a varan bir azalis gozlemlenmektedir.

Siitten izole edilen Enterococcus faecium D-36 ‘dan elde edilen EPS’nin
Caco-2 hiicreleri tizerine yapilan sitotoksisite ¢alismalart sonucunda etkili doz
belirlenip Caco-2 hiicre hattinda musin ekspresyonundan sorumlu ve Caco-2
hiicre hattinda yiiksek eksprese edilen MUCSAC gen ekspresyonunun seviyesine
bakabilmek igin Caco-2 hiicre hattina uygulanmis ve gen ekspresyon seviyesi real
time PCR ile degerlendirilmistir. Yapilan deney sonucunda MUCS5AC gen
ekspresyonu seviyesinde, kontrol grubuna gore doza bagli olarak azalig

gbzlemlenmistir.

Etten izole edilen L. reuteri’den elde edilen EPS’nin uygulama sonucunda
hiicre canliliginda azalis yerine artig gozlemlenmesi, etten zengin gida tiiketiminin
kolon kanseri riskini artirabilegini diisiindiirmekte ve kolon kanseri ve diyet

iligkisinin 6nemi vurgulamaktadir.
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Agiz florasindan izole edilen Lactobacillus plantarum 4L2 ve Kefir’den
elden edilen EPS, 5x10° hiicre sayisina sahip Caco-2 hiicreleri iizerinde 48 saatlik
maruziyet sonucunda hiicre canliliginda azalis gozlemlenmistir Bu sonuglardan
yola ¢ikarak, bu maddeleri igeren gidalar iiretilip piyasaya siiriilebilir ve insan
metabolizmasinda 48 saat boyunca duramayacagi i¢in giinliik tiiketilip gida
takviyesi olarak kullanilabilecegi ve kolon kanseri riskini azaltabilecegi

distintiilmektedir.

Enterococcus faecium D-36°dan elde edilen EPS’nin yiiksek hiicre
sayisinda etkili olmadigr fakat diisik hiicre sayisinda etkili oldugu
gozlemlenmistir. Bu bize erken teshisin 6nemini hatirlatmaktadir. Ciinkii kolon
kanseri, tek bir hiicreden olusup tiimorlii kitle olusumu yapabilme 6zelligine
sahiptir (O’Connell ve Ark 2004, Roig ve Ark 2009). Cikan sonuglar
dogrultusunda Enterococcus faecium D-36°dan elde edilen EPS, kanserin
ozellikle kolon kanserinin erken safhalarinda kanserden koruyucu ve tedavi edici

olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Kolon kanserinde degisen bircok protein ekspresyonu gibi musin
glikoproteininin ~ ekspresyonu ve glikolizasyonunda degisiklik meydana
gelmektedir. Kolon kanserinde degisen musin glikolizsayonu hiicrelere invazif
ozellik kazandirmakta yani kan damarina dogru egilim gostermekte ve metastaz
yapabilme 6zelligi kazandirmaktadir (Varki 2009, Li ve Ark. 2010, Kufe 2009).
Musin gen ekspresyonu seviyesi artikca musin proteini artmakta ve bu musin

proteini yanlis glikolize olmaya devem etmektedir. (Li ve Ark. 2010).

Caco-2 hiicre hattinda musin ekspresyonundan sorumlu gen musin gen
ailesinden MUCS5AC genidir ve Caco-2 hiicre hattinda ekspresyonu oldukca
yiiksektir (Bu ve Ark. 2011). Calismamizda Enterococcus faecium D-36’dan elde
edilen EPS’nin MUCS5AC gen ekspresyonu seviyesine etkisine bakildiginda
kontrole gore doza bagli olarak azalis gozlemlenmistir. Bu bize, kullanilan
maddenin kolon kanserli hiicrelerde musin ekspresyonunu azaltic1 6zellige sahip
olmasi nedeniyle kanserli hiicrenin invazyon yetenegini azaltacagi dolayisiyla

metastaz yeteneginin azaltabilecegini diisiindiirmektedir.
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Kanserli hastalarda dogal iirlinlerle beslenmeye taleb oldukga yiiksektir.
Probiyotik gidalarda dogal liriinler arasinda yer almaktadirlar. Fakat, probiyotik
gidalarin  dezavantaji mikroorganizma igermeleridir. Kanser tedavisi goren
hastalarin aldiklar1 kemoterapi ve radyoterapiler bagisiklik sistemlerini
zayiflatmaktadir. Bu yiizden probiyotikler gibi mikroorganizma igeren gidalar
kanser tedavisi goren hastalar icin tehlike arz etmekte olup, kanser tedavisi goren
hastalarin bu tarz gidalarla beslenmeleri sakincali bulunmaktadir. Bizim elde
ettigimiz EPS (D-36) saf olarak gidalarin igine konularak (6rnegin EPS igeren
yogurt tiretimi gibi) gida haline doniistiiriilebilirse, bu tarz gidalarin tiiketiminin
saglikli bireylerde koruyucu 6zelliginin yani sira kemoterapi ve radyoterapi goren
hastalarda gida takviyesi olarak kullanildiginda, tedavi edici 6zellikte oldugu

diisiiniildiiglinden dolay1 tedaviye destek verecegi diistintilmektedir.

Kanserle savasta erken teshis ¢ok 6nemli bir durumdur. Erken ve dogru
tanida bize yol gosterebilecek araglardan biri de tiimor markerlaridir. Kolon
kanserinde artan musin ekspresyonu tiimor markeri olarak kullanilabilmektedir.
Ornegin, MUC-1: CA 27-29 ve CA 15-3 6l¢iimleri ile degerlendirilen miisinoid
antijendir. Caco-2 hiicre hattinda MUCS5AC gen ekspresyonunun yiiksek oldugu
bilinmektedir (Bu ve Ark 2011). Bu tez galismasi sonucunda, Caco-2 hiicrelerine
uygulanan EPS (D-36)’nin, MUC5AC gen ekspresyon seviyesinde azalis oldugu
saptanmistir. Bu durum artan musin ekpresyonlarmin tiimér marker: olarak
kullaniliginin yani sira tedavi asamasinda tedavinin basarili olup olmadiginin

anlasilmasinda da faydali olabilecegini diisindiirmektedir.

Calismamizda elde edilen EPS (D-36)’nin koruyucu ve baslangi¢
asamasinda kolon kanserini tedavi edici Ozelliginin varligi ve musin
ekspresyonunu azaltict 6zelliginin olusu ile tiimor marker1 olarak kullanilabilecegi

diistincesinin in vivo ¢alismalar ile desteklenmesi gerekmektedir.

52



@ ANADOLU UNIVERSITESI

KAYNAKLAR
Akay T., Genel Histoloji, Palme Yayincilik Sekizinci Baski 2010 syf 27-29

Alp G., Aslim B., Relationship between the resistance to bile salts and low pH
with exopolysaccharide (EPS) production of Bifidobacterium spp. Isolated
from infants feces andbreastmilk, Anaerobe, 16 (2010) 101-105

Andrianifahanana M., Moniaux N., Batra K.S., Regulation of mucin expression:
Mechanistic aspects and implications forcancer and inflammatory diseases,
Biochimica et Biophysica Acta 1765 (2006) 189-222

Arenz A., Stojicic N., Lau P., Hellweg C.E., Baumstark-Khan C.,Suitability of
commonly used housekeeping genes in gene expression studies for space
radiation research, Advances in Space Research 39 (2007) 1050-1055

Badel S., Bernardi T., Michaud P., New perspectives for Lactobacilli
exopolysaccharides, Biotechnology Advances, 29 (2011) 54-66

Boehm C.D.,Use of Polymerase Chain Reaction for Diagnosis of Inherited
Disorders, Clinical Chemistry, Vol.35, No.9, 1989 1843

Bu X.D.,Li N., Tian X.O., Huang P.L., Caco-2 and LS174T cell lines provide
different models for studying mucin expression in colon cancer, Tissue and
Cell, 43 (2011) 201-206

Bustin S.A.,Mueller R.,Real-time reverse transcription PCR and thedetection of
occult disease in colorectal cancer, Molecular Aspects of Medicine, 27
(2006) 192223

Cacherill FR, Uhl JR. Aplications and challenges of Real- Time PCR for the
Clinical Microbiology Laboratory. In: Reischl U, Wittwer C, Cockerill FR,
eds. Rapid Cycle Real-Time PCR. Methods and Applications. 1st ed.
Germany: Heidelberg; 2001. p.11.

53



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Choi S., Kim Y., Han K.S,, You S., Oh S., Kim S.H., Effects of Lactobacillus
strains on cancer cell proliferation and oxidative stres in vitro,Lett Appl
Microbiol,(2005) 42(5) 89-94

Costerton JW, Leweandowski Z, Caldwell DE, Korber DR, Lappin-Scott HM.
1995. Microbial biofillms. Annual Rev. of Microbiol, 49, 711-745.

Davila J.C.,Rodriguez R.J., Melchert R.B., Acosta D. Jr., Predictive value of in
vitro model systems in toxicology. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 1998;
38: 63-96.

Demir M. S., Cesitli Makrofunguslara Ait Fruktifikasyon, Vejetatif Misel ve
Ekzopolisakkaritlerin = Antimikrobiyal ~Aktiviteleri Uzerine Caligmalar
Yiiksek Lisans Tezi (Temmuz 2007) Biyoloji Anabilim Dali Osmangazi

Universitesi, Eskisehir

Eckert K.A.,Kunkel T.A., DNA Polymerase Fidelity and the Polymerase Chain
Reaction, Genome Res. 1991 1: 17-24

Fent, K., Fish cell lines as versatile tools in ecotoxicology: assessment of
cytotoxicity, cytochrome P4501A induction potential and estrogenic activity
of chemicals and environmental samples, Toxicology in Vitro, 2001; 15:
477-488.

Fotakis G., Timbrell, J.A., In vitro cytotoxicity assays: Comparison of LDH,
neutral red, MTT and protein assay in hepatoma cell lines following

exposure to cadmium chloride, Toxicology Letters, 2006; 160:171-177.

Frattini M, Balestra D, Suardi S, Oggionni M, Alberici P, Radice P, et al.
Different genetic features associated with colon and rectal carcinogenesis.
Clin Cancer Res 2004;10(12):4015- 21.

Gad, S.C.,Invitro toxicology, Second Edition, Taylor & Francis, New York, 2000.

54



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Gorska S., Jachymek W., Rybka J, Strus M., Heczko B. P., Gamian A., Structural
and immunochemical studies of neutral exopolysaccharide produced by
Lactobacillus johnsonii 142, Carbohydrate Research, 345 (2010) 108-114

Gut M, Leutenegger CM, Huder JB, Pedersen NC, Lutz H. One-tube fluorogenic
reverse transcription-polymerase chain reaction for the quantitation of feline
coronaviruses. J Virol Methods 1999;77:37-46.

Giinel T., Gen Anlatimmin Kantitatif Analizi “Real-Time PCR” Turkiye
Klinikleri J Med Sci 2007, 27

Hayeshi R. , Hilgendorf C. Artursson P., Augustijns P., Brodin D., Dehertogh P.,
Fisher K., Fossati L, Hovenkamp E. , Korjamo T., Masungi C., Maubon N.,
Mols R., Miillertz A., Monkkoénen J.,0’Driscoll C., Oppers-Tiemissen
H.M., Ragnarsson E.G.E., Rooseboom M., Ungell A. L., Comparison of
drug transporter gene expression andfunctionality in Caco-2 cells from 10
different laboratories, european journal of pharmaceutical sciences, 35
(2008) 383-396

Heravi R.E.,Hadizadeh F., Sankian F., Afshari J.T., Taghdisi S.M., Jafarian H.,
Behravan J., Novel selective Cox-2 inhibitors induce apoptosis in Caco-2
colorectal carcinoma cell line, European Journal of Pharmaceutical Sciences
2011 d0i:10.1016/j.ejps.2011.09.005

Ho S.B.,Niehans G.A., Lyftogt C., Van P.S., Cherwitz D.L., Gum E.T., Dahiya
R., Kim Y.S., Heterogeneity of Mucin Gene Expression in Normal and
Neoplastic Tissuesl, Cancer Research, 53.641 -651, February 1. 1993

Horinaka M, Yoshida T., KishiA.,Akatani K, Yasuda T., Kouhara J.,Wakada M.,
Sakai T., Lactobacillus strains induce TRAIL production and facilitate
natural killer activity against cancer cells,FEBS Letters, 584 (2010) 577—
582

Huanga T., Linb J., Caoa J., Zhanga P., Baia Y., Chena G., Chena K., An

exopolysaccharide from Trichoderma pseudokoningii and its apoptotic

55



@ ANADOLU UNIVERSITESI

activity on human leukemia K562 cells, Carbohydrate Polymers 89 (2012)
701-708

Jonckheere N., Van Seuningen 1., The membrane-bound mucins: From cell
signalling to transcriptional regulation and expression in epithelial cancers,
Biochimie 92 (2010) 1-11

Karaca H., Dinger E.,, Kivang¢ M., Metabolik Miihendisliginde Laktik Asit
Bakterileri, Akademik Gida 8 (1) (2010) 32-38 Derleme Makale / Review
Paper

Karagal1 S.,Izzetoglu S., Deveci R., “Genel Kanser Biyolojisi- Béliim 4: Kanserde

Glikozilasyon Degisiklikleri” Tiirk¢e, Birinci Baski, 2011

Kim Y, Oh S., Kim S. H., Released exopolysaccharide (r-EPS) produced from
probiotic bacteria reduce biofilm formation of enterohemorrhagic
Escherichia coli 0157:H7 , Biochemical and Biophysical Research
Communications, 379 (2009) 324-329

Kim Y., Oh S., Yun H.S., Kim S.H., Cell-bound exopolysaccharide from
probiotic bacteria induces autophagic cell death of tumour cells, Letters in
Applied Microbiology, ISSN 0266-8254 (2010)

Kubista M, Andrade JM, Bengtsson M, Forootan A, Jonak J, Lind K, et al. The
real-time polymerase chain reactionn Mol Aspects Med 2006;27:95-125.

Kufe D.W.,Mucins in cancer: function, prognosis and therapy, Nat Rev Cancer.
2009 December ; 9(12): 874-885. d0i:10.1038/nrc2761.

Kumar V, Robbins S, Cotran R (Ceviri: U. Cevikbas ). Temel Patoloji. Istanbul:
Nobel Tip Kitabevleri; 2000:505-514.

Lacy A.M.,Garcia-Valdecasas J.C., Delgado S., Castells A., Taura P., Piqué
J.M.,Visa J., Laparoscopy-assisted colectomy versus open colectomy for
treatment of non-metastatic colon cancer: a randomised trial, The Lancet
Volume 359, Issue 9325, 29 June 2002, Pages 22242229

56


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0140673602092905
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0140673602092905
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0140673602092905
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0140673602092905
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0140673602092905
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0140673602092905
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0140673602092905
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01406736/359/9325

@) ANADOLU UNIVERSITESI

Li M., Song L., Qin X., Glycan changes: cancer metastasis and anti-cancer
vaccines, J. Biosci. 35665-673, 2010

Lin T.Y.,Chien M-F., Exopolysaccharides production as affected by lactic acid
bacteria and fermentation time, Food Chemistry 100 (2007) 1419-1423

Liu C, Lu J., Lu L., Liu Y., Wang F., Xiao M., Isolation, Structural
characterization and immunological activity of an exopolysaccharide
produced by Bacillus licheniformis 8-37-0-1, Bioresource Technology, 101
(2010) 5528-5533

Liu C-T., Chu F-L., Chou C-C., Yu R-C., Antiproliferative and anticytotoxic
effects of cell fraction and exopolysaccharides from Lactobacillus casei 01,
Mutation Research, 721(2011) 157-162

Ljungh A.,Wadstrém T., Lactic acid bacteria as probiotics, Curr Issues Intest

Microbiol, (2006) 7(2) 73-90

Lodish, Berk, Kaiser, Krieger, Scott, Bretscher, Ploegh, Matsudaira, Molekiiler
Hiicre Biyolojisi Altinc1 Baskidan Ceviri Palme Yaymcilik 2011 Syf 1111-
1118

Matou S., Colliec-Jouaultb S., Galy-Faurouxa I., Ratiskolb J., Sinquinb C.,
Guezennecb J., Fischera A. M., Helleya D., Effect of an oversulfated
exopolysaccharide on angiogenesis induced by fibroblast growth factor-2 or
vascular endothelial growth factor in vitro ,Biochemical Pharmacology, 69
(2005) 751-759

Mcintosh G.H., Le Leu R.K., The influence of dietary proteins on colon cancer
risk, Nutrition Research 21 (2001) 10531066

Meulen R.V.,Grosu-Tudor S., Mozzi F., Vaningelgem F., Zamfir M., Valdez G.F.,
Vuyst L., Screening of lactic acid isolates from dairy and cereal products for
exopolysaccharide production and genes involved, International Journal of
Food Microbiology, 118 (2007) 250-258

57



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Midik F., Baz1 Laktik Asit Bakterilerinin Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimi

Yoniinden Incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi Ankara Universitesi 2011

Morse D.L.,Carroll D., Weberg L., Borgstrom M.C., Ranger-Moore J., Gillies
R.J.Determining suitable internal standards for mRNA quantification of
increasing cancer progression in human breast cells by real-time reverse
transcriptase polymerase chain reaction, Analytical Biochemistry 342
(2005) 69-77

Mossman, T., Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays, J. Immunological
Methods,1983; 65:55-63

Muroz R., Moreno-Arribas M. V., Rivas B., Lactic Acid Bacteria, Chapter 8
(2011) Molecular Wine Microbiology Doi: 10.1016/B978-0-12-375021-
1.10008-6

O’Connell J.B., Maggard M.A., Ko C.Y., Colon Cancer Survival Rates With the
New American Joint Committee on Cancer Sixth Edition Staging Journal of
the National Cancer Institute, VVol. 96, No. 19, October 6, 2004

Okvur P.S., “Genel Kanser Biyolojisi — Boliim 5 Metastaz ve Invazyonun

Biyolojik ve Genetik Temeli” Tiirkce, Birinci Baski, 2011

Ortega A., Gill A., Sanchez-Pozo A., Exogenous nucleosids modulate expression
and activity of transcription factors in Caco-2 cells ,Journal of Nutritional
Biochemistry, 22 (2011) 595-604

Orum H., PCR Clamping, Curr. Issues Mol. Biol. (2000) 2(1): 27-30

Paolillo R., Carratelli C. R., Sorrentino S,, Mazzola N., Rizzo A,
Immunomodulatory effects of Lactobacillus plantarum on human colon

cancer cells, International Immunopharmacology, 9 (2009) 1265-1271

58



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Piana C., Toegel S., Guell 1., Gerbes S., Viernstein H., Wirth M., Gabor
F.,Growth surface-induced gene and protein expression patterns in Caco-2
cells, Acta Biomaterialia, 4 (2008) 1819-1826

Rafter J., Lactic acid bacteria and cancer: Mechanistic perspective, British Journal
of Nutrition,(2002) 88(1) 89-94

Rafter J.,Probiotics and colon cancer, Best Practice & Research Clinical
Gastroenterology, Vol. 17, No. 5, pp. 849-859, 2003

Ringel J., Lohr M., The MUC gene family: Their role in diagnosis and early
detection ofpancreatic cancer, Molecular Cancer, 2003, 2:9

Roig A.l, Wright W.E., Shay J.W., Is Telomerase a Novel Target for Metastatic
Colon Cancer? Current Colorectal Cancer Reports 2009, 5:203-208

Ruiz-Ruiz C., Seivastava GK., Carranza D., Mata JA., Llamas I., Santamaria M.,
Quesada E., Molina 1J., An exopolysaccharide produced by the novel
halophilic bacterium Halomonas stenophilla strain B100 selectively induces
apoptosis in human T leukaemia cells, Appl Microbiol Biotechnol 2011
Jan;89(2):345-55. Epub 2010 oct 3.

Sanoa Y., Maedaa N., Kanzaki A., Fujiid T., Ochiaie A., Seiichi Takenoshitac,
Takebayashi Y., Angiogenesis in colon hyperplastic polyp, Cancer Letters,
218 (2005) 223-228

Seithel A., Karlsson J., Hilgendorf C., Bjorquist A., Ungell A.,Variability in
MRNA expression of ABC- and SLC-transporters in human intestinal cells:
Comparison between human segments and Caco-2 cells , european journal
of pharmaceutical sciences, 28 ( 2006) 291-299

SugitaniChimilovski J.., Habu S., Teixeira R.F.B., Thomaz-Soccol V., Noseda
M.D., Medeiros A.B.P., Pandey A., Soccol C.R., Antitumour Activity of
Grifola frondosa Exopolysaccharides Produced by Submerged Fermentation
Using Sugar Cane and Soy Molasses as Carbon Sources, Food Technol.
Biotechol., 49 (3) 359-363 (2011)

59



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Temizkan G., Yilmazer S., Oztirk M.,An1 S., Ertan H., Sarikaya A., Arda N.,
Molekiiler  Biyolojide  Kullanilan Yontemler, 101-112, Nobel Tip
Kitapevleri, 2004

Tok E., Aslim B., Probiyotik olarak kullanilan bazi laktik asit bakterilerinin
kolestrol asimilasyonu ve safra tuzlar1 dekonjugasyonundaki rolleri, Tiirk

Mikrobiyoloji Cem Derg (2007) 37 (1) : 62-68

Toomey D.P., Murphy J.F., Conlon K.C., Cox-2, VEGF And Tumour
Angiogenesis, Review, Surgeon, 1 June 2009, pp. 174-80

Vandenhaute B., Buisine M.P., Debailleul V., Clement B., Moniaux N., Dieu M-
C.,, Degand P., Porchet N.,Aubert J-P Mucin gene expression in biliary
epithelial cells Journal of Hepatology 1991; 21: 1057 1066 Printed in

Denmark . AN rights reservedMunksgaard . Copenhagen

Varki A., Kannagi R., Toole B.P., Chapter 44 Glycosylation Changes in Cancer,
Essentials of Glycobiology. 2nd edition., Cold Spring Harbor Press 2009

Wang Y., Ahmed Z., Feng W., Li C., Song S., Physicochemical properties of
exopolysaccharide produced by Lactobacilluskefiranofaciens ZW3 isolated
from Tibet kefir, International Journal of Biological Macromolecules, 43
(2008) 283-288

Welman A.D.,Maddox I.S., Exopolysaccharides from lactic acid bacteria:
Perspectives and challenges, Trends in Biotechnology, Vol.21 No.6 June
2003

Wu F., Lukinus A., Bergstrom M., Eriksson B., Watnabe, Langstrom Y.B.,
Mechanism behind the Antitumour Effect of 6- diazo—5-oxo- L-norluicine
(DON) : Distruption of Mitochondria, Pergamon, 1999; 35(7):1155-1161.

Xu R., Shang N., Li P., In vitro and in vivo antioxidant activity of
exopolysaccharide fractions from Bifidobacterium animalis RH, Anaerobe
17 (2011) 226-231

60



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Yang J.,, Zhang W., Shi P., Chen J, Han X. Wang Y. Effects of
exopolysaccharide fraction (EPSF) from a cultivated Cordyceps sinensis
fungus on c-Myc, c-Fos, and VEGF expression in B16 melanoma-bearing
mice Pathology — Research and Practice 201 (2005) 745750

Zhao L., Chen Y., Ren S., Han Y., Cheng H., Studies on the chemical structure
and antitumor activity of an exopolysaccharide from Rhizobium sp. N613,
Carbohydrate Research, 345 (2010) 637—643.

Zottola EA, Sasahara KC. 1994. Microbial biofilms in the food processing
industry- Should they be a concern? Int J of Food Microbiol, 23, 125-148.

Internet Kaynaklar

Internet 1: http://en.wikipedia.org/wiki/18S ribosomal RNA

61


http://en.wikipedia.org/wiki/18S_ribosomal_RNA

	Kapak ve Enst Onayı
	içindekiler tez 4
	Burcugül_ ALTUĞ_ TEZ 2

