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OZET

Yiiksek Lisans

PROBIYOTIK MENSEILI EKZOPOLISAKKARITLERIN RESVERATROL VE
KURKUMIN ILE KOMBINASYONLARININ OLASI
GENOTOKSIK/ANTIGENOTOKSIK ETKILERININ in vitro ARASTIRILMASI
Elif Pinar GUNDUZ

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoteknoloji Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Metin GULDAS
2. Damisman: Prof. Dr. Serap CELIKLER KASIMOGULLARI

Kanser; heniiz kesin tedavisi kesfedilememis, mortalite oranlar1 yliksek ve prognozu agir
hastaliklarda ilk siralarda yer almaktadir. Bu nedenle basta tip, molekiiler biyoloji ve
genetik, biyoteknoloji gibi bilim alanlarinin iizerinde en ¢ok calistig1 konulardan biri
olmustur. Meme kanseri de ozellikle kadinlarda hem prevalanst hem de mortalite
oranlarinin yiliksek olmasi nedeniyle bilimsel ¢alismalari iizerinde yogunlagtirmaktadir.
Kanserin tedavisinde uygulanan kemoterapi ve radyoterapi hem hayat kalitesini olumsuz
etkilemekte hem de saglikli hiicrelere zarar verme olasilig1 tagimaktadir. Bu sebeple
giincel kanser tedavisi yaklasimlarinda biyolojik canlilardan elde edilebilen ve sagliga
olumlu katkis1 bulunan dogal molekiiller ve kombinasyonlarinin arastirilmasi biiyiik
Olciide 6nem kazanmustir. Bu ¢alismada, Lactobacillus Acidophilus LA-5 sus kokenli
ekzopolisakkaritlerin (LA-5 EPS), resveratrol ve kurkumin ile kombinasyonlarinin MCF-
7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindaki etkileri sitotoksisite ve genotoksisite agisindan
incelenmistir. Calisma bulgularina gore her iki hiicre hattinda da tek tek uygulamalarina
kiyasla en fazla antiproliferatif etki EPS, kurkumin ve resveratroliin ii¢lii kombinasyon
uygulamasi sonucunda gozlemlenmistir fakat hesaplamalar sonucunda iiglii kombinasyon
da dahil diger tiim kombinasyonlarin antagonistik etki potansiyeli tagidig1 goriilmiistiir
(CI>1). Bunun yan1 sira LA-5 EPS’nin DNA hasar1 olusturma potansiyelinin MDA-MB-
231 hiicre hattinda da resveratrol ve kurkumin ile {i¢lii kombinasyonlarina gére daha
yiiksek oldugu (p<0,001), MCF-7 hiicre hattinda ise EPS’nin tek bagina uygulanmasi ile
iclii kombinasyon uygulamalarinin arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1
gbzlemlenmigtir. MDA-MB-231 hiicrelerinde EPS’nin olusturdugu hasarli hiicre orani
MCF-7 hiicrelerine kiyasla benzer iken genetik hasar indeksi MDA-MB-231 hiicrelerinde
daha diistiktiir. LA-5 EPS’nin meme kanseri ve saglikli meme hiicreleri iizerindeki
etkilerinin ileride yapilabilecek mekanistik ¢alismalarla aydinlatilmasi ile, meme kanseri
tedavisi i¢in destekleyici ajan gelistirmede dnemli rol oynayabilecegi diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ekzopolisakkarit, Meme kanseri, Resveratrol, Kurkumin, DNA
Hasari

2026, xvii + 88 sayfa.
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ABSTRACT

MSc Thesis

In vitro INVESTIGATION OF THE POTENTIAL GENOTOXIC/ANTIGENOTOXIC
EFFECTS OF PROBIOTIC-DERIVED EXOPOLYSACCHARIDES IN
COMBINATION WITH RESVERATROL AND CURCUMIN
Elif Pinar GUNDUZ

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Metin GULDAS
Co-supervisor: Prof. Dr. Serap CELIKLER KASIMOGULLARI

Cancer is among the leading diseases with high mortality rates, poor prognosis, and no
definitive cure. Therefore, it has become one of the most extensively studied subjects in
medicine, molecular biology, genetics, and biotechnology. Breast cancer, in particular,
attracts considerable scientific attention due to its high prevalence and mortality rates
among women. Conventional cancer treatments such as chemotherapy and radiotherapy
may negatively affect quality of life and damage healthy cells. Consequently, natural
bioactive compounds and their combinations have gained importance as potential
supportive therapeutic agents.

In this study, the effects of exopolysaccharides derived from the Lactobacillus
acidophilus LA-5 strain (LA-5 EPS), alone and in combination with resveratrol and
curcumin, were investigated in MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines in
terms of cytotoxicity and genotoxicity. The results demonstrated that the triple
combination of EPS, curcumin, and resveratrol exhibited the strongest antiproliferative
effect in both cell lines compared to individual treatments. However, combination index
analyses indicated that all combinations, including the triple combination, showed
antagonistic potential (CI > 1). Furthermore, in MDA-MB-231 cells, LA-5 EPS alone
induced significantly higher DNA damage than the triple combination (p < 0.001),
whereas no statistically significant difference was observed in MCF-7 cells. Future
mechanistic studies may clarify the effects of LA-5 EPS on breast cancer and healthy
breast cells and support its potential use as a complementary therapeutic agent in breast
cancer treatment.

Key words: Exopolysaccharide, Breast cancer, Resveratrol, Curcumin, DNA damage

2026, xvii + 88 pages.
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SEKILLER DiZiNi

Normal hiicre ile kanserde hiicre olusumu ve yasam
dongiileri

Kanserin ayirt edici 6zellikleri

Giincel kanser tedavi stratejileri

Diinya’da tiim cinsiyetlerde insidansi en yiiksek kanser
tiirleri

Diinya’da sadece kadinlarda insidans1 en yiiksek kanser
tiirleri

Meme kanserinin temel molekiiler siniflandirmasi

En sik kullanilan ekzopolisakkaritler ve kimyasal yapilar
Ekzopolisakkaritlerin sentezinde yer alan biyosentetik yollar
Laktik asit bakterilerinden elde edilen ekzopolisakkaritlerin
antikanserojenik etkileri

Kanser ile miicadelede resveratroliin etkin oldugu bilinen
mekanizmalar

Kurkuminin antikanser etki mekanizmalari

Komet testi sonucu gorsel genetik hasar siniflamasi
Lactobacillus acidophilus LA-5 susundan elde edilen
liyofilize EPS

Lactobacillus acidophilus LA-5 susundan elde edilen
ekzopolisakkarit 6rnegine ait FTIR analizi sonucu
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1. GIRIS

Glinlimiizde, tedavisi ve Onlenmesi iizerinde en ¢ok calisma yapilan hastaliklardan biri
kanser hastaligidir. Diinya Saghk Orgiitii’niin tamimma gére kanser, viicudun hemen
hemen her organinda veya dokusunda anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
biiylimesi, normal sinirlarinin 6tesine gegerek viicudun diger kisimlarini istila etmesi
ve/veya diger organlara yayilmasiyla baslayabilen genis bir hastalik grubudur. Bu
yayilma silirecine metastaz denir ve kanserden kaynaklanan 6liimlerin baglica nedenidir
(Global Cancer Observatory [GLOBOCAN], 2022). Baska bir tanimla kanser, dogal
secilim yoluyla evrime tabi olan, donlismiis hiicrelerin kontrolsiiz c¢ogalmasiyla
karakterize bir hastaliktir (Brown ve digerleri, 2023). Molekiiler biyoloji alanindaki kesif
ve calismalarin ilerlemesiyle birlikte, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasina,
farklilagma yeteneklerini kaybetmelerine ve normal dokularda kolay bir sekilde
invazyonuna yol agan bir dizi siiriici mutasyona maruz kaldigi anlasilmistir (Rane ve
digerleri, 2023). Bu c¢ercevede kanser, genlerin bir hastalig1 olarak
kavramsallastirilmistir. Bu yaklagimda mutasyonlar biiyiik dl¢iide standart tetikleyici

olarak goriilmektedir. (Brown ve digerleri, 2023).

Kanserin erken teshisi, uygun biyobelirteclerin test edilmesi, patolojik incelemelerin
detaylandirilmas1 gibi unsurlar hastaligin hem prognozu hem de tedavi protokol ve
iceriklerinin belirlenmesinde 6nemli kriterlerdir. Geleneksel tedavi yontemleri cerrahi
miidahaleler, kemoterapi ve radyoterapi uygulamalaridir ancak; kanserin geleneksel
tedavi yontemlerinde hayat kalitesi de olumsuz etkilenmektedir ve saglikli hiicreler de bu
tedaviler sonucunda zarar gorebilmektedir. Bu sebeple giincel tedavi yaklagimlarinda
geleneksel uygulamalardan bagimsiz ya da kombine halde immiinoterapi, kok hiicre
tedavisi uygulamalar1 da artis egilimi gostermektedir. Sagliga zararli olmadig1 bilinen
dogal molekiillerin ve bunlarin kombinasyonlarinin antikanser etkilerinin kesfi de bu
noktada 6nem kazanmis ve son dénem kanser arastirmalarinin birgoguna konu olmustur.
Bu aragtirmalar icinde en yeni kesiflerden biri de probiyotik 6zellikteki bakterilerin
postbiyotik adi verilen metabolitlerinden olan ekzopolisakkaritlerin anti-kanser etki

potansiyelidir.



Ekzopolisakkaritler mikroorganizmalarin yasamlar1 boyunca iiretip dis ortama
salgiladiklar1 yahut biinyelerinde barindirdiklar1 ayni tiir ve/veya farkli tiirlerde ¢ok
say1da sakkarit yapidaki molekiillerin bir araya gelerek olusturdugu yapilardir. Kozmetik,
ila¢c ve gida sanayii basta olmak iizere bir¢ok endiistriyel alanda fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinden faydalanilan ekzopolisakkaritlerin son yillarda saglik {izerindeki olumlu
etkilerine dair caligmalar dikkat ¢ekmistir. Ozellikle probiyotik bakterilerin iirettigi
ekzopolisakkaritler, saglik iizerindeki olumlu etkilerinin yani sira in vitro ve in vivo
caligmalarda gézlemlenen dolayli ya da direkt antikanser etkileri ile dikkat ¢cekmekte ve
yeni nesil kanser tedavilerinde potansiyel yardimeir ajan olarak nitelendirilmektedirler.
Ne varki, probiyotik bakteri kdkenli ekzopolisakkaritlerin kansere kars1 koruyucu etkileri
ve sagliklt hiicreler lizerindeki olumlu etkileri caligmalarla incelense de, kanser hiicreleri
tizerindeki genotoksik/antigenotoksik etkileri iizerine yapilan ¢alisma sayis1 oldukca
azdir. Ote yandan, diger antikanser etkisi oldugu bilinen dogal molekiillerle kombine
etkisinin kanser hiicreleri iizerinde ne yonde olacagma dair bilgiler de kisithdir. Bu
kapsamda, probiyotik bakteri kokenli ekzopolisakkaritlerin saglikli hiicrelerin yan1 sira
kanserli hiicreler lizerindeki tek basina ve diger antikanser etkili dogal molekiiller ile
kombinasyonlarinin sitotoksisite ve genotoksisite agisindan etkilerinin incelenmesi,
meme kanseri tedavisinde yeni yardimci terapdtik ajan arayislarina 1g1k tutmak agisindan

oldukca 6nemlidir.

Tiim bu bilgiler dogrultusunda probiyotik 6zellikteki L. acidophilus LA-5 susundan elde
edilen ekzopolisakkaritin (LA-5 EPS) hem tek bagina hem de resveratrol ve kurkumin ile
kombinasyonlarinin meme kanseri hiicre hatlar1t MCF-7 ve MDA-MB-231 {izerindeki
etkilerinin sitotoksisite ve genotoksisite agisindan incelenmesi amaglanmistir. LA-5
EPS’nin kimyasal yapilari FTIR yontemi ve HPLC yontemleri kullanilarak analiz edilmis
olup; sitotoksik aktivitenin belirlenmesinde Sulforodamin-B (SRB) testi ve olasi
genotoksik/antigenotoksik aktivitenin belirlenmesinde Komet analiz yOntemleri
kullanilmistir. Elde edilen veriler, LA-5 EPS’nin resveratrol ve kurkumin ile
kombinasyonlarinin antiproliferatif etkileri bakimindan ileri ¢aligmalarla incelenmesinin
meme kanseri tedavisi i¢in klasik yontemlere alternatif/destekleyici dogal molekiil

arayisinda yol gosterici olabilecegini ve LA-5 EPS’nin bu hiicre hatlar1 tizerinde



olusturdugu DNA hasar1 etkisinin saglikli hiicre hatlarinda da degerlendirilmesi ile

birlikte genotoksisite ¢alismalarina daha fazla 151k tutabilecegi sonucuna varilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kanserin Tanimlanmasi ve Tedavi Yollar:
2.1.1. Temel kanser olusum mekanizmasi

Hiicresel DNA’daki kodlanmis bilginin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan kanser genetik bir
hastaliktir ve bu durum anormal gen ekspresyonu Oriintiilerine yol agabilmektedir. Bu
durumun sonucunda, biiyiime, hayatta kalma ve hareketlilik, hiicre tipine 6zgii islevler
gibi normal hiicresel aktiviteleri kontrol eden genlerin etkileri artarken diger yandan bu
etkileri baskilayan genlerin etkileri azalir (Nenclares ve Harrington, 2019). intrinsik veya
ekstrinsik faktorlerle DNA molekiiliinde olusan hasarlar sonucunda normal hiicrelerde
DNA tamir mekanizmalar1 ya da apoptoz gibi dogal hiicresel siiregler olusur. Fakat
kanserli hiicrelerde bu dogal siirecler bozulur ve anormal hiicre boliinmesi baglar. Bu
hiicreler ¢ogalarak progresyon ad1 verilen hizla ¢ogalma siirecine girer, anjiyogenez ile
damarl yapilar olusur, metastatik 6zellik kazanmis bu hiicreler invazyon siirecinde kan
dolagimina gecer ve bu sekilde kdken aldigi dokudan ¢ikip diger organlara ulasarak
metastazi gerceklestirir. Sekil 2.1°de normal hiicrelerin olusumu ve yasam dongiisii ile
kanser hiicrelerinin olusum ve yasam dongiisii gosterilmektedir. Normal hiicrelerde
ekstrinsik veya intrinsik faktorler nedeniyle olusan DNA hasarlari, DNA tamir
mekanizmalar ile diizeltilerek hiicrenin normal sekilde yasam siirmesi saglanir; yahut
hiicre apoptoza girer ve canliligini yitirir. Kanserli hiicre olusumunda ise tamir
mekanizmlar1 ya da apoptoz devre dist kalir ardindan hasarli DNA’ya sahip hiicre

sirastyla progresyon, anjiyogenez, invazyon ve metastaz siireglerine girer (Mahmoud ve

Abdelrazek, 2019).
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Sekil 2.1. Normal hiicre ile kanserde hiicre olusumu ve yagam dongiileri (Mahmoud ve
Abdelrazek, 2019 ¢evirisi)

Hiicresel DNA’da olusan degisikliklerin temel mekanizmas1 mutasyonlarin birikimidir;
ancak mutasyon disinda epigenetik mekanizmalardan olan DNA metilasyonu gibi bazi
stireclerin de bu degisikliklerde merkezi bir rol oynadig1 kabul gormektedir. Anormal gen
ekspresyonu, kanser hiicreleri i¢inde biyolojik siireclerde koklii degisikliklere neden olur
ve bunlar kanserin karakteristik ayirt edici Ozelliklerini olustururlar (Nenclares ve

Harrington, 2019).

Inflamasyon ve genomik kararsizhigin kanser olusumunu miimkiin kilabileceginin
belirtilmesinin yan1 sira; asil kanserin ayirt edici 6zellikleri giincel olarak asagidaki gibi

siralanmigtir (Nenclares ve Harrington, 2019; Hanahan, 2022):



o Biiyiime faktorlerinden bagimsizlik veya kendi kendine biiylime

o Biiyiime karsit1 sinyallere duyarsizlik

e Programlanmis hiicre 6liimiine (apoptoza) girmeme

e Kendine ait bir kan damarlar1 ag1 olusturabilme (anjiyogenez)

e Telomerazin yeniden aktive edilmesiyle 6liimsiizlesme

e Komsu normal dokulara invazyon ve uzak bolgelere metastaz yapabilme
e Enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi

e Bagisiklik sistemi tarafindan yok edilememe

Son iki ozellik olan enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi ve bagisiklik
sistemi tarafindan yok edilememe, daha 6nce ayirt edici 6zellik olarak kabul edilmezken,
2011 yilindan bu yana ayirt edici 6zellikler arasina katilmistir. Sekil 2.2°de kanserin ayirt
edici sekiz 6zelligi ve kanser olusumunu miimkiin kilabilen iki 6zelligin yani sira ileride
de ayirt edici 6zellik olarak kabul edilmesi 6n goriilen dort 6zelligin yer aldig1 giincel

parametreler gosterilmektedir (Hanahan, 2022).
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Sekil 2.2. Kanserin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan, 2022)



Tim bu ozelliklere karsi gelistirilmis ve gelistirilmekte olan biyolojik, fiziksel ve
kimyasal giincel tedavi ajanlar1 ile tedavilere yardimci ajanlar, bilinen molekiiler yolaklar
araciligi ile biiyilik olglide kanserli hiicrelerin DNA yapisina miidahale ederek apoptozu
indiiklemeyi, proliferasyonu ve invazyonu azaltmayr ve/veya engellemeyi
amaglamaktadir (Swift ve Golsteyn, 2014). Bu amag¢ dogrultusunda segilen ajanlarin
dogal ve saglikli hiicrelere zarar vermedigi bilinen biyolojik canlilar veya bunlardan elde

edilen molekiiller olmasi son yillarda giderek 6nem kazanmaya baslamistir.

2.1.2. Kanser tedavilerinde giincel yaklasimlar

Geleneksel kanser tedavilerinde kullanilan yontemler; tiimoriin cerrahi miidahale ile
cikarilmast ve bunu takiben X-iginlar1 kullanilan radyoterapi veya kemoterapi
uygulamalaridir (Arruebo ve digerleri, 2011). Ancak bu uygulamalar baz1 dezavantajlara
da sahiptir. Ornegin cerrahi islemler, kanserin yalnizca erken evrelerde teshis edilmesi
durumunda en etkili tedavi yontemidir. Radyoterapinin dezavantaji ise, saglikli hiicrelere,
dokulara ve organlara zarar vermesidir. Kemoterapinin 6liim orani daha diisiik olsa da,
neredeyse her kemoterapotik ajan 6zellikle hizli boliinen saglikli hiicrelere de zarar
verebilmektedir (Moses ve digerleri, 2003). Kemoterapiyle iligkili en 6nemli sorunlardan
biri de ilag direncidir. Bu durum, kanser hiicrelerinin baskilanmasinda baslangigta olumlu
etki gosteren antikanser tedavinin zamanla bu ajana kars1 etkisiz hale gelmesiyle ortaya
cikar. Ayrica, ilag emiliminin azalmasi ve ilag effluksu olarak tanimlanan ilaglarin hiicre
disina atilmasi bu durumun baglica nedenleri arasindadir (Shapira ve digerleri, 2011).
Geleneksel kemoterapotik yontemlerin diger dezavantajlart da; doz sec¢imiyle ilgili
zorluklar, seciciligin azalmasi, ilacin hizli metabolizmasi ve ortaya ¢ikarabildigi yan

etkilerdir (Kaur ve digerleri, 2023).

Bu tedavi yontemlerine ek olarak, tiimor hiicrelerini yok eden hastanin kendi bagisiklik
sistemi hiicrelerini 6zel olarak uyararak tedavi eden yeni tedavi yoOntemleri de
gelistirilmistir (Gonzales Carazas ve digerleri, 2021). Giiniimiizde immiinoterapi, kanser
hastalarin1 tedavi etmenin en etkili yollarindan biri olarak kabul edilmektedir. Kanseri
tedavi etmek i¢in immiinoterapinin tiirleri, bagisiklik yanitin1 engelleyen inhibitorler, T
hiicresi transfer tedavisi, monoklonal antikorlar, tedavi asilar1 ve bagisiklik sistemi

modiilatdrleri olarak siniflandirilabilir (Gonzales Carazas ve digerleri, 2021). Bagisiklik,



dogustan gelen ve edinsel olmak iizere iki ana baslik altinda incelenir. Kanser
immiinoterapisi i¢in lizerinde c¢alisilan bir¢ok yeni stratejinin prensibi, konak¢inin timor
hiicrelerine kars1 kendi bagisiklik yanitini giiclendirmeye dayanmaktadir. Bu baglamda,

farkl bitkisel, kimyasal ve biyokimyasal bilesenler lizerinde ¢aligmalar yapilmaktadir
(Onur ve digerleri, 2022).

Bunlarin yanisira hastaya 6zgii gozlemler ve tedavi stratejileri gelistirmek amaciyla
hastanin kendisinden elde edilen ksenogreft (PDX) ve organoid adi verilen ii¢ boyutlu
kiiltiirler ile goriintiileme ve analiz teknikleri iizerinde de ¢alismalar yapilmaktadir ancak
en genis analiz imkanini sunan ileri genomik dizilemeler dahi heniiz kesin tedavi imkani
sunamamaktadir (Kaur ve digerleri, 2023). Nitekim, giincel tedavi yaklasimlarinda,
saglik tlizerinde olumsuz etkilere sahip olmayan dogal molekiillerin kesfi tizerinde
durulmast ile bireysel analizlerin en dogru sekilde yapilabilmesi ve degerlendirilmesi i¢in
farkli alanlardan uzmanlarin yer aldigir molekiiler onkoloji kurullarinin olusturulmasi da

onerilmektedir (Van De Haar ve digerleri, 2019). Sekil 2.3°de bilinen giincel kanser

tedavi stratejileri gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Giincel kanser tedavi stratejileri (Kaur ve digerleri, 2023)



2.2. Meme Kanseri
2.2.1. Meme kanseri epidemiyolojisi

Kiiresel Kanser Gozlemevi 2022 verilerine gore meme dokusunda olusan kanser, tim
Diinya’da ve Tiirkiye’de kadinlarda birinci sirada, kadin ve erkek toplam vakalarda ise
ikinci sirada yer almaktadir. Ayni istatistiklerde iilkemizde 6liimle sonuglanan kanser
vakalarinda meme kanserinin kadinlarda ilk sirada yer aldig1 belirtilmistir (Global Cancer
Observatory [GLOBOCAN], 2022). Sekil 2.4°de tiim cinsiyetlerde Diinya iilkelerine gore
en sik goriilen kanser tiirleri gosterilmistir. Bu verilere gore tiim Diinya’da en yiiksek
kanser insidanst meme kanserinin; Tiirkiye’de en yiiksek kanser insidansi ise akciger
kanseridir. Sekil 2.5’de ise yine Diinya iilkelerine gore sadece kadinlarda en sik goriilen
kanser tiirleri gosterilmistir. Bu verilere gore de hem tiim Diinya kadinlarinda hem de
Tiirkiye’deki kadinlarda kanser insidansi en yiiksek olan, meme kanseridir. Sadece
kadinlarda tiim Diinya’da oldugu gibi lilkemizde de meme kanseri insidansi ilk sirada yer

almaktadir (GLOBOCAN, 2022).

Most common site

[ Breast (82) I Not applicable
I Prostate (36) No data
[N cervix uteri (21)
N Lung (19)

Colorectum (16)

Liver (6)
I stomach (4)

I Oesophagus (1)

Sekil 2.4. Diinya’da tiim cinsiyetlerde insidansi en yiiksek kanser tiirleri (GLOBOCAN,
2022)



Most common site

[ Breast (158) N Not applicable
[ cervix uteri (24) No data
| Lung (2)

Liver (1)

Sekil 2.5. Diinya’da sadece kadinlarda insidanst en yiliksek kanser tiirleri
(GLOBOCAN,2022)

2.2.2. Meme kanseri risk faktorleri

Meme kanserinin tiirli, kanserin kaynagi olan hiicrenin tiiriine baglidir. Meme kanseri,
memenin farkli bolgelerinden kaynaklanabilir. Meme dokusunun temel bilesenleri li¢ ana
kismu igerir: lobiiller, kanallar ve bag dokulari. Siit iireten bezler aslinda lobiillerdir ve
burada {tiretilen siit, kiiglik tiipler araciliiyla (kanallar) meme ucuna dogru ulagir. Yagh
ve lifli dokular, her seyi yerinde tutan ve saran bag dokularini olusturur. Meme kanserinin

cogunlukla basladig1 bolge kanallar veya lobiillerdir (Smolarz ve digerleri, 2022).

Bilinen gen mutasyonlari1 disinda, karsinogenezin kesin nedeni heniiz ortaya konmamis
olmakla birlikte, meme kanserinin gelisimine katkida bulunan cesitli risk faktorleri
oldugu bilinmektedir. Epidemiyolojik verilerin de gosterdigi gibi, en 6nemli faktorler
arasinda cinsiyet, yas ve ilgili iilkenin ekonomik gelismislik diizeyi yer almaktadir. En az
bunlar kadar 6nemli olan diger etkenler ise baslica Ostrojenlere maruz kalma siiresiyle
iligkili hormonal faktorler ile dogurganlikla baglantili faktorlerdir ki bunlar arasinda
dogurulan ¢ocuk sayisi, ilk dogum yasi ve emzirme durumu bulunmaktadir (Smolarz ve

digerleri, 2022).
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Meme kanserinin gelisiminde genetik faktdrler, hormon replasman tedavisinin kullanima,
sagliksiz beslenme ve buna bagli obezite biiyiikk dnem tagimaktadir. Meme kanseri
gelisimi i¢in anlamli risk faktorleri arasinda ayrica hormonal kontraseptiflerin kullanima,
alkol tiiketimi ve geng yasta iyonize radyasyona maruz kalma da sayilmaktadir (Kudela

ve digerleri, 2019). Meme kanseri i¢in risk faktorleri Cizelge 2.1°de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Meme kanseri olusumu i¢in risk faktorleri (Smolarz ve digerleri, 2022).

Erken yasta mensturasyon

Geg yasta menopoz

Ik gebeligin 30 yas ve iizerinde olmasi

Hormonal ve Ureme Gebeligin hi¢ olmamasi

Fonksiyonlarina Bagh Postmenopozal durum

Faktorler Oral kontraseptif kullanimi

Hormon replasman tedavisi almig olmak

Ileri yas (35 yas ve sonras1 yiiksek risk)

Aile dykiistinde meme kanseri bulunmak

Gegirilmis meme, over veya endometrium kanseri

Atipik hiperplazi ile birlikte memede goriilen benin
degisiklikler

Fizyolojik Faktorler ve

Saghk Durumu ile lgili
Faktorler Iyonlastirici radyasyon

Adolesan ¢agda hizli biiylime

Onkogenik viriis enfeksiyonu (6r: Epstein-Barr)
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Cizelge 2.1. Meme kanseri olusumu i¢in risk faktorleri (devami)

Bati tipi diyet
Yaglarin ve 6zellikle hayvansal kaynakli yaglarin fazla
tiiketimi
Beslenme Kirmizi et ve kizartilmis etin fazla tiiketimi
Ahskanliklari Yiiksek diizeyde demir alim1

Menopoz sonrasi kilo alim1 ve obezite

Taze meyve ve sebzelerin az tiiketilmesi

Fitodstrojenlerin diisiik diizeyde alimi1 (izoflavonlar, vb.)

Yasam Tarzina Bagh | Diizenli olarak orta/yliksek diizeyde alkol tiiketimi

Diger Faktorler Diisiik diizeyde fiziksel aktivite

Gece ¢alisma

2.2.3. Meme kanserinde molekiiler prognostik biyobelirtecler

Meme kanseri teshisinde goriintiilleme tekniklerine ilave olarak analiz edilen bazi
biyobelirtegler de hastaligin prognozu hakkinda 6nemli Olglide fikir vermektedir. Bu
biyomolekiiller, dokularda veya viicut sivilarinda bulunur ve kanser hiicreleri tarafindan
ya da kansere yanit olarak normal hiicreler tarafindan iiretilir. Biyobelirteg testleri; kanser
tanisi, prognozun belirlenmesinin  Otesinde hassas tip kapsaminda tedavinin
yonlendirilmesi, ila¢ yanitinin 6ngdriilmesi veya kanserin izlenmesine yonelik bilgi
saglamak amaciyla tiimér dokusu ya da viicut sivilarinda DNA, RNA, proteinler veya
diger biyomolekiillerdeki degisikliklerin saptanmasini igermektedir (Sarhadi ve

Armengol, 2022).

Meme kanserine yonelik cesitli biyobelirte¢ c¢alismalari, Her2, ER ve Ki67 gibi
proteinler; ERa, ER ve ERRY gibi hormonlar; CEA ve TSGF gibi enzimler ve miR-10b,
miR- 21, miR-145 ve miR-155 gibi mikroRNA’lar dahil olmak {izere ¢esitli biyokimyasal
biyobelirteglerin meme kanseri hastalarinin tespiti ve izlenmesi i¢in tan1 amaciyla

kullanilabilir oldugunu gostermektedir (Neves Rebello Arves ve digerleri, 2023; Duffy
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ve digerleri. 2017). Cizelge 2.2°de, meme kanserine yonelik bildirilen biyobelirtecler ve

meme kanseri ile iligkileri gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Meme kanseri teshisinde kullanilan biyobelirtecler ve fonksiyonlar1 (Neves
Rebello Arves vd, 2023)

BiYOBELIRTEC

MEME KANSERI ILISKiSi

KAYNAK

Ki-67

Bu proteinin varligi, yliksek
agresiflik ve proliferasyon
belirtisi sayilmaktadir

Menon ve digerleri, 2019

Rakha ve digerleri, 2022

ER

Ligand ile aktive olan,
transkripsiyon faktorii olarak
gorev yapan bir niikleer
reseptordiir. Era, baslica
izoformu, hiicre sagkalimi ve
proliferasyonu ile iligkilidir

Mills ve digerleri, 2018

Fuentes ve digerleri, 2019

PR

Ligand ile aktive olur,
transkripsiyon faktorii olarak
gdrev yapan niikleer
reseptorlerdendir. Hiicre
dongiisii ve proliferasyonla
iliskili genlerin ifadesi ile
baglantilidir.

Hilton ve digerleri, 2018

Cenciarini ve Proietti, 2019

HER?2

Bu reseptor, timor biiyiimesi ve
proliferasyonu, hiicre
adhezyonu, hiicre sagkalimi ile
metastaza yol agar.

Nicolini ve digerleri, 2018

p53

Onemli bir tiimér baskilayici
proteindir. Hiicre dongiislintin
durdurulmasi, farklilasma,
senesens, apoptoz, hiicre
biiylimesi ve DNA onariminda
rol alir. Bu proteinin yikimi,
tiimor olusumu, ilerlemesi ve
metastaz ile iligkilidir.

Shahbandi ve digerleri,
2020

Xu ve digerleri, 2021

BRCA1, BRCA2

DNA onariminda temel rol
oynayan tiimor baskilayici
genler ve proteinleridir. Bu
genlerin islevlerini yitirmesi
halinde DNA onarimi yetersiz
kalir ve mutasyon oranlarinin
artigtyla timdr gelisiminin Ooni
acilir.

Ben Ayed-Guerfali ve
digerleri, 2021
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Cizelge 2.2. Meme kanseri teshisinde kullanilan biyobelirtecler ve fonksiyonlar

(devam)

PTEN

Bir tiimor baskilayici gendir. Bu C
gendeki delesyonlar ya da
mutasyonlar, proliferasyon,
invazyon ve metastaz ile
iligkilendirilmektedir.

arbognin ve digerleri,

2019

CHEK2

Bir tiimor baskilayic gendir.
DNA hasarinin onariminda rol
alan serin/treonin CHK?2 kinaz
proteinini kodlar.

Boonen ve digerleri, 2022

Greville-Heygate ve
digerleri, 2020

ATM

DNA c¢ift sarmal kiriklarinin
onarim mekanizmasinda rol alan

hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesine katilan
proteinleri kodlar.

Toss ve digerleri, 2021

bir gendir. DNA onarimi ve Cunha ve digerleri, 2021

PALB2

Tiimdr baskilayici bir gendir ve
BRCAZ2’nin ¢ekirdek
konumundan ve DNA hasarinin
onarimindan sorumludur.

Nepomuceno ve digerleri,

2017

BRIP1

Tiimor baskilayici iglevi olan bir
gendir. Kodladig1 RecQ DEAH
helikaz ailesine ait bir protein,
BRCAL ile etkilesime girerek
hasarlit DNA’nin onarimina
yardimci olur.

Khan ve Khan, 2021

Moyer ve digerleri, 2020

CDH1

Tiimdr baskilayici genlerdendir.
Kodladig1 e-kaderin hiicre—
hiicre adezyon proteini, timor
hiicrelerinin gogiinii
engelleyerek kanserin
ilerlemesini ve metastazi onler.

Biicker ve Lehmann, 2022

BARD1

BRCAI ile etkilesen, DNA
hasarinin onarimiyla iligkili bir
proteindir. Yiiksek ekspresyonu,
kotii prognoz ile iliskilendirilir.

Zheng ve digerleri, 2021

Zhu ve digerleri, 2018

PIK3CA

Bu genin kodladig1 PI3K
proteini; protein sentezi, hiicre
proliferasyonu, sagkalim,
glukoz homeostazi ve DNA
onarimi gibi ¢esitli hiicresel
stireglerde gorev alir.

Reinhardt ve digerleri, 2022
Thorpe ve digerleri, 2015

Venetis ve digerleri, 2020

14



2.2.4.Meme kanseri molekiiler siniflandirmasi ve hiicre tipleri

Meme kanseri hiicre hatlarin1 siniflandirmanin birkag¢ yolu vardir; ancak son yillarda en
sik kullanilan siniflama stratejisi, Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve
androjen reseptorii  (AR) gibi farkli hormon reseptorlerini tanimak igin
immiinohistokimya y&ntemlerini kullanmaktir. Immiinohistokimya, dokuda belirli
antijenleri tespit etmek i¢in ¢esitli tipte antikorlarin kullanildig: bir tekniktir (Subik ve
digerleri,2010). Immiinohistokimya, HER2 ve Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii
(EGFR) gibi tirozin kinaz reseptorleri ile meme kanseri hiicre hatlarinin fenotipine gore

ekspresyonu ayirt etmek i¢in de kullanilmistir (Subik ve digerleri, 2010).

Baz1 arastirmacilar, tamoksifenle hedeflenebilecek Luminal A ile iligkili olan meme
kanserlerinin yaklagik %2-8’ini kapsayan normal-benzeri (normal-like) bir alt tipi de
simiflandirmaya dahil etmektedir. Ek olarak, HER2 ekspresyonunun fazla olmasi ve ER
downregiilasyonu ile baglantili olmasi nedeniyle HER2+ alt tipi ile yakindan iliskili olan

ara bir alt tip, Luminal HER2+, bulunmaktadir (Subik ve digerleri, 2010).

Yapilan ¢alismalarda Ostrojen, progesteron ve androjen hormonlarinin meme kanseri
dokusunda daha yaygin oldugu tespit edilmistir. Hastalardan elde edilen doku ile
olusturulan meme kanseri hiicre hatlari, farkli meme kanseri tiirlerini tedavi etmek ve
genel olarak meme kanseri riskini azaltmak i¢in daha ileri testler yapmak amaciyla

kullanilmistir (Lumachi ve digerleri, 2015; Li ve digerleri, 2022).

Hormonal reseptorler, bir¢ok hiicrede ya fosfolipid ¢ift tabaka igine gdmiilii olarak ya da
sitoplazmada serbest halde bulunabilir ve Ostrojen, progesteron veya androjenin
baglanmasina izin vererek islev goriir. Baglanma sonrasinda reseptor, g¢ekirdege
tagmabilir veya bir enzim kaskadim tetikleyerek onemli genlerin susturulmasini veya
aktive edilmesini saglar ve bdylece meme kanserinin ilerlemesini saglayan genlerin

iiretilmesine yol acar (Witt ve Tollefsbol, 2023).

Birgok meme kanseri hiicre hattinin adi, hiicre hattini izole eden bilim insanlarinin
isimlerinden tiiretilmistir. Ornegin, ZR-75-1 Zeyda Rae’den, T-47D ise Tel Aviv
Universitesi'nde 47. petri kabinda lafa Keydar tarafindan olusturulmustur (Witt ve

Tollefsbol, 2023).
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Diger bazt meme kanseri hiicre hattinin isimleri ise kurum isimlerinden gelmektedir: MD
Anderson-Metastatik Meme serisi i¢in “M.D. Anderson Hospital and Tumor Institute”,
SUM serisi i¢in “Streamlined University of Michigan”, HCC1569 ve HCC70 i¢in
“Hamon Cancer Center” gibi. Bazi hiicre hatlar1 ise belirli bir kaptan ¢ogalan hiicre
sayisina gore adlandirilmistir; 6rnegin BT serisi (BT-20, BT-549, BT-474) ilk tiiretilen
meme kanseri hiicre hattin1 igerir ve bu hiicreleri izole eden arastirmaci Etienne Y.
Lasfargues tarafindan adlandirilmistir. UACC-812 ise “University of Arizona Cancer
Center” arastirmacilari tarafindan Arizona Universitesi Hiicre Kiiltiirii serisini olusturmak

amaciyla isimlendirilmistir (Witt ve Tollefsbol, 2023).

MCF-7 hiicre hatti, tiiretildigi kurum olan “Michigan Cancer Foundation”dan adim
almigtir. AUS65 adi ise “Adenocarcinoma Unknown 565”den gelmektedir. SK-BR-3,
Memorial-Sloan Kettering Cancer Center’dan, daha 6zel olarak Sloan-Kettering Meme
Kanseri Hiicre Hatti 3’ten tiiretilmistir. CAL148 hiicre hatti, adin1 Centre Antoine
Lacassagne’den almistir. Hs 578 T meme kanseri hiicre hatti ise ismini Homo sapiens
veya Human sarcoma terimlerinden tiiretmistir. Sekil 2.6’da karakteristik 6zellikleriyle
birlikte 6rnek hiicre hatlarmin belirtildigi temel meme kanseri molekiiler siniflamasi
gosterilmistir. Bu giincel siniflamaya gore 7 molekiiler tip Luminal A, Luminal B,
Luminal HER2, HER2-enriched, Triple Negative, Basal-like ve Normal-like olarak
verilmistir. Ayrica, meme kanseri hiicre hatt1 6rnekleri ve ek 6zellikler de belirtilmistir

(Witt ve Tollefsbol, 2023).
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The 7 Main Molecular Subtypes of Breast Cancer

« Most prevalent subtype and targeted therapy isTamoxifen Best
« MicroRNAs miR-10, miR-29, and miR181a are potential biomarkers of

this breast cancer type that may assist in regulation. prognosis
« Examples: ZR-75-1, T-47D, MCF-7, MDA-MB-415

Luminal A (~40%)
HR+ (ER+ and/or PR+), HER2-

« High levels of Ki-67 with fast cancer cell growth

« MicroRNAs miR155, miR-135b, miR-4516 are potential biomarkers associated
with this breast cancer type that may assist in therapeutic intervention

« Examples: MDA-MB-330, ZR-75-30

Luminal B (10-20%)
HR+ (ER+ and/or PR+), HER2+/-

« High levels of Ki-67 with faster cancer cell growth

« MicroRNAs miR-21, miR-200, miR-375 are potential biomarkers associated with
this breast cancer type that may assist in targeting during experimentation

« Examples: BT-474, MDA-MB-361, UACC-812

« Overexpression of receptor HER2 and targeted therapy Herceptin.

« miR-142-3p has been linked with having the actions of a tumor suppressor
gene within this breast cancer type that may regulate tumor function and
development

« Examples: AUS65, MDA-MB-453, HCC1569, SUM190PT, SK-BR-3

Triple Negative (10-15%) « Highest association to BRCA1 mutation and most aggressive type.

Receptors Pt « Chemotherapy and experimental therapy are prevelant for this breast
HR: Hormone cancertype
ER: Estrogen receptor
PR: Progesterone receptor
HER2: Human Epidermal Growth Factor receptor 2 Basal-like (~10%) ettt ot o ST
HR- (ER-, PR-), HER2 « Examples: SUM229PE, HCC70, BT-20, CAL 148

+ Subset of Triple-Negative, also called claudin-ow
« Over-express genes associated with tumor invasive and aggressive features Worst
« Examples: BT-549, MDA-MB-157, MDA-MB-231, Hs 578T prognosis

Sekil 2.6. Meme kanserinin temel molekiiler siniflandirmasi1 (Witt ve Tollefsbol, 2023)

2.2.5.Meme kanseri tedavisinde dogal bilesenlerin kullanimi

Gilinliik yasamda ¢ogumuzun maruz kaldigt UV isinlari, kirlilik ve tiitlin dumani,
viicudumuzun ¢ogunlukla oksidanlar ve serbest radikaller olmak iizere reaktif molekiiller
iiretmesine yol agar ve bu molekiiller kanser de dahil olmak iizere bir¢ok hastaliga neden
olabilir. Terapdtik ilaglar, hiicrelerimizdeki mitokondri ve peroksizomlar ve klasik
fizyolojik aerobik aktiviteler sirasinda da bu molekiilleri tiretilir (Pucci ve digerleri,2019,
Sert ve Kiiclikkiling, 2022). Oksidatif stres ve radikal oksijen tiirleri, DNA ve diger
biyomakromolekiillere zarar vererek transkripsiyon faktorlerinin diizenlenme seklini

ciddi sekilde degistirebilir (Kaur ve digerleri, 2023).

Vitaminler, polifenoller ve bitkilerden elde edilen biyolojik aktif bilesikler, viicudu zararl
kimyasallardan korumak i¢in dogal antioksidan ve antiinflamatuvar ajanlar olarak islev
goriir. Anti-proliferatif ve pro-apoptotik Ozellikleri anlasildiktan sonra; kemoterapi,
radyoterapi ve carrahi islemler gibi klasik tedavi yontemlerine ilave olarak bu bilesikler
kanser tedavisine dahil edilmistir. /n vitro ve in vivo ¢aligmalarda test edilen dogal
antioksidanlar arasinda alkaloidler, flavonoidler, karotenoidler, vitaminler, berberin,

quercetin ve kurkumin gibi maddeler bulunur (Chikara ve digerleri, 2018). Son yillarda

17



probiyotik ozelliktekiler basta olmak iizere mikroorganizmalarin {irettikleri dogal
molekiillerin kanserle miicadeledeki etkisi dikkatleri iizerine ¢ekmistir. Ozellikle de
mikrobiyal ekzopolisakkaritlerin kanser hiicre ¢alismalarinda gozlemlenen giiglii
baskilayici etkileri, giiniimiizde birgok arastirmaciy1 ekzopolisakkaritlere yonlendirmistir

(Ramamoorthy ve digerleri, 2018).

2.3. Ekzopolisakkaritler (EPS)

Bakteri, maya, mantar, alg gibi mikroorganizmalardan elde edilebilen ¢oklu sakkarit
molekiilleri olan ekzopolisakkaritler, son yillarda basta antikanserojen etki olmak {izere
insan sagligini olumlu ydnde etkileme potansiyelleri ile dikkat cekmistir. Ik kullanim
alanlar1 daha cok besin endiistrisi ve kozmetik alanlar olan ekzopolisakkaritler daha
sonraki zamanlarda terapotik ajan olarak ya da tasiyici sistem ajami olarak ilag

endiistrisinde de kullanilmaya aday gosterilmistir (Ates, 2015; Kuzucu ve Dogan, 2023).

Mikroorganizmalarda hiicre i¢inde bulunan ¢oklu sakkarit tiirlerine endopolisakkarit;
hiicre ylizey yapisinda bulunan ya da hiicreden disar1 salgilanan tiirlerine ise
ekzopolisakkaritler denmektedir. Ekzopolisakkaritler tek tip bir monosakkaritten
olusabilen; ya da farkl tipteki monosakkaritlerden yahut farkli molekiillerin de yapisina
katilabildigi gruplardan olusan c¢oklu sekerlerdir. Tek tip monosakkarit iceren tiirii
homopolisakkarit, diger tiirii ise heteropolisakkarit olarak adlandirilmaktadir (Nguyen ve
digerleri, 2024; Mouro ve digerleri, 2024). Sekil 2.7°de en sik kullanilan

ekzopolisakkaritler ve kimyasal yapilar1 gosterilmistir.
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Sekil 2.7. En sik kullanilan ekzopolisakkaritler ve kimyasal yapilar1 (Mouro ve ark, 2024)

Bakterilerin sentezledigi ekzopolisakkaritler, kimyasal yap1 ve konfigiirasyonlari
bakimindan ¢ok ¢esitli olup yapisal ¢esitlilikleri, gida iiretimi, tarim, su aritma, kozmetik,
ilag ve biyomedikal gibi endiistrilerde ¢oziimler gelistirmeyi miimkiin kilmaktadirlar
(Guerrero ve digerleri, 2024; Netrusov ve digerleri, 2023). Son yillarda dogal
ekzopolisakkaritler iizerinde yapilan modifikasyonlar sayesinde kullanim alanlar
genislemis ve cesitli fizikokimyasal ve fonksiyonel 6zellikleri gelistirilmistir. Bu EPS
tiirevlerinin insan saghig1 lizerindeki antioksidan potansiyeline ve fonksiyonel roliine
iliskin yeni kesifler de yapilmaktadir. Modifiye EPS’lerin antioksidan 6zellikleri, dogal
formlara kiyasla faaliyetlerinde 6nemli bir artis gostermektedir (Netrusov ve digerleri,
2023). Bu modifikasyonlar, potansiyel faydalar ve terapdtik uygulamalar icin giiglii bir
vaat sunmaktadir. EPS'min islevsel faydalarla dolu kimyasal tiirevleri, o6zellikle
endiistriyel ve biyomedikal baglamlarda potansiyel hidrokolloidler olarak EPS
kullanimini tegvik edebilecegi vurgulanmaktadir (Shah ve digerleri, 2024).

2.3.1.Ekzopolisakkaritlerin biyosentezi

Bakteriyel EPS’ler, dekstran, levan ve mutan gibi homopolisakkaritler disinda cogunlukla

hiicre icinde {iretilir ve hiicre dis1 ortama taginir. Bu homopolisakkaritler ise, substrati
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polimere doniistiiren ve hiicre disina salgilanan enzimlerin etkisiyle hiicre disinda
sentezlenir. EPS sentezinde gorev alan enzimler hiicrenin farkli bélgelerinde bulunur ve

dort ana gruba ayrilabilir (Ates ve digerleri, 2024).

Birinci grup, glikozu (Glc) glikoz-6-fosfata (Glc-6-P) fosforile eden hekzokinaz gibi
hiicre i¢i enzimlerdir. Bu enzimler ayn1 zamanda diger hiicresel metabolik siire¢lerde de
rol alir. ikinci grup, seker niikleotitlerinin doniisiimiinii katalizlemek igin gereklidir. Bu
smifa, Glc-1-P’nin UDP-Glc’ye doniisiimiinii katalizleyen ve EPS sentezinde Kkilit
molekiillerden biri olan iiridin-5'-difosfat (UDP)-glukoz pirofosforilaz 6rnek olarak
verilebilir. Bir diger enzim grubu, hiicrenin periplazmik zarinda yer alan
glikoziltransferazlardir (GTF ler). Seker niikleotitleri, GTF’ler tarafindan glikozil tasiyici
lipide bagl tekrarlayan birimlere aktarilir. GTF’lerin enzimatik islevleri, yapilar1 ve bu
enzimleri kodlayan genlerin tanimlanmasi1 yogun sekilde arastirilmis olup, amino asit dizi
benzerliklerine dayanarak 94’ten fazla GTF ailesi rapor edilmistir. Son sinif enzimlerin
ise makromolekiillerin polimerizasyonunda gorev aldigi ve hiicre zar1 ile hiicre duvarinin
disinda konumlandig: diisiiniilmektedir (J. Li ve Wang, 2012). Sekil 2.8’de EPS’lerin

sentezlenmesine ait biyolojik molekiiler yolaklar 6zetlenmistir.
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Sekil 2.8. Ekzopolisakkaritlerin sentezinde yer alan biyosentetik yollar (Ates, 2015).

OPX: dis zar polisakkariti; PCP: polisakkarit kopolimeraz; TPR: tetratrikopeptit tekrar

proteinleri.

2.3.2.Bakteriyel ekzopolisakkaritlerin antikanserojenik etkileri

Mikrobiyal polisakaritlerin fizyolojik fonksiyonlar1 son derece g¢esitlidir ve bunlar,
yapilarina ve bilesimlerine bagl olarak degisir. Bu polisakaritler, prebiyotik, kanser
karsiti, lilser dnleyici, immiinomodiilatdr ve kolesterol diisiiriicii etkileri sayesinde insan

sagligina katkida bulunabilecegine dair calismalar giderek ¢ogalmaktadir (Ruas-Mediedo

ve digerleri, 2002).
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Bakteriyel hiicrelerde, EPS'ler, floklar ve biyofilm gibi kompleks mikrobiyal
topluluklarin olusumu ve siirdiiriilebilirliginde 6nemli bir rol oynar. Mikroorganizma
hiicrelerini g¢evreleyen biyofilm tabakasinin olusumuna katkida bulunurlar. EPS'ler,
polisakarit zincirleri arasindaki etkilesimleri diizenleyerek biyofilm stabilitesini etkiler.
Bu yoniiyle EPS'ler, hiicrelerin kat1 yiizeylere, Ornegin bagirsak mukozasina,
adhezyonunu da artirirlar (Yegorenkova ve digerleri, 2011). Bu durum probiyotik

bakterilerin bagirsak mukozasina tutunmasi agisindan bir avantaj olusturmaktadir.

EPS’lerin bir diger uygulama kategorisi ise, ilag, probiyotik vb. terapétik ajan tasiyicilar
ve tasima nano ve mikrosistemleri olarak potansiyel kullanimidir (Moscovici, 2015).
Cesitli fizikokimyasal ve fonksiyonel 6zellikleri, yapisma ve su baglama kapasiteleri ve
hidrojel olusturma o6zellikleri gibi, biyobozunur ve giivenli olmalar1 nedeniyle, hem
koruyucu hem de kontrollii salinim sistemi olarak rol oynarlar. EPS'lerin umut verici
uygulamalar ise, tlirev formlarinda antijen tasiyicilar1 olarak ya da as1 hazirliklarinda
adjuvan sistemler olarak, gen terapisi i¢in gen tastyict vektorleri olarak (W.Khan ve
digerleri, 2012; Zhang ve digerleri, 2013), ve hiicre stabilitesini ve canliligin1 artirmak
icin kapsiilleme ajanlar1 olarak kullanimlaridir. Ornegin, fibroblast hiicrelerini
kapsiillemek i¢in aljinat boncuklar1 ve probiyotik bakteri suslari gibi uygulamalarda

kullanilmaktadirlar (Albadran ve digerleri, 2018).

Bazi bakteriyel EPS'ler giiclii bir bagisiklik yanit1 sergilemekte ve iltihap ve tiimorlerle
miicadelede biiyiik bir potansiyel gostermektedirler. Ozellikle Gida ve ilag Dairesi
(FDA)’nin Genellikle Giivenilir Olarak Tanimlanmis (GRAS) mikroorganizmalar
listesinde yer alan ve probiyotik 6zellige sahip laktik asit bakterilerinden elde edilen
ekzopolisakkaritler kanser tedavisi ile ilgili ¢alismalarda olumlu etkiler gostermektedir
(Lu ve digerleri, 2023). Laktik asit bakterileri, genellikle dogal fermentasyonlarda yer
alan ve gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan belirli bir gram-pozitif bakteri
grubudur. Cogu, cesitli biyolojik islevlere sahip ekzopolisakkaritler iiretebilirler.
Laktobasillerden elde edilen ekzopolisakkaritler, kansere karsi potansiyel olarak
tamamlayic1 ve alternatif ila¢ adaylar1 olarak gosterilmektedir. Cilinkii bu molekiiller
bagirsak, karaciger, meme vb. ¢esitli tiimor hiicreleri {lizerinde anti-proliferatif etkiler

gostermektedir. Apoptozun indiiklenmesi, hiicre dongiisiiniin durdurulmasinin yani sira
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antimutajenik, antioksidatif, antianjiyogenez ve antiinflamatuar etkiler de dahil olmak
izere ¢esitli mekanizmalar yoluyla tiimorlerin bliylimesini inhibe etmektedirler (Wu ve

digerleri, 2021; Tukenmez ve digerleri, 2019).

Biiyiik dl¢iide laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen ekzopolisakkaritlerin (LAB-EPS)
biyoaktiviteleri, monosakkarit bilesimi, glikozidik baglar ve molekiiler agirlik gibi
yapilariyla yakindan iligkilidir. Miikemmel fizikokimyasal ozellikleri sayesinde bu
ekzopolisakkaritler, siit tirlinleri, unlu mamuller ve et iiriinlerinde stabilite, emiilgatorliik,
koyulastirma ve jel olusturma agisindan iirlin iyilestiricisi olarak kullanilir (Berthold-
Pluta ve digerleri, 2019). Gida endiistrisinde kullanimlarinin o&tesinde, o6zellikle
Lactobacillus, Leuconostoc ve Streptococcus sp. tarafindan iretilen EPS’ler, 6zgiil
yapilar1 nedeniyle farkli immiinomodiilator 6zellikler gosterirler. LAB-EPS, antikanser,
antioksidan, bagirsak bariyerini onarma, antimikrobiyal, antiviral ve kolesterol diisiiriici

etkiler gibi diger saglik yararlarina da sahiptirler (J. Zhang ve digerleri, 2023).

Kanser tedavilerinde kemoterapi, en yaygin kullanilan terapétik yontemlerden biri
olmasina karsin su anda kemoterapide kullanilan ¢ogu antikanser ilact normal hiicrelere
sitotoksik etkilidir ve hemopoetik baskilama ve immiinotoksisite gibi ¢oklu organ
toksisitesine neden olur. Bu durum, kemoterapi tedavisinde kullanilan antitiimor
ajanlarinin giiclii aktiviteye sahip olsalar da, giivenilirlikleri ve yan etkileri hakkinda
siiphelere yol acgar. Bu baglamda, kolon kanseri basta olmak {izere diger kanser tiirleri
iizerinde de essiz etkileri nedeniyle anti-tiimor ajan olarak mikrobiyal EPS’lerin
kullanilabilecegi ve sentetik anti-tlimor ajanlara karsi alternatif olabilecegi birgok

arastirmaci tarafindan rapor edilmistir (Kuzucu ve Dogan, 2023).

Yapilan bir calismada; Lactobacillus acidophilus ekzopolisakkaritlerinin kolon kanseri
hiicre hatlarinda tiimor anjiyogenezi ile ilgili gen ifadelerini baskiladig1 ve antioksidan
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Deepak ve digerleri, 2016). Yapilan bir baska
calisgmada da kolon kanseri olusturulmus farelere Lactobacillus acidophilus
bakterilerinden elden edilen ekzopolisakkaritler farkli iki dozda 15 hafta boyunca haftada
1 kez verilmis. Bu siirecte kolon kanserli farelerin antioksidan enzim seviyelerinde

anlamli bir artig gdzlemlenmis ve 15 hafta sonunda kanser olusumu ile olumsuz etkilenen
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tim degerlerin neredeyse eski haline geldigi gozlemlenmistir (El-Deeb ve digerleri,
2018).

Meme ortamindaki bakterilerin meme kanseri hiicreleriyle etkilesime girip girmedigi ve
bu etkilesimin kanser ilerlemesine nasil etki ettigi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.
Glinlimiizde uygulanmakta olan kanser tedavilerinin ardindan, tiimor hiicrelerinin
cogalmasina ek olarak, gogiis kanseri kok hiicrelerinin hayatta kaldigi, bu kdk benzeri
hiicrelerin tiimorii yeniden olusturdugu ve niikse yol agtigr diisiiniildiiglinden, meme
kanseri tedavileri i¢in 6nemli bir zorluk olarak ortaya ¢ikmaktadir. Komensal bakteri ve
/ veya bakteri iirlinlerinin meme kanseri hiicrelerinin biiylimesini ve metastazini degistirip
degistirmedigini ve nasil degistirdigini agiklamaya calisan arastirmalar mevcuttur. Cesitli
bakterilerin trettigi ekzopolisakkaritler, antitlimér etki saglamaya uygundur; bunlar,
timOr nekroz faktorii, interferon ve interlokin olarak sitokinin enflamatuar aracilarini
salgilayan makrofajlarin, T-lenfositlerin ve dogal dldiiriicii hiicrelerin canlandirilmasini
icerir (El Deeb ve digerleri, 2018). Ekzopolisakkaritler, tiimor hiicresinden hiicreye
yapismasini kisitlayan E-selektin proteini ve gen ekspresyonunu engelleyebildigi ifade
edilmektedir. Diger bir mekanizma ise; antiproliferatif etkilerini, hiicre apoptozunu ve
timor hiicrelerinin farklilagsmasini igerir. Bazi derleme g¢aligmalart bu mekanizmalar
kullanilarak meme kanseri ve diger bir¢ok kanser hiicrelerinin yok edilmesinin miimkiin

olabilecegini vurgulamaktadir (M.R.Nguyen ve digerleri, 2023).

Yapilan bir calismada probiyotik bir bakteri olan Bacillus subtilis’in sentezledigi EPS’nin
meme kanseri proliferasyonu lizerindeki etkisi in vitro ortamda hormon reseptorii pozitif
ve negatif hatlar dahil olmak iizere c¢esitli meme kanseri hiicre hatlar1 tizerinde
incelenmistir. Sonuglarda, EPS’nin birden ¢ok meme kanseri hiicre dizisinin (T47D,
MDA-MB-468, MDA- MB-453, HCC1428) cogalmasini konsantrasyona bagli bir
sekilde bastirdig1 ve diger bazi hiicre dizilerinin ise etkilenmedigi gosterilmistir (BT549,
MDA-MB-231, ZR -75-30, MCF7). Arastirmada ilk mamografi sonuglarina goére, EPS
ile 6n tedavinin T47D ve MCF7 hiicrelerinde kanser kok hiicre sag kalimini artirdigini
gostermektedir. Bu olumlu ve olumsuz ¢ift yonlii etkiler dolayisiyla daha fazla ¢alisma

yapilmasi gerektigi onerilmistir (Nguyen ve digerleri, 2023).
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Biiyiik ¢ogunlugu probiyotik 6zellikte olan Laktik asit bakterilerinden elde edilen

ekzopolisakkaritlerin antikanser etkileri Sekil 2.9°da gosterilmistir.

Anti-
inflamatuar

Anti-oksidan Anti-mutajen

Sekil 2.9. Laktik asit bakterilerinden elde edilen ekzopolisakkaritlerin antikanserojenik
etkileri

Tim bu o6zellikleri i¢inde Ozellikle segici sitotoksik etkiye sahip olmalar1 dikkat
cekmektedir. Laktik asit bakteri (LAB) ekzopolisakkaritleri (LAB-EPS) i¢in ICso degeri,
doksorubisin (Ismail ve Nampoothiri, 2013) ve florourasil (W.Li ve digerleri, 2015) gibi
geleneksel ilaglara kiyasla ¢cok daha yiiksek olsa da, sitotoksisite degerlerinin ¢ok daha
diisiik olmas1 sebebiyle kanser tedavilerini destekleyici antitiimor ajanlar olarak
goriilmektedirler. Standart ilaglar, DNA ve RNA sentezini baskilayic1 o6zellikleri
sebebiyle daha toksik olabilmektedirler. Yapilan ¢alismalarda LAB kokenli EPS’lerin
cogunun, timor hiicreleri ile karsilastirildiginda normal hiicrelerde daha diisiik sitotoksik
etki gosterdigi ya da hic sitotoksik etki gostermedigi bildirilmistir (Wu ve digerleri,
2021). Lactobacillus paracasei ve Lactobacillus brevis kaynakli 40 mg/mL EPS ile
muamele edilen L1929 hiicrelerinde canlilik orani %60’in {izerinde iken, HT29

hiicrelerinde bu oran %20 nin altindadir (Mojibi ve digerleri, 2019).
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Saglikli hiicre ve kanserli hiicre hatlarinda LAB-EPS’lerin sitotoksik etkilerinin
kiyaslanmasina dair ¢aligmalar son yillarda yapilmis olsa da ozellikle kanser hiicre

hatlarinda genotoksik etkisine dair ¢aligmalar kisithdir.
2.4. Resveratrol
2.4.1.Resveratroliin genel ozellikleri

Stilbenler, dogal sekonder metabolitler olup, ayni zamanda fitokaleksinler olarak da
bilinir. Stilbenoidler, stilbenlerin hidroksillenmis tiirevleri olup, yapilarinda iki benzol
cekirdegi ve bunlar1 baglayan bir etilen kdpriisiine sahiptir. Stilbenoidler, flavonoidler
gibi biyosentezlenen polifenolik bilesikler kategorisinde yer alir. Fitokaleksin olarak rol
aldiklar icin, stilbenoidler bitkilerin patojenlere kars1 savunmasinda ¢ok dnemli bir yere
sahiptir. Su ana kadar, 1000'den fazla stilbenoid izole edilmis ve tanimlanmistir. Bunlar
arasinda en bilinenler dogal bilesikler olan resveratrol (3,5,4'-trihidroksi-stilben), piseid,
piseatanol, pteros- stilben, astringin, viniferin, pallidol ve hopeafenol'diir (G.Kaur ve

digerleri, 2024).

Giclii antioksidan ve antikanserojen etkiye sahip resveratrol, dogal olarak olusan bir
fitoaleksin olup toksinlere veya ultraviyole radyasyona yanit olarak bitkiler tarafindan bir
savunma mekanizmast olarak sentezlenen en Onemli antimikrobiyal stilbenoiddir.
Resveratroliin bilinen saglik tizerindeki olumlu etkileri; timor hiicrelerinin yayilmasini
sinirlayan sinyal yollarini modiile etmek, sinir hiicrelerini hasardan korumak,
antidiyabetik ve yaglanma karsit1 etki gdstermektir (Bejenaru ve digerleri, 2024; Oh ve
digerleri, 2020). Resveratrol genellikle bir gida takviyesi olarak kullanilmaktadir ve
ozellikleri, bircok ¢esitli deneysel modellerde in vitro veya in vivo olarak

degerlendirilmistir (Koushki ve digerleri, 2018).
2.4.2.Resveratroliin antikanserojenik etkileri

Resveratrol, 1997 yilindan bu yana kanser karsiti ozellikleri nedeniyle popiilerlik
kazanmigtir. Daha sonra, arastirmacilar ve bilim insanlari, resveratrole kardiyo-protektif
aktiviteler, timor olusumu ve iltihaplanma tedavisindeki dnemli potansiyeli nedeniyle
dikkat ¢cekmeye baslamistir. Su anda resveratroliin genis bir biyolojik etki yelpazesine

sahip oldugu kabul edilmektedir; bu etkiler arasinda anti-diyabetik, noro-protektif,
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kardiyo-protektif, antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-proliferatif aktiviteler yer
almaktadir (Anwar ve digerleri, 2023). Bu etkilerinin yani sira, kanser karsit1 ve yaglanma

karsit1 aktiviteler de gostermektedir (Jin ve digerleri, 2022).

Yapilan bir calismada, i¢inde resveratroliin de yer aldig1 polifenollerin meme kanserli
hiicre hatlarinda DNA hipermetilasyonunu saglayarak ve hiicre farklilasmasi ve gogii ile
ilgili sinyal yolaklarindaki 6ncti molekiillerin gen ifadesini baskilayarak antikanserojen

etki gosterdigi tespit edilmistir (Kurzava Kendall ve digerleri,2024).

Farkli sinyal yolaklarindaki c¢ok cesitli molekiilii aktive ederek ya da baskilayarak
antikanserojenik etki gosteren resveratroliin, farkli kanser biiyiime asamalarindaki etkileri

Sekil 2.10°da ayrintili olarak gosterilmektedir (Anwar ve digerleri, 2023).
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Sekil 2.10. Kanser ile miicadelede resveratroliin etkin oldugu bilinen mekanizmalar
(Anwar ve digerleri, 2023)
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Farkli teknikler ve tedaviler arasinda, resveratrol ¢esitli ¢alismalarda meme kanserine
kars1 anti-kanser ve anti-neoplastik roliinii kanitlamistir (Anwar ve digerleri, 2023).
Resveratroliin insan meme kanseri hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisi, pro-oksidan
etkisiyle iligkilendirilmektedir. Bu etkinin, kazein kinaz 2 aktivitesini inhibe ederek hiicre
canlilif1 ve mitokondriyal fonksiyonu etkiledigi yapilan ¢aligmalarda vurgulanmaktadir

(Costa ve digerleri, 2022).

Son yillarda resveratroliin DNA hasari tizerindeki etki mekanizmalarini ortaya koymaya
yonelik caligmalar da yiiriitilmektedir. Radyasyon kaynakli kutandz DNA hasari
izerinde resveratroliin etki mekanizmasini ortaya koymaya yonelik yapilan bir ¢aligmada,
resveratroliin cilt radyodirencliligini Oncelikle sirtuin 7 geni (SIRT7) yoluyla artirdig:
gosterilmistir. Iyonlastirict radyasyon tedavisi sirasinda, resveratroliin, AMPK
aracilifiyla SIRT7'yi dolayli olarak fosforile ettigi ve aktive ettigi, bunun da
keratinositlerin genom stabilitesinin korunmasi i¢in kritik Sneme sahip oldugu
belirtilmistir. Immiinopresipitasyon ve kiitle spektrometrisi, HMGBI1'in, RSV'nin
radyoprotektif fonksiyonunu medyatdér olarak saglamak i¢in SIRT7 ile etkilesen ana
bilesik oldugunu belirlemistir. Ayni ¢alisma, SIRT7'nin, transkripsiyonun diizenlenmesi
ve niikleozom yapisinin korunmasinda 6nemli role sahip HMGBI1 proteini ile etkilesime
girerek onu asetilasyonundan armdirdigini ve hiicre ¢ekirdegine yeniden dagitarak DNA
hasar onarimindaki fonksiyonunu agtigini ortaya koymustur. Sonu¢ olarak bulgular,
resveratroliin iyonlastiric1 radyasyon ile indiiklenen cilt DNA hasarini hafifletmek igin
radyoprotektif fonksiyonunu medyator olarak tasiyan yeni bir AMPK/SIRT7/HMGB1
diizenleyici aksisi ortaya koymus, bu sonucun da radyoterapi sirasinda kutandz
yipranmasi olan hastalar i¢in etkin bir tedavi secenegi olabilecegi belirtilmistir (Jin ve

digerleri, 2022).
2.5. Kurkumin
2.5.1.Kurkuminin genel ozellikleri

Kurkumin, Zingiberaceae familyasindan bir tiir olan zerdecalin ana etken maddesidir
(Sharifi-Rad ve digerleri, 2020). Tarihsel olarak, kurkumin 19. yiizyilin baglarinda

zerdecaldan izole edilmistir ve bu tarihten sonra kurkumin sadece geleneksel bir boyar
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madde ve baharat olarak kullanilmamis, artik tibbi agidan ilgi ¢eken bir molekiiliie
doniigsmiistiir. Bitkisel tip sistemlerinde, kurkumin yiizyillar boyunca ¢esitli hastaliklar
tedavi etmek i¢in kullanilmistir. (Sharifi-Rad ve digerleri, 2020; Anas ve digerleri, 2024).
Kurkumin bilesiginin modern tibbi uygulamalari, anti-inflamatuar, serbest radikal
temizleyici ve antitlimoér Ozelliklerine dayanmaktadir (Kabir ve digerleri, 2021).
Kurkuminin birden fazla sinyal molekiiliinii modiile etme yetenegi, onu tiimdr, Alzheimer
hastalig1 ve dolasim sistemi sorunlart gibi kronik hastaliklarla miicadelede degerli bir
terapotik ajan haline getirmistir. Ayrica, hiicre dongiilerinin diizenlenmesi, apoptoz,
anjiyogenez ve metastaz gibi kanser gelisimi i¢in ¢ok Onemli olan g¢esitli hiicre
sinyalizasyon yollar1 {lizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu da yapilan ¢aligmalar

dogrultusunda kesfedilmistir. (Anas ve digerleri, 2024).
2.5.2.Kurkuminin antikanserojenik etkileri

Kurkuminin, antioksidan, anti-inflamatuar ve kanser karsit1 6zellikler dahil olmak tizere
cok yonlii biyolojik aktiviteleri ile kanser tedavisinde Onemli terapodtik potansiyel
gosterdigi yapilan bir¢ok c¢alismada vurgulanmaktadir (Kabir ve digerleri, 2021).
Kurkumin, c¢esitli kanser tiirlerine karsi potansiyel terapotik etkilerini gostererek,
ozellikle gastrointestinal kanserlere kars1 onemli kanser karsit1 6zellikler sergilemektedir.
Apoptozisi indiikleyerek, hiicre ¢ogalmasini inhibe ederek ve birden fazla hiicre sinyal
yolunu modiile ederek, kolon kanseri ve pankreas kanseri gibi gastrointestinal kanserler
izerinde etkili oldugu belirtilmektedir (Amaroli ve digerleri, 2024). Ayrica kurkumin,
bliylime faktorlii reseptorlerinin ve kinazlarin aktivitesini de diizenleyerek timor
bliylimesini ve ¢ogalmasimi da engelleyebilmektedir (Sharifi-Rad ve digerleri, 2020).
Yapilan bir in vitro ¢aligmada, meme kanseri hiicre hattinda kurkuminin, meme kanseri
ve cesitli kanserler icin tiimor baskilayict rolii nedeniyle dnemli bir kodlamayan RNA
olan miR-15a-5p geninin ifadesini arttirarak kanserli hiicre canliligin1 baskiladig: ortaya
konmustur (Suer ve digerleri, 2024). Sekil 2.11°de kurkuminin antikanser etkileri ve
yolaklar1 sematize edilmistir. Hiicre proliferasyonunun inhibisyonu, apoptozun
indiiklenmesi ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ile apoptotik proteinlerin modiilasyonu
dort temel etkisidir. Kurkumin; NF-kB, STAT3 ve AP-1 gibi temel transkripsiyon
faktorlerinin aktivitesini baskilar ve PI3K/Akt/mTOR ile MAPK/ERK gibi kritik sinyal
iletim yollarina miidahale eder. Ayrica VEGF, VEGFR2 ve matriks metalloproteinazlarin
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(MMP’ler) asagi regiilasyonu yoluyla anjiyogenez ve metastazi inhibe eder. DNA
metiltransferazlar (DNMT’ler) ve histon deasetilazlarin (HDAC’ler) inhibisyonu
aracilifiyla gerceklesen epigenetik diizenlemeler de kurkuminin antikanser 6zelliklerine
katkida bulunur. Son olarak kurkumin, FoF1-ATP sentazi inhibe ederek mitokondriyal
enerji metabolizmasint degistirir ve oksidatif stresi azaltir; boylece ATP iiretimini ve
kanser hiicrelerinin biiylimesi ile proliferasyonu icin kritik olan reaktif oksijen tiirlerinin

(ROS) olusumunu etkiler.
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Sekil 2.11. Kurkuminin antikanser etki mekanizmalar1 (Amaroli ve digerleri, 2024)

Yapilan calismalar, kurkuminin meme kanseri tedavisinde de umut verici sonuglar
gosterdigini, segici davranarak kurkuminin kanser hiicrelerinin apoptozunu indiiklemek
ve kanserli hiicrelerin biiylimesini hiicre dongiisiinii G2/M evresinde durdurmak suretiyle
sagladigini ve metastazini engelledigini ortaya koymustur (Song ve digerleri, 2019; J.
Zhu ve digerleri, 2024). Farkli meme kanseri tiplerine ait hiicre hatlar1 {izerinde
kurkuminin DNA hasar1 iizerindeki etkisini inceleyen bir c¢alismada, belirgin olarak
BRCA1 mutasyonuna sahip hiicre hattinda kurkuminin homolog rekombinasyon
mekanizmasina aracilik ederek kanserli hiicrelerin DNA hasarini indiikledigi ortaya
konmustur. Bu sonu¢ dogrultusunda kurkuminin 6zellikle BRCA1 mutasyonuna sahip
iclii negatif meme kanseri tedavisinde yardimci ajan olarak kullanimimin faydal

olabilecegi vurgulanmistir (Guney Eskiler ve digerleri, 2020).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu tez calismasinda L. acidophilus LA-5 susundan ekstrakte edilen ekzopolisakkaritlerin
resveratrol ve kurkumin ile kombinasyonlarinin olasi sitotoksik etkileri SRB
(Siilforodamin-B Assay) yontemi ve olas1 genotoksik/antigenotoksik etkileri geleneksel
test yontemlerinden Komet Test yontemi ile belirlenmistir. Izole edilen
ekzopolisakkaritlerin kimyasal yapilar1 da FTIR ve HPLC test yontemleri ile analiz

edilmistir.

Deneyler boyunca kullanilan malzeme ve ekipmanlar ile marka ve model bilgilerinin yer

aldigi liste Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan malzeme ve ekipmanlar ile marka-model bilgileri

Malzeme/Ekipman Ad1 Marka-Model

Lactobacillus acidophilus LA-5 Chr-Hansen, Novonesis

(liyofilize)

Kurkumin ve resveratrol (liyofilize) TTI Pharma, Dulylife, Bursa

MRS Broth Condalab, Madrid

Otoklav Cihazi NUVE SteamArt, OT 90L

Laminer Akim Kabini Class II Steril Kabin, Clean Air, PMV

Hassas Terazi Shimadzu, AUW220D

Terazi Sartorius

Su Banyosu NUVE BM302

Inkiibator (Bakteri kiiltiirii icin) N-BIOTEK, NB-201

Inkiibatér (Hiicre kiiltiirii icin) Steri-cycle 1160, Thermo Scientific

Sogutmal1 Santrifiij Cihaz1 KUBOTA 3780

Santrifiij Cihazi (Falkon uygun godeli) NUVE CN180

Santrifiij Cihaz1 (Eppendorf uygun godeli) | DLAB, D2012Plus

Diyaliz Membran (12-14 kDa/MWO) SERVAPOR, Serva Electrophoresis
GmbH

pH Metre pH50 Violab

Liyofilizator Christ, Alpha 2-4 LDPlus
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Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan malzeme ve ekipmanlar ile marka-model bilgileri
(devam)

DMEM Lonza, Biowhittaker

RPMI 1640 Capricorn Scientific

Anaerobik Jar Anaerojar, AG25, Oxoid Ltd., Hampshire

Mikroskop Euromex

Vortex Cihazi VELP Scientifica

ELISA Mikroplaka Okuyucu ALLSHENG, AMR100

Elektroforez Cihazi Cleaver Scientific, Consort EV261

Floresan Mikroskop Novel N-800M

Fotograflama Yazilimi Kameram 21, Mikrosistem, Istanbul,
Tiirkiye

Buzdolabi (-20°C ve +4°C) Altus

Dondurucu (-80°C) Karris

3.1. Probiyotik Bakteri ve Antioksidan Madde Temini

Deneyler i¢in probiyotik bakteri Lactobacillus acidophilus L.A-5 susu kullanilmistir (Chr-
Hansen, Novonesis). Kurkumin ve Resveratrol ekstreleri de liyofilize halde temin

edilmigtir (TTI Pharma, Dulylife, Bursa).
3.2. Ekzopolisakkarit (EPS) izolasyonu ve Karakterizasyonu

Ekzopolisakkarit izolasyonu Amiri ve arkadaslarinin yontemiyle (2019) bazi mindr
modifikasyonlarla elde edilmistir. Oncelikle toz formda olan MRS Broth besiyeri
iizerindeki talimatlara gére 52g/L olacak sekilde bir cam erlen i¢inde 500 ml distile su ile
cozdiirtiriildii. EPS iiretimini desteklemesi i¢in, bu ¢ozelti lizerine son konsantrasyonu
30g/L olacak sekilde, MRS Broth besiyerinin kendi i¢eriginde bulunan glikoz miktar1 da
g6z onilinde bulundurularak 5 g a-d-glikoz eklendi. Hazirlanan ¢ozelti 121°C’de 20 dk.
otoklav cihazi ile steril edildi ve 4°C’de 1 gece muhafaza edildi. 100 mg liyofilize bakteri
steril sartlarda tartilarak 6nceden hazirlanmis ve 37°C’ye 1sitilmis 40ml besiyerine ekimi

yapild1 ve revivifikasyon i¢in anaerobik jar icinde 37°C’de inkiibatorde 18 saat inkiibe
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edildi. 18 saat sonunda canlanan bakteri 37°C’ye 1sitilan cam erlende kalan 460 ml
besiyerine Bek alevi 6niinde eklendi ve toplam 500 ml’lik kiiltiir inokiilasyon i¢in 48 saat
40°C’de anaerobik jar i¢inde inkiibe edildi. 48 saat sonunda cam erlen i¢indeki kiiltiire
steril kosullarda son konsantrasyonu %4 olacak sekilde trikloroasetik asit (TCA) eklendi
ve homojenizasyon i¢in 37 °C'de 30-40 dakika boyunca ara ara karistirilarak inkiibatérde
bekletildi. Daha sonra ¢ozelti 50 ml’lik falkon tiiplere es miktarda ayrilarak 4°C’de
sogutmali santrifiij cihazi ile 8000 xg hizda 15 dakika santrifiij edildi, olusan pelletler
tiiplerin dibinde birakilarak siipernatan kisimlari aspire edildi. Toplanan siipernatan
izerine oran1 1:2 olacak sekilde 2 kat1 kadar soguk saf etanol eklendi ve 1 gece -20°C'de
cokelti olusumu icin bekletildi. Ertesi giin olusan ¢okelti ile birlikte tiim siv1 yine 50
ml’lik falkon tiiplere es miktarda aktarildi ve 4°C’de sogutmali santrifiij cihazi ile 10000
xg hizda 20 dakika santrifiij edildi. Dipte olusan pelletler toplanarak saflagtirma igin %70
etil alkol ile tekrar yikanarak ayni kosullarda santrifiij edildi. Son olusan siipernatan atildi
ve toplanan tiim pellet izerine ¢o6zdiirme islemi i¢in 50 ml kadar distile su eklendi. pH7’de
karistirict lizerinde tam ¢ozlinme saglandiktan sonra ¢ozelti 12-14 kda/MWO ozellikteki
diyaliz membrana aktarildi ve 4 °C'de ¢ozeltinin 100 kat hacmi kadar olacak sekilde
distile su igerisinde 48 saat boyunca giinde 2 kez diyaliz suyu degistirilerek kalintilar
uzaklastirildi. Diyaliz islemi bittikten sonra ¢dzelti liyofilizasyona uygun bir kap i¢inde
once -80°C'de donduruldu, liyofilizator cihazina (Christ, Alpha 2-4 LDPlus) konarak
main drying ve final drying olmak iizere iki asamada toz haline gelinceye kadar liyofilize
edildi. Liyofilize edilen EPS uzun siire deneylerde kullanilmak iizere -20°C'de muhafaza

edildi.

Liyofilizasyon sonrasi elde edilen EPS’nin karakterizasyon analizleri FTIR yontemi ile
Bursa Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii’nden; HPLC ydntemi
ile analizler ise ODTU Merkez Laboratuvar1 Molekiiler Biyoloji-Biyoteknoloji Ar-Ge
Merkezi Kromatografi ve Fermentasyon Laboratuvari’ndan hizmet alimi yoluyla

yaptirimstir.
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3.3. EPS ve Antioksidan Maddelerin Sitotoksik Analizleri

3.3.1. Hiicre kiiltiirii temini, besiyeri ve bilyiime kosullar1

Meme Kanseri hiicre hatlar1 MCF7 ve MDA-MB231, Bursa Uludag Universitesi,
Biyoloji Boliimii Genetik Arastirma Laboratuvari’ndan temin edilmistir. MCF-7 hiicre
hatt1 i¢in %10 fetal bovine serum (FBS), %1 Penisilin (100U/ml)-Streptomisin (100
pg/ml), %1 L-Glutamin igeren ve 10 pg/ml oraninda insiilin eklenmis DMEM; MDA-
MB-231 hiicre hatt1 i¢in ise, %10 fetal bovine serum (FBS), %1 Penisilin (100U/ml)-
Streptomisin (100 pg/ml), %1 L-Glutamin igeren yiiksek glikozlu RPMI 1640 besiyeri
kullanilmigtir. MCF-7 pasajlama islemlerinde %0,05 lik, MDA-MB-231 pasajlama
islemlerinde ise %0,25°1ik Trypsin EDTA kullanilmigtir. Her iki hiicre hatti deneyler
boyunca kullanilmadiklart siiregclerde 37°C sicaklikta, neme doygun, %5 CO:

kosullarinda inkiibatérde tutulmustur.
3.3.2. Hiicrelerin ¢ozdiiriilme, pasajlanma ve dondurulma kosullar

-80°C'de dondurulmus olan hiicre soylar1 su banyosunda 37°C'de siv1 hale gectikten
sonra 15 ml’lik falkon tiipe aktarildi ve lizerine 2-2,5 ml kadar besiyeri eklendi. 1000 rpm
hizda 5 dk santrifiij edildi ve siipernatan atilarak DMSO uzaklastirildi. Kalan hiicre
pelletinin 75 c¢m?’lik hiicre kiiltiir kaplarina ekimi yapildi. Uygun kosullardaki
inkiibatorde tutularak hergiin gozlemlenen hiicrelerin ortalama iki giinde bir kez besiyeri
degistirildi ve %80 konfluense ulastiginda pasajlama islemi yapildi. Pasajlama islemi i¢in
hiicreler 1xPBS ile yikandi ve hiicreye uygun Trypsin EDTA eklenerek 5 dk inkiibe
edildi. Siire sonunda invert mikroskop altinda incelenen hiicrelerin ylizeyden ayrildig:
goriildiigiinde tripsinasyon durdurularak hiicreler toplandi. Toplanan hiicreler 1000 x rpm
hizda 5 dk. santrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirildi ve hiicre pelletine 2-3 ml kadar
besiyeri eklendi. Bu asamadan sonra hiicreler deneyde kullanilacaksa sayim islemine
alindi, kalan hiicreler ise cryovial tiiplerde son hacim %S5 olacak sekilde DMSO eklenerek

-80°C’de donduruldu.
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3.3.3. EPS ve antioksidan maddelerin ¢ozdiiriilmesi, stoklanmasi ve filtrelenmesi

Liyofilize halde temin edilen kurkumin ve resveratrol sirastyla 270 mM ve 440mM olacak
sekilde saf Dimetil Siilfoksit (DMSO) icinde ¢ozdiiriildii ve 10 dk. sonike edilerek ana
stok hazirlandi. Alikotlanarak -20°C’de deneyler boyunca kullanilmak iizere donduruldu.
Deneyden hemen once ¢ozdiiriilerek medium ile ara stoklar hazirlandi ve nihai hedef
derisimde ¢dzelti olusturuldu. Liyofilize haldeki EPS ise, deneylerden hemen dnce steril
distile su ile ¢ozdiiriiliip vortex cihazi ile karistirtlarak kullanildi. Literatiirde, kimyasal
dayanimi yiiksek oldugu i¢in etanol ve DMSO gibi solventlerde ¢oziinen hidrofobik
ozellikteki maddelerin filtrasyonu i¢in PTFE membranlar uygun goriilmektedir (Hou ve
digerleri, 2024). Hidrofilik 6zellikteki PES membranlarin da polisakkarit ya da protein
yapilarda madde kaybini minimumda tuttugu belirtilmistir (Yun ve digerleri, 2023). Bu
bilgiler dogrultusunda, kurkumin ve resveratrol kuyucuklardaki hiicre ortamina 0,22 pm
gbzenek capina sahip hidrofilik politetrafloroetilen (PTFE) filtreden gegirilerek; EPS ise
0,22 um gozenek ¢apina sahip polietersiilfon (PES) filtreden gecirilerek eklenmistir.

3.3.4. Sitotoksik aktivitelerin belirlenmesi

EPS, Kurkumin ve Resveratrol’in MCF7 ve MDA-MB231 hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkisinin belirlenmesi 1990 yilinda Skehan ve arkadaslarinin gelistirdigi
Sulforodamin B (SRB) testi yontemi ile gergeklestirilmistir (Skehan ve digerleri,1990).
Y 6ntemin prensibi, trikloro asetik asit (TCA) ile sabitlenmis hiicrelerin protein igerigine
SRB’nin asidik kosullarda baglanabilmesine dayanir. SRB, asidik pH’ta bazik
aminoasitlere baglanir ve bazik ortamda tekrar ¢ézlinerek hiicre miktarina bagl olarak

kolorimetrik bir dl¢im yapilmasina olanak verir.

Yontem, kullanilan etken maddelerin adezyon gosteren hiicreler iizerindeki sitotoksik
etkilerini 96 kuyucuklu plakalarda taramak i¢in optimize edilmistir. Belirlenen siirede
inkiibasyon sonrasinda hiicre monolayerleri %10 (w/v) triklorasetik asit ile fikse edilir ve
30 dakika SRB boyasina maruz birakilir; ardindan fazla boya %1 (v/v) asetik asit ile
birka¢ kez yikanarak uzaklastirilir. Proteinlere baglanan SRB boyasi, 10 mM Tris baz
cozeltisi i¢inde ¢oziilir ve mikroplaka okuyucu araciligiyla 510-570 nm’de optik

yogunluk ol¢iiliir.
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Diger canlilik testlerine kiyasla SRB yontemi proteinlerin boyanmasi esasina dayalidir.
Kisa stirede ¢cok sayida 6rnegin test edilmesine olanak saglamasi, ayn1 zamanda yalnizca
basit ekipman ve diisiik maliyetli reaktifler gerektirmesi nedenleriyle SRB testi, tarama

icin verimli bir yontem olarak degerlendirilmektedir (Vichai ve Kirtikara, 2006).

SRB analizi i¢in 6ncelikle uygun kosullarda agilan ve 75cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarina
ekilen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 %80 konfluense ulastiginda hiicre sayim
islemi triphan blue boyama yontemi ile thoma lam lamel preparati hazirlanarak
mikroskop altinda degerlendirildi. Sayim sonrasi her bir hiicre hattt i¢cin ayr1 iki 96
kuyucuklu plaka hazirlanarak etiketlendi ve her bir kuyucukta 100 pl’de 4x103 sayida
hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Ekilen MCF-7 hiicreleri 48 saat, MDA-MB-231
hiicreleri 24 saat 37°C'de, %5 CO> kosullarinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
MDA-MB-231 hiicrelerine ve MCF-7 hiicrelerine doz-cevap denemeleri genis doz
araliklarinda degerlendirilmistir. EPS, kurkumin, resveratrol ve siklofosfamid (pozitif
kontrol) doz-cevap denemeleri icin taranan dozlar1 Cizelge 3.2.’de verilmistir. Tiim doz
denemeleri ve deneylerde 3 tekrarli olarak negatif kontrol (blank), solvent kontrol (%0,2
DMSO) ve pozitif kontrol deney setine alinmigtir. Her iki hiicre hatt1 da etken madde

uygulama sonrasi 48 saat ayni kosullarda inkiibe edilmistir.

Cizelge 3.2. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanan etken maddeler ve dozlar1

EPS (mg/ml) Kurkumin(pM) Resveratrol(pnM) | Siklofosfamid(mM)

20 300 1000 20

17,5 150 750 10
15 75 500 5
10 37,5 250 2,5

7,5 18,75 125 1,25
5 9,4 62,5

3,75 4,7 31,2

2,5 2,35 15,6

Inkiibasyon sonrasinda, mikroplakalarin her kuyucuguna 25’er ul %50°lik trikloro asetik

asit (TCA) eklendi, 151k maruziyeti engellenerek 4°C’de 1,5 saat inkiibe edildi ve
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sonrasinda deiyonize su ile 5 kez yikandi. Tamamen kuruduktan sonra her kuyucuga
%1’lik (v/v) asetik asit ile hazirlanan %0,4 (w/v) SRB c¢ozeltisinden 50°ser pl
pipetlenerek eklendi ve 30 dakika normal oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda %
I'lik (v/v) asetik asit ¢ozeltisiyle plakalar 5 kez yikanmistir. Kuyucuklarin tamamen
kurumasinin ardindan 10 mM tris bazi1 her bir kuyucuga eklendi ve yine oda sicakliginda
15 dk bekletildi. Siire sonunda absorbans degerleri 570 nm dalgaboyunda ELISA
mikroplaka okuyucusu (ALLSHENG, AMR100) ile dl¢iilmiistiir.

Elde edilen veriler dogrultusunda % canlilik degerleri asagidaki formiile gore

hesaplanmistir:

0% Canlilik = ——omek — % 100

ICso degerleri bu formiil iizerinden belirlenmistir.

Her iki hiicre hattinda da doz-cevap denemeleri ile taranmis ve EPS, kurkumin ve
resveratroliin I1Cso dozlar1 belirlenmistir. EPS, resveratrol ve kurkuminin tek tek ve
kombinasyon dozlarmin sitotoksik etkilerinin incelenmesi amaciyla yeni bir deney
tasarimi olusturulmustur. ICso dozlarinda uygulanan farkli kombinasyon modelleri
Cizelge 3.3.’de gosterilmistir. Farkli kombinasyonlarda kullanilan EPS, kurkumin ve
resveratroliin sinerjistik/antagonistik etkilesimlerini 6lgmek i¢in asagida yer alan Chou-

Talalay Metodu formiilii kullanilarak CI indeksleri hesaplanmistir (Chou, 2010).

D1 (D)2

‘=mo1 T o2
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Cizelge 3.3. Her iki hiicre hattinda ICso dozlarinda uygulanan EPS, kurkumin ve
resveratroliin kombinasyon modelleri

MDA-MB-231 MCF-7
EPS EPS
Kurkumin (Kur) Kurkumin (Kur)
Resveratrol (Rsv) Resveratrol (Rsv)
Kur+Rsv Kur+Rsv
EPS+Kur EPS+Kur
EPS+Rsv EPS+Rsv
EPS+Kur+Rsv EPS+Kur+Rsv

3.4. EPS, Kurkumin ve Resveratrol’iin Genotoksik/Antigenotoksik Potansiyelinin

in vitro Belirlenmesi

3.4.1. In vitro alkali komet testi

EPS, Kurkumin ve Resveratrol’in MCF7 ve MDA-MB231 hiicreleri tizerindeki
genotoksik ve/veya antigenotoksik etkilerini belirlemek i¢in Singh ve digerleri (1988) in
vitro alkali komet testi modifikasyonlarla uygulanmistir. Alkali komet testi, tek tek
hiicrelerde DNA zincir kiriklarimi1 6lgmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu yontem,
parcalanmis DNA’nin agaroz jel i¢inde elektroforez sirasinda saglam DNA’ya gore daha
hizli gd¢ etmesi prensibine dayanir. Ozet anlatimla agaroz jel icindeki tek hiicre
siispansiyonlart mikroskop lamlar1 {iizerine yerlestirilir, membranlart bozmak ve
histonlar1 uzaklastirmak i¢in deterjan ve yiiksek molariteli NaCl ile lizis yapilir, ardindan
elektroforeze tabi tutulur. Zincir kiriklar: varliginda DNA, katottan anota dogru go¢ eder
ve floresan boya ile boyanip floresan mikroskop altinda incelendiginde kuyruklu yildiz1
andiran bir goriintii olusturur (Collins ve digerleri, 2023). Cok yonliiliigii ve yiiksek
duyarliligt sayesinde bu yontem, c¢ok cesitli deneysel kosullar altinda farklhi
organizmalardan elde edilen hiicrelerde kimyasal veya fiziksel ajanlarin neden oldugu

DNA hasarini degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir (Cordelli ve digerleri, 2021).

Test i¢in 6 kuyucuklu plakalara 3x10°/2 ml olacak sekilde MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicreleri ekilmistir. MCF-7 hiicreleri 48 saatlik, MDA-MB-231 hiicreleri ise 24 saatlik
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inkiibasyon sonrasinda %80 konfluense ulasmustir. inkiibasyon sonrasi kuyucuklara doz-
cevap denemeleri sonucunda belirlenen ICso dozlarinda EPS, Kurkumin, Resveratrol ve
kombine halde EPS+Kur+Rsv uygulanmistir. Inkiibasyon siiresinin son 1 saatinde pozitif
kontrol ajan1 olarak gii¢lii bir genotoksik etkiye sahip oldugu bilinen etil metan siilfonat
(EMS) 40uM olarak literatiire uygun sekilde uygulanmistir (Matos ve digerleri, 2019).
Tiim Komet deney setlerinde negatif kontrol ve pozitif kontrol (EMS), EPS, kurkumin,

resveratrol ve kombinasyon gruplar her iki hiicre hatt1 i¢in birlikte uygulanmistir.

Siire sonunda kuyucuklardaki medium aspire edilerek uzaklastirilmis ve hiicre hatlarinin
kendilerine 6zgii besiyeri ve tripsin kullanarak hiicre pasajlama isleminde oldugu gibi her
bir kuyuda bulunan hiicreler ayr1 ayr tripsin ile kaldirilmis, her kuyuya 1xPBS eklenmis
ve mikroskop altinda sayilmistir. Sayim sonrasi gerekli ise PBS ile seyreltilerek 60 pl’de
3x10* sayida hiicre olacak sekilde siispansiyon hazirlanmigtir. Hiicre siispansiyonlarimin
her birinin {izerine final konsantrasyon % 0,65 olacak sekilde diisiik erime noktali (LMP)

agar eklenmistir.

Lamlar %1°lik Normal Erime Noktali (NMP) agar ile kaplanip etiketlenen lamlar iizerine
hizlica hazirlanan hiicre siispansiyonu eklenmistir. Lamlar 20x40 mm lameller ile
kapatilmig ve jelin katilagmasi i¢in +4 °C’de bekletilmistir. Sonrasinda, lameller katilagan
jeli zedelememeye 6zen gostererek kaldirilmis ve lamlar icerisinde lizis ¢ozeltisi (2,5 M
NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10 mM tris bazi, %1 Triton X-100, %10 DMSO; pH:10)
bulunan salelere yerlestirilerek +4 °C’de karanlikta gece boyunca bekletilmistir. Ertesi
giin lamlar icinde soguk elektroforez tamponu c¢ozeltisi (300 mM NaOH, 1 mM
NaEDTA; pH :13) bulunan elektroforez tankina yerlestirilmis ve lamlar bu ¢ozeltide
DNA sarmalinin acgilmasi i¢in 15 dk bekletilmistir. Sonrasinda 25 V ve 300 mA’de 30
dk yiiriitme islemi gerceklestirilmistir. Yiiriitmenin ardindan tanktan alinan lamlar pH’1n
dengelenmesi i¢in +4 °C’deki noétralizasyon tamponuna (0,4 M tris bazi; pH:7,5)
yerlestirilmistir ve 5 dk bekletilmistir. Siire sonunda distile su ile yikanan lamlar
kurumaya birakilmistir. Lamlar iyice kuruduktan sonra soguk saf etil alkol ile sale i¢inde
+4 °C’de 5 dk daha bekletilmis ve yeniden siire sonunda kurumaya birakilmistir. Kuruyan
lamlarin {izerine son konsantrasyon 2 pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir eklenerek
20%20 lamel kapatilmistir ve Novel N-800M floresans atagmanli faz kontrast
mikroskopta %200 biiylitme ile BP 546/10 nm filtre kullanilarak incelenmistir. Her bir
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deney grubu i¢in minimum 50 hiicre sayilmis ve fotograflanmistir. Fotograflar, Kameram
21 (Mikrosistem, Istanbul, Tiirkiye) yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir.
Degerlendirme verileri olarak komet alani, komet uzunlugu, komet yogunlugu, kuyruk
uzunlugu, kuyruk % DNA, kuyruk moment uzakligi, kafa yogunlugu, kafa % DNA ve
Olive kuyruk momenti ile Genetik Hasar Indeksi (GHI) ve Hasarli Hiicre Yiizdesi (HHY)

kullanilmistir.

Genetik Hasar Indeksi (GHI) ve Hasarli Hiicre Yiizdesi asagidaki formiiller aracilig1 ile

hesaplanmistir:
_ (I xXTipl) + (2 x XTip2) + (3 X ETip3) + (4 X ETip4)

GHI - - - - -
XTip0 + XTipl + ETip2 + XTip3 + XTip4

ITip2 + XTip3 + XTip4

HHY = = - - - -
XTip0 + XTipl + ETip2 + XTip3 + XTip4

Gorsel olarak DNA hasarinin degerlendirilmesi ve smniflandirilmasi Sekil 3.1.°de
verilmistir. Hasarsiz hiicreler Tip 0 olarak degerlendirilirken, hasar goriintiisii arttik¢a Tip

4’e kadar siniflandirma yapilmistir.
-

Sekil 3.1. Komet testi sonucu gorsel genetik hasar siniflamasi A) Tip 0, B) Tip 1, C) Tip
2,D)Tip3,E) Tip4
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3.5. Ilstatistiksel Analiz

Deneyler sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel analizleri, SPSS 29.0 paket
bilgisayar programi kullanilarak yapilmistir. Ortalamalar arasindaki farkliliklar normalite
testinin akabinde parametrik testlerden One Way ANOVA; non-parametrik testlerden
Kruskall Wallis testi ile incelenmistir. Fark gruplar1 uygun Post Hoc analiz testlerinden
Tamhane’s T2 testi ve/veya Tukey HSD testi kullanilarak degerlendirilmistir. Gruplar
arasindaki farklar p < 0,05 anlamlilik seviyesinde verilmistir. Grafikler Microsoft 365

Excel programi ve SPSS 29.0 paket programu ile olusturulmustur.
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4.BULGULAR
4.1. EPS Fiziksel Ozellikleri ve Kimyasal Profili

Yapilan ekstraksiyon islemleri sonucunda liyofilize halde 187 mg. EPS elde edilmistir.
Elde edilen EPS’nin rengi gri-beyaz tonlarda, hafif yapiskan bir toz goriiniimiindedir.
Sekil 4.1°de Lactobacillus acidophilus LLA-5 susundan elde edilen liyofilize EPS (LA-5
EPS) gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Lactobacillus acidophilus LA-5 susundan elde edilen liyofilize EPS

FTIR analizlerine gore; L. acidophilus LA-5 susundan elde edilen EPS (LA-5 EPS
orneginde 3266 cm™ civarinda gozlenen genis bantlar hidroksil (O-H) gerilme
titresimlerine karsilik gelmektedir. 29462884 cm™ bolgelerinde gézlenen bantlar alifatik
C-H gerilme titresimleri ile iliskilidir ve organik karbon iskeletinin varligini
gostermektedir. Spektrumda yaklasik 1650 cm™ civarinda goriilen pikler karbonil (C=0)
gruplarinin asimetrik gerilme titresimlerine karsilik gelmektedir. Ayrica 1400—1200cm™
araliginda goriilen bantlar karboksilat (COO~) gruplarmin gerilme titresimleri ile
iliskilendirilmekte ve asidik polisakkarit yapilarinin varligina isaret etmektedir. 1054
cm™!' civarinda gozlenen giiclii bantlar ise C—O ve C—O—C gerilme titresimlerine karsilik
gelmektedir. Bunun yaninda 812 cm™ araliginda gozlenen pikler glikozidik baglara ait
titresimler olup seker monomerlerinin a- ve B-baglar ile baglandigini gostermektedir.

Sekil 4.2.°de LA-5 EPS’ye ait FTIR analizi grafigi goriilmektedir.
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Sekil 4.2. Lactobacillus acidophilus LA-5 susundan elde edilen ekzopolisakkarit
oregine ait FTIR analizi sonucu. Dalga sayisi (wavenumber - cm’!) ve
gecirgenlik/absorbans (transmittance - %T) degerleri gosterilmistir.

HPLC analizlerine gore ise elde edilen ekzopolisakkaritin monosakkarit
kompozisyonunda fruktoz 0,3 £ 0,0 mg/ml, glikoz 0,2 + 0,0 mg/ml, mannoz 0,2 + 0,0
mg/ml ve ramnoz 0,02 £ 0,00 mg/ml miktarlarinda tespit edilmistir. Galaktoz tespit

edilmemistir.
4.2. Sitotoksisiste Analizi Sonuc¢lari
4.2.1.EPS sitotoksisite analiz sonuclari

MCF-7 hiicre hattinda 48 saat siireyle yapilan EPS doz-cevap denemeleri ile elde edilen
canlilik oranlar1 grafigi Sekil 4.3°de verilmistir. MCF-7 hiicre hattinda LA-5 EPS’nin ICs
degeri 8,00 mg/ml olarak tespit edilmis ve canlilik oranlarinin doza bagimli olarak
azaldig1 bulunmustur. LA-5 EPS’nin MDA-MB-231 hiicre hattinda uygulanmasi sonucu
elde edilen canlilik oranlar1 Sekil 4.4’de verilmistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda LA-5
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EPS’nin 1Cso degeri 9,8 mg/ml olarak tespit edilmistir. MCF-7’ye benzer sekilde EPS

uygulamasi sonucunda % canlilik oranlarinin doza bagimli olarak azaldig: goriilmiistiir.

MCF-7 (EPS)
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Sekil 4.3. LA-5 EPS’nin uygulama dozlarina gére MCF-7 hiicrelerinin canlilik oranlar1

Her bir veri noktas1 ayni kosullarda yiiriitiilen {i¢ bagimsiz kuyunun ortalamasi + standart
sapma (SD) olarak sunulmustur.

MDA-MB-231 (EPS)
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Sekil 4.4. LA-5 EPS’nin uygulama dozlarma gére MDA-MB-231 hiicrelerinin canlilik

oranlari. Her bir veri noktasi ayni kosullarda yiiriitiilen ii¢ bagimsiz kuyunun ortalamasi
+ standart sapma (SD) olarak sunulmustur.

44



4.2.2.Resveratrol sitotoksisite analizleri

Resveratroliin MCF-7 hiicre hattinda farkli dozlara gore canlilik oranlari yiizde (%)
olarak Sekil 4.5° de  gosterilmistir. MCF-7 hiicre hattinda resveratroliin ICso degeri
575,83 uM olarak tespit edilmigtir. MDA-MB-231 hiicre hattinda resveratrol uygulamasi
sonucunda Olc¢iilen canlilik oranlart Sekil 4.6.’da gosterilmigtir. MDA-MB-231 hiicre

hattinda resveratroliin ICso degeri 441,75 uM olarak tespit edilmistir.

MCF-7 (Resveratrol)
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Sekil 4.5. Resveratroliin uygulama dozlarina gére MCF-7 hiicrelerinin canlilik oranlari

Her bir veri noktas1 ayni kosullarda yiiriitiilen {i¢ bagimsiz kuyunun ortalamasi + standart
sapma (SD) olarak sunulmustur.
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Sekil 4.6. Resveratroliin uygulama dozlarina gore MDA-MB-231 hiicrelerinin canlilik
oranlari. Her bir veri noktas1 ayn1 kosullarda yiiriitiilen {i¢ bagimsiz kuyunun ortalamasi
+ standart sapma (SD) olarak sunulmustur.

Her iki hiicre hattinda da resveratrol uygulamasi ile hiicre canliliginin doza bagli olarak

azaldig1 goriilmektedir.
4.2.3.Kurkuminin sitotoksik analizleri

Kurkuminin doz-cevap denemeleri sonucu MCF-7 hiicre hatti i¢in % canlilik oranlari
Sekil 4.7.°de, MDA-MB-231 hiicre hatt1 icin ise Sekil 4.8’de gosterilmistir.

MCF-7 hiicre hattinda kurkuminin ICso degeri 72,2 uM, MDA-MB-231 hiicre hattinda
kurkuminin ICso degeri 247,25 uM olarak belirlenmistir. Kurkuminin MDA-MB-231
hiicre hattinda 75uM’a kadar olan dozlardaki uygulamasinin canlilik iizerinde herhangi
bir etki gostermezken, bu dozdan itibaren artan dozlarda hiicre canliliginda diisiis

goriilmektedir. MCF-7 hiicre hattinda ise kurkumin uygulamasinin doza bagli olarak

hiicre canliligin1 6nemli 6l¢iide azalttigr goriilmiistiir.
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Sekil 4.7. Kurkuminin uygulama dozlarina gére MCF-7 hiicrelerinin canlilik oranlari

Her bir veri noktas1 ayni kosullarda yiiriitiilen {i¢ bagimsiz kuyunun ortalamasi + standart
sapma (SD) olarak sunulmustur.
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Sekil 4.8. Kurkuminin uygulama dozlarina géore MDA-MB-231 hiicrelerinin canlilik

oranlari. Her bir veri noktasi ayni kosullarda yiiriitiilen ii¢ bagimsiz kuyunun ortalamasi
+ standart sapma (SD) olarak sunulmustur.
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4.2 4. Siklofosfamidin (SF) sitotoksik analizleri

MCF-7 hiicre hattinda siklofosfamid ICso degeri 12,73 mM olarak tespit edilmistir. Sekil
4.9’da siklofosfamidin MCF-7 hiicre hattinda 48 saatlik uygulama sonunda farkli dozlara
gore canlilik oranlar1 % olarak gosterilmisti. MDA-MB-231 hiicre hattinda
siklofosfamidin ICso degeri 10 mM olarak tespit edilmistir. Sekil 4.10’da siklofosfamidin
MDA-MB-231 hiicre hattinda 48 saatlik uygulama sonunda farkli dozlara gore canlilik
oranlar1 % olarak gosterilmistir. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri siklofosfamid

uygulama dozu arttik¢a % hiicre canlilik oranlar1 dogru orantili olarak azalmaktadir.

MCEF-7 (Siklofosfamid)
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Sekil 4.9. Siklofosfamidin uygulama dozlarina gére MCF-7 hiicrelerinin canlilik oranlari

Her bir veri noktas1 ayni kosullarda yiiriitiilen {i¢ bagimsiz kuyunun ortalamasi + standart
sapma (SD) olarak sunulmustur.
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Sekil 4.10. Siklofosfamidin uygulama dozlarina gére MDA-MB-231 hiicrelerinin canlilik
oranlar1. Her bir veri noktas1 ayn1 kosullarda yiiriitiilen li¢ bagimsiz kuyunun ortalamasi
+ standart sapma (SD) olarak sunulmustur.

4.2.5. EPS-Resveratrol-Kurkumin kombinasyonlarinin sitotoksik analizleri

EPS’nin kurkumin ile ikili, resveratrol ile ikili, resveratrol ve kurkumin ile {i¢li
kombinasyonlarinin her iki hiicre hattindaki sitotoksik etkilerinin nasil olacagini
gozlemlemek amactyla yapilan SRB testinde; MCF-7 hiicre hattinda en diisiik canlilik
orant  %33,9 ile EPS+Kurkumint+Resveratrol kombinasyonu uygulamasinda
gozlemlenmistir. EPS+kurkumin kombinasyonu sonucu canlihik oram1 = %48;
EPS+Resveratrol kombinasyonu sonucu canlilik orant %39,5 ve Kurkumin+Resveratrol
kombinasyonu sonucu canlilik orani %45,9 olarak tespit edilmistir. Sekil 4.11°da MCF-
7 hiicre hattinda EPS, kurkumin ve resveratroliin belirlenen ICso dozlarmmin farkli
kombinasyonlarin uygulanmasi sonundaki canlilik oranlar1 gosterilmistir. MDA-MB-231
hiicre hattinda en diisik canlilik oranmi %35,6 ile EPS+Kurkumin+Resveratrol
kombinasyonu uygulamasinda gézlemlenmistir. EPS+kurkumin kombinasyonu sonucu
canlilik orant %46,5; EPS+Resveratrol kombinasyonu sonucu canlilik orant %44,3 ve
Kurkumin+Resveratrol kombinasyonu sonucu canlilik orani %352,7 olarak tespit

edilmistir. Sekil 4.12’de MDA-MB-231 hiicre hattinda EPS, kurkumin ve resveratroliin
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belirlenen ICso dozlarmin farkli kombinasyonlarin uygulanmasi sonundaki canlilik

oranlar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.11. EPS-Resveratrol-Kurkumin farklt kombinasyonlarina gére MCF-7 hiicre
hattindaki canlilik oranlar1. Her bir veri noktasi ayni kosullarda yiiriitiilen ii¢ bagimsiz
kuyunun ortalamasi * standart sapma (SD) olarak sunulmustur.
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Sekil 4.12. EPS-Resveratrol-Kurkumin farkli kombinasyonlarma gére MDA-MB-231
hiicre hattindaki canlilik oranlari. Her bir veri noktasi ayni kosullarda yiiriitiilen ii¢
bagimsiz kuyunun ortalamasi + standart sapma (SD) olarak sunulmustur.
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Iki hiicre hattinda EPS, kurkumin ve resveratrol kombinasyon uygulamalari
dogrultusundaki canlilik oranlar1 karsilagtirmali olarak Sekil 4.13° de verilmistir. Bu
verilere gore EPS uygulamasi sonucunda MDA-MB-231 hiicre hattindaki canlilik orani
MCF-7 hiicre hattindan %12,59 daha yiiksek olarak bulunmustur. Kurkumin uygulamasi
sonucunda MDA-MB-231 hiicrelerine kiyasla MCF-7 hiicrelerindeki canlilik oranlar
%26,31 daha diisiik olgiiliirken; resveratrol uygulama sonuclarina gére MDA-MB-
231’deki canlilik orant MCF-7 hiicrelerinden %38,55 daha yiiksektir. EPS’nin kurkumin
ile kombine uygulanmasi ile MDA-MB-231’ya kiyasla MCF-7 hiicre hatlarinda 6l¢iilen
canlilik oranlar1 %0,82 daha diisiiktiir. EPS’nin resveratrol ile kombinasyonu sonucu
Olgiilen canlilik oranlart MDA-MB-231 hiicrelerine gére MCF-7 hiicrelerinde %5,76
daha yiiksek kaydedilmistir. Kurkumin ve resveratroliin ikili kombinasyon etkisiyle
MDA-MB-231’ye kiyasla MCF-7 hiicrelerinde Ol¢iilen canlilik oranlar1 %4,57 daha
diisiik 6lciilmiistiir. EPS kurkumin ve resveratroliin ii¢lii kombinasyon etkisinin MDA-
MB-231’da goriilen canlilik oran1 MCF-7 hiicrelerinde 6lgiilen canlilik oranindan %1,37

daha fazla oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.13. EPS, kurkumin ve resveratroliin farkl1 kombinasyonlarinin MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicrelerindeki canlilik orani karsilagtirmasi. Her bir veri noktasi ayni kosullarda
yliriitiilen li¢ bagimsiz kuyunun ortalamasi + standart sapma (SD) olarak sunulmustur.
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Bu kombinasyonlarin  hiicre hatlar1  {lizerindeki sinerjistik/antagonistik  etki
tanimlamalarint yapabilmek amaci ile uygulanan Chou-Talalay Metodu’na gore
hesaplanan kombinasyon indeksleri (CI) Cizelge 4.1.’de sunulmustur. Belirlenen indeks
degerlerine gore tiim kombinasyonlar her iki hiicre hattinda da CI >1 olarak hesaplanmis

ve antagonistik etki olarak tanimlanmuistir.

Cizelge 4.1. Chou-Talalay metoduna gére MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
kullanilan kombinasyonlarin kombinasyon indeks degerleri ve etki tanimlamalar1

Kombinasyon
Biyoaktif Bilesenler Hiicre Soyu Indeksi(CI) Etki Tanimi
EPS+Kurkumin MCEF-7 1,74 Antagonizm
EPS+Resveratrol MCEF-7 1,41 Antagonizm
Kurkumin+Resveratrol MCEF-7 1,81 Antagonizm
EPS+Kurkumin+Resveratrol MCF-7 1,88 Antagonizm
EPS+Kurkumin MDA-MB-231 1,89 Antagonizm
EPS+Resveratrol MDA-MB-231 1,64 Antagonizm
Kurkumin+Resveratrol MDA-MB-231 2,03 Antagonizm
EPS+Kurkumin+Resveratrol MDA-MB-231 1,86 Antagonizm

4.3. Alkali Komet Testi Bulgular:
4.3.1. MCF-7 hiicre hatt1 alkali komet testi bulgulari

MCF-7 hiicreleri tizerinde EPS, kurkumin, resveratrol ile bunlarin ii¢lii kombinasyonu ve
pozitif kontrol grubu olarak eklenen EMS’nin alkali komet testi ile yapilan 6l¢ciim
sonuclarinin negatif kontrol grubuna gore fark analizleri Cizelge 4.2.”de verilmistir. Sekil
4.14’de MCF-7 hiicre hattinda EPS, resveratrol, kurkumin, EPS+kurkumin+resveratrol
iiclii kombinasyonu, pozitif kontrol olarak EMS ve negatif kontrol gruplarmin komet
alani, komet yogunlugu, komet uzunlugu, kafa yogunlugu, kafa % DNA, kuyruk % DNA,
kuyruk uzunlugu, kuyruk moment uzakligi ve olive kuyruk momenti Ol¢limleri
gosterilmistir.

MCF-7 hiicre hattinda kuyucuklardaki hiicrelere eklenen EPS, kurkumin, resveratrol ve
bu iic maddenin birlikte eklendigi iiclii kombinasyonun sonuglari, negatif kontrol grubu

ile kiyaslandiginda tiimiiniin komet alan1 (Sekil 4.14, A) ve komet uzunlugu (Sekil 4.14,
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B), p<0,001 diizeyinde anlamli olarak fazla tespit edilmistir. Komet yogunlugu (Sekil
4.14, C) ise kurkumin hari¢ diger parametrelerde yine p<0,001diizeyinde anlamli olarak

fazla tespit edilmistir.

Kafa yogunlugu (Sekil 4.14, D) sadece resveratrol eklenen grupta ve EMS eklenerek
olusturulan pozitif kontrol grubunda p<0,001 diizeyinde anlamli olarak fazla tespit
edilmigtir. Kafa % DNA (Sekil 4.14, E) EPS, EPS+Kurkumin+Resveratrol
kombinasyonlarinda ve pozitif kontrolde, negatif kontrole gére p<0,001 diizeyinde
anlamli olarak diisiik iken; paralel sekilde kuyruk % DNA (Sekil 4.14, F) ayn1 6l¢iide
diistiktiir.

Kuyruk uzunlugu (Sekil 4.14, G) da EPS, EPS+Kurkumin+Resveratrol kombinasyonu ve
pozitif kontrolde istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde anlamli Ol¢iide fazla tespit
edilmistir. Kuyruk moment uzaklig1 (Sekil 4.14, H) tiim uygulamalarda negatif kontrole
gore p<0,001 diizeyinde anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Olive kuyruk momenti
(Sekil 4.14, 1) ise sadece EPS, EPS+Kurkumin+Resveratrol kombinasyonu ve pozitif
kontrol grubunda p<0,001 diizeyinde anlamli olarak negatif kontrol grubuna kiyasla

yliksek tespit edilmistir.

Kurkumin ve resveratroliin tek bagina uygulamalarinda negatif kontrol grubuna gore
kuyruk moment uzaklig1 istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde anlamli bulunmasina
karsin kafa DNA orani, kuyruk DNA orani ve olive kuyruk momenti parametrelerinde

istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir.
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Cizelge 4.2. MCF-7 hiicrelerinde komet testi ortalama ve standart hata degerleri ile negatif kontrol grubu ve EPS grubuna gore fark analizleri

Veriler ortalama deger + standart hata (SE) olarak sunulmustur.

a¥EE

akEE

akEE

akEE ik

Pl i

akEE Rk

akEE

akEE

Komet Komet Kafa Kafa % Kuyruk % Kuyruk Kuyruk Olive
Komet Alam Uzunlugu Yogunlugu Yogunlugu DNA DNA Uzunlugu Moment Kuyruk
g g g g g g Uzakhg Momenti
KNegatlf 367. 1})15*13.99 27,5b:_;9,54 1 1686L££621,24 10997,44+599.84 93,71355*0,42 6,2?3;{(3,42 4,5 tl)ﬁg, 18 12,%:_;9,24 O,75b:_;9,04
ontrol®
b
EPS 1334.4611*8:_;88‘96 55,93%;{1 ,71 22725,4§£1086,41 9187,59+758,99 42,7ﬁi3,39 57,236*3‘3,39 30,63&2,02 23,%50,78 14,63;{1 22
Kurkumin 548.29+27.81 32,78+0,85 14027,7£689,54 13251,56+609,43 94,45%0,83 5,5540,83 5,75+£0,4 14,93£0,38 0,85%0,15
a*** b*** a*** b*** b*** b*** b*** b*** b*** a*** b*** b***
Resveratrol 640.49+35.50 36,27+1,36 18501,02+534,57 | 16851,761649,02 90,62+2,36 9,38+£2,36 7,64£1,12 16,19£0,51 2,1240,62
a*** b*** a*** b*** a*** b* a*** b*** b*** b*** b*** a*** b*** b***
EPS+Kur+Resv 1003.22%76‘32 50,Q§;{2,07 1633’££f2?6,86 9502,66+642.21 60’;133169 3923213*,69 23?2*108 21,5;50,88 9,72:_;},25
Pozitif Kontrol 1316.49+48.78 55,62+0,84 | 23434,01£1346,58 | 5923,03+£545,42 24,74+1,49 75,26+1,49 34,53£0,63 | 24,81£0,31 18,65+0,42

akEE hE

*p<0,05, “p<0,01, ™ p<0,001
2 : Tim gruplarin negatif kontrol grubuna gore istatistiksel kiyaslamasi

b Tiim gruplarin EPS grubuna gore istatistiksel




Tim gruplar bu kez EPS grubuna gore kiyaslandiginda ise; komet alani ve komet
uzunlugu parametrelerinde EPS etkisinin kurkumin, resveratrol ve negatif kontrol
gruplarindan p<0,001 diizeyinde anlamli olarak fazla oldugu tespit edilmistir. Komet
yogunlugu EPS grubunda kurkumin, negatif kontrol ve EPS-+kurkumin+resveratrol
gruplarina gore istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde anlaml1 olarak, resveratrol grubuna

gore de p<0,05 diizeyinde anlamli olarak daha fazla tespit edilmistir.

Kafa yogunlugu sadece resveratrol eklenen grupta ve EMS eklenerek olusturulan pozitif
kontrol grubunda p<0,001diizeyinde anlaml1 olarak fazla tespit edilmistir. Kafa % DNA
kurkumin, resveratrol, negatif kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak p<0,001
diizeyinde anlamli olarak daha az; pozitif kontrol grubuna gore ise istatistiksel olarak
p<0,001 diizeyinde daha yiiksektir. EPS+Kurkumin+Resveratrol kombinasyon grubuna
gore ise EPSnin etkisi kafa % DNA agisindan istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde
anlaml sekilde diisiiktiir. Kuyruk % DNA agisindan da EPS grubunun diger gruplarla

fark analizleri; kafa % DNA degerleri ile ayn1 oranlarda olmak tizere daha yiiksektir.

Kuyruk uzunlugu ve kuyruk moment uzakligi kurkumin ve resveratrol ile negatif kontrol
gruplarina goére EPS grubunda istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde anlamli olarak
yliksektir. Olive kuyruk momenti kurkumin, resveratrol, EPS+Kurkumin+Resveratrol
kombinasyonu ve negatif kontrol gruplarina goére p<0,001 diizeyinde anlamli olarak EPS
grubundan daha disiik; pozitif kontrol grubu ise p<0,01 diizeyinde EPS grubundan
yliksektir. Cizelge 4.2.’de MCF-7 hiicreleri lizerinde, kurkumin, resveratrol ile bunlarin
iclii kombinasyonu ve pozitif kontrol grubu olarak eklenen EMS’nin ve negatif kontrol
gruplarinin alkali komet testi ile yapilan 6l¢lim sonuglarinin EPS grubuna gore fark

analizleri verilmistir.

Ortalama komet alan1 ve komet uzunlugu degerlendirmelerinde pozitif kontrol grubuna
en yakin deger EPS grubunda goriilmektedir. Aradaki istatistiksel fark anlamli degildir.
EPS’nin tek basina etkisine gére EPS+resveratrol+kurkuminin verdigi DNA hasar1 daha

diisiik olsa da, DNA hasar1 siralamasinda {igiincii sirada yer almistir.
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Kafa yogunlugu pozitif kontrol grubuna en yakin sekilde EPS grubunda gézlemlenmistir
ve aradaki fark istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamlidir. Kafa % DNA pozitif
kontrol grubunda %24,7, bu degere en yakin sekilde de EPS grubunda %42,7 olarak tespit
edilmistir ve aradaki fark istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde anlamli bulunmustur.
Kafa % DNA EPS+kurkumin+resveratrol grubunda ise %60,7 olarak belirlenmistir.
Kuyruk % DNA ise pozitif kontrol grubunda %75,3, EPS grubunda ise %57,3 olarak
tespit edilmis ve fark istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde anlamli bulunmustur. Uglii
kombinasyon grubunda kuyruk % DNA %39,2 olarak tespit edilmistir. Kurkumin,
resveratrol ve negatif kontrol grubunun kuyruk % DNA’s1 ise sirasiyla %S5,5, %9,3 ve

%6,2 olarak tespit edilmistir.

Kuyruk uzunlugu ve kuyruk moment uzaklig1 pozitif kontrol grubuna en yakin diizeyde
EPS grubunda tespit edilmis ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.
Uclii kombinasyonun her iki parametre degerlendirmesinde EPS grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Kurkumin ve resveratrol gruplarinda ise EPS
ye gore kuyruk uzunlugu ve kuyruk moment uzakligi cok daha diisiik olup aradaki fark

p<0,001 diizeyinde anlamli bulunmustur.

Olive kuyruk momenti parametresi degerlendirildiginde pozitif kontrol grubuna en yakin
degerler yine EPS grubunda gozlemlenmis olup aradaki fark p<0,05 diizeyinde anlamli
bulunmustur. Kurkumin ve resveratroliin olive kuyruk momenti dl¢iimleri EPS grubuna
kiyasla p<0,001 diizeyinde anlaml sekilde diisiik iken; EPS+Kurkumin+Resveratrol

grubunda ise EPS grubuna kiyasla anlamli bir fark gézlemlenmemistir.
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Sekil 4.14. MCF-7 hiicre hatti deney gruplarinda ¢esitli komet testi parametreleri
Olgtimleri A: Komet Alani, B: Komet Uzunlugu, C: Komet Yogunlugu, D: Kafa
Yogunlugu, E: Kafa % DNA, F: Kuyruk % DNA, G: Kuyruk Uzunlugu, H: Kuyruk
Moment Uzakligi, I: Olive Kuyruk Momenti
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4.3.2.MDA-MB-231 hiicre hatt1 alkali komet testi bulgular:

MDA-MB-231 hiicreleri tizerinde EPS, kurkumin, resveratrol ile bunlarin {ig¢li
kombinasyonu ve pozitif kontrol grubunun negatif kontrol grubuna gore ve kurkumin,
resveratrol ve bunlarin EPS ile ii¢lii kombinasyonu, pozitif kontrol grubu ve negatif
kontrol gruplarinin EPS grubuna gore fark analizleri Cizelge 4.3.’de verilmistir. Sekil
4.15°de MDA-MB-231 hiicre hattinda EPS, resveratrol, kurkumin,
EPS+kurkumin+resveratrol {i¢lii kombinasyonu, pozitif kontrol olarak EMS ve negatif
kontrol gruplarinin komet alani, komet yogunlugu, komet uzunlugu, kafa yogunlugu, kafa
% DNA, kuyruk % DNA, kuyruk uzunlugu, kuyruk moment uzakligi ve olive kuyruk

momenti 0l¢limleri gosterilmistir.

Komet alan1 (Sekil 4.15, A) ve komet uzunlugu (Sekil 4.15, B) degerleri negatif kontrol
grubuna gore tiim deney gruplari istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde anlamli 6l¢iide

farkli bulunmustur.

Kafa yogunlugu (Sekil 4.15, D) ise negatif kontrol grubuna kiyasla EPS grubunda

istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide farkli bulunmamustir.

Kafa % DNA (Sekil 4.15, E) negatif kontrol grubuna kiyasla EPS ve pozitif kontrol
gruplarinda p<0,001 diizeyinde anlamli 6lgiide diisiik bulunurken, resveratrol grubunda
p<0,01 diizeyinde anlamlihk &lgiisiinde diisiis gozlemlenmistir. Uclii kombinasyon
grubunda anlaml diizeyde bir fark goriilmezken, kurkumin grubunda negatif kontrole

kiyasla p<0,01 diizeyinde anlamli dl¢iide artis kaydedilmistir.

Kuyruk % DNA (Sekil 4.15, F) negatif kontrol grubuna kiyasla EPS, pozitif kontrol ve
resveratrol gruplarinda p<0,001diizeyinde daha fazla tespit edilmis, kurkumin grubunda
yine ayni diizeyde fark ile daha az tespit edilmis olup kombinasyon grubunda ise fark

gbzlemlenmemistir.

Kuyruk uzunlugu (Sekil 4.15, G) kurkumin hari¢ tiim gruplarda negatif kontrol grubuna
kiyasla p<0,001 diizeyinde anlamli sekilde farkli bulunmustur. Kuyruk moment uzakligi
(Sekil 4.15, H) parametresinde tiim gruplarda negatif kontrole kiyasla p<0,001 diizeyinde

anlamli fark bulunmustur. Olive kuyruk momenti (Sekil 4.15, 1) ise sadece pozitif kontrol
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ve EPS gruplarinda p<0,001 diizeyinde fark oSlgiiliirken, resveratrol grubunda bu fark
p<0,01 olarak kaydedilmistir.
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09

Cizelge 4.3. MDA-MB-231 hiicrelerinde komet testi ortalama ve standart hata degerleri ile negatif kontrol grubu ve EPS grubuna gore fark
analizleri. Veriler ortalama deger * standart hata (SE) olarak sunulmustur.

ik pRE

Qi PR

Qi P

g p

iR Pyl

i P

ik R

i PR

Komet Komet Kafa Kafa % Kuyruk % Kuyruk Kuyruk Olive
Komet Alam Uzunlugu Yogunlugu Yogunlugu DNA DNA Uzunlugu Moment Kuyruk
g g g g g g Uzakhg Momenti
Negatif 328,3319,49 24,95+0,37 9813+487,55 9527,624483,2 96,79+0,16 3,21£0,16 ™ | 3,06+0,10 P*** 11,28%0,16 0,3540,01 »***
Kontrol® b fwn o v
EPSP 599,79+44,35 40,48+1,22 12501,61+£1091,96 | 8094,95+809,61 62,97+2,24 37,03+2,24 18,25+0,90 17,54+0,56 6,57+0,48 2"
Kurkumin 468,52+15,45 29,2240,41 13833,89+541,8 13531,08+541,63 97,65+0,17 2,3540,17 ** | 3,10£0,10 »*** 13,30£0,20 0,3040,02 v***
aves oA e anis ook o e h A
Resveratrol 641,85+45,14 38,412 17095,37+644,29 14978,56+720,5 86,8612,35 13,14£2,35 11,92+1,87 17,48+0,87 3,19+0,74 ***
ke b s prak aks ek s e 2 et o b e A
EPS+Kur+Resv | 440,9£14,95 29,23+0,72 12767,83+438,61 | 12194,43+410,63 95,63+0,46 | 4,37+0,46 > 4,7610,52 13,51£0,34 0,6540,10 »***
e b A a* anis e v a% brie s
Pozitif Kontrol | 1433,63+36,07 64,35+0,56 20138,58+814,33 3917,01£261,14 19,68+1,14 80,32+1,14 44,68+0,86 29,2610,31 23,57+0,48

g p

*p<0,05, “p<0,01, "*p<0,001
: Tim gruplarin negatif kontrol grubuna gore istatistiksel kiyaslamasi

®: Tiim gruplarin EPS grubuna gore istatistiksel kiyaslamasi




EPS grubuna gore ii¢lii kombinasyon grubunda komet alan1 ve komet uzunlugu
istatistiksel olarak siras1 ile p<0,05 ve p<0,001 diizeyinde anlamli olarak farkli

bulunmugtur.

Kafa % DNA EPS grubuna kiyasla tiim gruplarda p<0,001 diizeyinde istatistiksel olarak
anlamli ol¢iide farkli bulunmustur. Pozitif kontrol grubundan daha yiiksek, diger
gruplardan ise daha diisiik diizeyde kaydedilmistir. Kuyruk % DNA da benzer sekilde
tiim gruplarda p<0,001 diizeyinde farkli olup pozitif kontrol grubundan daha diisiik, diger
gruplardan daha yiiksek diizeyde tespit edilmistir.

Kuyruk uzunlugu EPS grubuna gore resveratrol grubunda p<0,05 diizeyinde, diger tiim
gruplarda p<0,001 diizeyinde anlamli 6lgiide farkli bulunmustur. Kuyruk moment
uzaklig1 da EPS grubuna kiyasla resveratrol grubu hari¢ diger tiim gruplarda istatistiksel
olarak p<0,001 diizeyinde anlaml 6l¢iide farkli tespit edilmistir. Olive kuyruk momenti
de EPS grubuna gore resveratrol grubunda p<0,01 diizeyinde, diger tiim gruplarda

p<0,001 diizeyinde anlamli dl¢iide farkli kaydedilmistir.

EPS grubunda komet alan1 ve komet uzunlugu negatif kontrol grubuna gore p<0,001
anlamlilik diizeyinde yiiksek olsa da pozitif kontrol grubuna gore de p<0,001 diizeyinde
anlamli 6l¢iide diisiik kaydedilmistir.

Kafa % DNA pozitif kontrol grubunda %19,2, EPS grubunda ise %62,9 olarak tespit
edilmistir ve bu fark istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde anlamhdir.
EPS+kurkumin+resveratrol {i¢lii kombinasyon grubu, resveratrol ve kurkumin gruplari
ile negatif kontrol grubunun kafa % DNA degerleri ise sirasiyla %95,6, %86,8, %97,6 ve
%96,7 olarak bulunmustur. Kuyruk % DNA pozitif kontrol grubunda 9%80,8, EPS
grubunda ise %37,1 olarak bulunmus ve bu fark istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde
anlamli bulunmustur. EPS+kurkumin-+resveratrol ii¢lii kombinasyon grubu, resveratrol

ve kurkumin gruplari ile negatif kontrol grubunun kuyruk % DNA oranlari ise sirastyla

%4,4, %13,2, %2,4 ve %3,3 olarak kaydedilmistir.

Kuyruk uzunlugu pozitif kontrol grubuna gore EPS grubunda p<0,001 diizeyinde anlaml

fark tespit edilmistir. Negatif kontrol grubuna kiyasla EPS grubunda kuyruk uzunlugu
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p<0,001 diizeyinde anlamli olarak kaydedilirken, resveratrol ile kurkumin ve {iglii

kombinasyon gruplarinda negatif kontrol grubuna gore anlamli bir fark kaydedilmemistir.

Kuyruk moment uzaklig1 ve olive kuyruk momenti degerleri pozitif kontrolden sonra en
yiiksek diizeyde resveratrol ile EPS gruplarinda goriilmiistiir fakat her iki grupta her iki
parametre de pozitif kontrol grubuna gore p<0,001 diizeyinde anlamli olarak diisiik,
negatif kontrol grubuna gore ise p<0,001 diizeyinde anlamli olarak yiiksek

kaydedilmistir.
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Sekil 4.15. MDA-MB-231 hiicre hatt1 deney gruplarinda ¢esitli komet testi parametreleri
Olgtimleri A: Komet Alani, B: Komet Uzunlugu, C: Komet Yogunlugu, D: Kafa
Yogunlugu, E: Kafa % DNA, F: Kuyruk % DNA, G: Kuyruk Uzunlugu, H: Kuyruk
Moment Uzakligi, I: Olive Kuyruk Momenti
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4.3.3. iki hiicre hattinda komet analiz parametrelerinin karsilastirilmasi

Iki hiicre hattinin komet parametreleri acisindan karsilastirmalart Sekil 4.16°da
gosterilmektedir. Bu grafiklere gore EPS’nin tek basina MDA-MB-231 hiicrelerine
kiyasla MCF-7 hiicrelerindeki tiim parametre dlgiimleri, DNA hasar1 bakimindan daha
yliksek seviyelerde oOlgiilmiistiir. Kurkuminin her iki hiicre hattinda gosterdigi DNA
hasar etkisi 6l¢iilen parametrelerde yakin diizeylerde iken; resveratrol grubunda kuyruk
uzunlugu, kuyruk % DNA, kuyruk uzaklik momenti ve olive kuyruk momenti

parametreleri MCF-7 hiicrelerine kiyasla MDA-MB-231 hiicrelerinde az farkla daha

yliksek dl¢iilmiistiir.
A) B)
70
- 2000 Z 60
s E
< 1500 550
o @ 40
- £
2 1000 S 30 MG7
p o
£ 500 I I E 20 m MDA-MB-231
= ©
e , I | S
o 0

NK EPSCurRSV  PKEMS
Deney Gruplarl

Cur RSV EPSCurRSV  PKEMS
Deney Gruplari

)
25000

20000

15000 % 12000
L
s 10000

10000 < 8000
£ 6000
©

500 T 4000
£
G 2000

0

RSV EPSCurRSV PKEMS
Deney Gruplan

Ortalama KometYogunlugu
o

ur RSV EPSCurRSV PKEMS
Deney Gruplari

E)
120

o
o

<
< 100 <80
o z
X 80 a 70
Jg 60
< 60 3
2
o s 50
S 40 X 40
B8 ©
£
O 20 f_E°3O
g20
0 O 10
RSV EPSCUrRSV PKEMS 0 - - ]
Deney Gruplari NK EPS Cur RSV EPSCurRSV PKEMS

Sekil 4.16. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 komet veri karsilastirmalar1 A) Komet
Alani, B) Komet uzunlugu, C) Komet yogunlugu, D) Kafa Yogunlugu, E) Kafa % DNA
F) Kuyruk % DNA, G) Kuyruk uzunlugui H) Kuyruk moment uzakligi, I) Olive kuyruk
momenti
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Sekil 4.17. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 komet veri karsilastirmalar1 (devami)
A) Komet Alani, B) Komet uzunlugu, C) Komet yogunlugu, D) Kafa Yogunlugu, E) Kafa
% DNA F) Kuyruk % DNA, G) Kuyruk uzunlugui H) Kuyruk moment uzakligi, I) Olive
kuyruk momenti

Komet analizleri ile incelenen genetik hasar indeksi hasar tipi konusunda, hasarli hiicre
oranlar1 ise hasar tipi farketmeksizin toplam hasar almig hiicre sayis1 konusunda fikir
vermektedir. Her iki hiicre hattina ait genetik hasar indeksi ve hasarli hiicre oranlari
Cizelge 4.4’ de sunulmustur. Hem genetik hasar indeksi hem de hasarli hiicre oran1t MDA -
MB-231 hiicre hattinda EPS grubunda, resveratrol grubunda, EPS kurkumin resveratrol
birlikte uygulanan grupta ve pozitif kontrol grubunda negatif kontrol grubuna gore
p<0,001 anlamlilik diizeyinde yiliksek bulunmustur. EPS grubunun tek basina etkisine
kiyasla ise yalniz kurkumin uygulanan grupta, yalniz resveratrol uygulanan grup ile EPS,
kurkumin ve resveratroliin liglii uygulandig1 kombinasyon grubunda p<0,001 anlamlilik
diizeyinde yiliksek bulunmus; aynmi anlamlilik diizeyinde (p<0,001) pozitif kontrol

grubundan diisiik bulunmustur.
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MCF-7 hiicre hattinda genetik hasar indeksi negatif kontrol grubuna kiyasla EPS
grubunda, resveratrol grubunda, EPS kurkumin resveratrol birlikte uygulanan grupta ve
pozitif kontrol grubunda p<0,001 anlamlilik diizeyinde yliksek bulunmustur. Hasarli
hiicre oranlarinda ise negatif kontrole kiyasla EPS grubunda ve ii¢lii kombinasyon
grubunda p<0,01 diizeyinde anlaml 6l¢iide yiiksek deger kaydedilirken; kurkumin ve
resveratroliin tek basina uygulandig1 gruplarda EPS grubuna kiyasla p<0,01 diizeyinde

daha diisiik 6l¢iimler gozlemlenmistir.

Cizelge 4.4. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarinin Genetik Hasar indeksi ve Hasarli
Hiicre Yiizdesi Degerleri. Veriler ortalama deger + standart hata (SE) olarak sunulmustur.

MDA-MB-231 MCF-7

Genetik Hasar Hasarh Hiicre Genetik Hasar Hasarh Hiicre
indeksi Yiizdesi indeksi Yiizdesi

0,03+0,002 0,006+0,003 0,19+0,003 0,006+0,003

b*** bEE* bFE* bE*

2,04+0,003 0,960,000 2,75+0,03 0,9240,00

d»*» gk gk Q%

0,3940,002 0,05%0,00

EEHpEER bE*

0,04+0,000 0,00£0,000

bFE*

P gkl ok

0,04+0,00

P

2,3610,04 0,8140,002

a***b*** a¥*

3,15%0,005 0,98+0,004

gk gkl

3,134+0,04 0,67+0,29

PRt

0,3240,002 0,69+0,003 0,15+0,003

*p<0,05, “p<0,01, **p<0,001
: Tiim gruplarin negatif kontrol grubuna gore istatistiksel kiyaslamasi
b Tiim gruplarin EPS grubuna gore istatistiksel kiyaslamasi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda 6l¢iilen genetik hasar indeksi, hasarli hiicre
oranlar1 ve iki hiicre hattinda genetik hasar indeksi ve hasarli hiicre oranlar1 kiyaslamalari
grafik seklinde Sekil 4.17°de sunulmustur. ki hiicre hatt1 karsilastirildiginda genetik
hasar indeksi EPS ve resveratrol grubunda MDA-MB-231 hiicrelerine kiyasla MCF-7
hiicrelerinde daha diisiik kaydedilirken; kurkumin uygulanan grup ve Tgli
kombinasyonun uygulandig1 gruplarda genetik hasar indeksi MCF-7 hiicrelerine gore

MDA-MB-231 hiicrelerinde daha diisiikk bulunmustur. Hasarli hiicre oranlar1 ise
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resveratrol grubunda MCF-7 hiicrelerine kiyasla MDA-MB-231 hiicrelerinde daha

yliksek; kurkumin grubunda ise daha diisiik Sl¢iilmiistiir.
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Sekil 4.17. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda genetik hasar indeksi ve hasarli
hiicre oranlar1 ile iki hiicre hattinin karsilastirlmast A) MCF-7 hiicre hatti deney
gruplarinda genetik hasar indeksi, B) MCF-7 hiicre hatt1 deney gruplarinda hasarli hiicre
oranlari, C) MDA-MB-231 hiicre hatt1 deney gruplarinda genetik hasar indeksi, D) MDA-
MB-231 hiicre hatt1 deney gruplarinda hasarl hiicre oranlari, E) MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicre hatlarinin genetik hasar indeksi karsilastirmasi, F) MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatlarinin hasarli hiicre orani karsilagtirmasi

EPS ve {i¢lii kombinasyon grubundaki hasar tipi ¢esitliligi MDA-MB-231 hiicrelerinde
MCF-7 hiicrelerine kiyasla daha fazla bulunmustur. EPS grubunda MDA-MB-231
hiicrelerinde hasar tipi sadece yogun olarak Tip 2 iken; MCF-7 hiicrelerinde Tip 2’ye
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ilave olarak Tip 3 ve Tip 4 kategorisinde DNA hasarlar1 gdzlemlenmistir. Kurkumin ve
pozitif kontrol grubundaki hasar tipleri iki hiicre hattinda birbirine benzerdir. Resveratrol
grubunda ise MDA-MB-231 hiicre hattindaki hasar tipleri MCF-7 hiicrelerine kiyasla
daha fazla bulunmustur. Iki hiicre hattina ait Komet testi fotograflar1 Sekil 4.18’de

Sekil 4.18. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hattinda tiim gruplara ait komet analizi
goriintiileri.

MDA-MB-231 hiicre hatti; A: EPS grubu, B: Kurkumin grubu, C: Resveratrol grubu, D:
Uclii kombinasyon grubu E: Pozitif kontrol grubu, F: Negatif Kontrol grubu. MCF-7
hiicre hatt;; G: EPS grubu, H: Kurkumin grubu, I: Resveratrol grubu, J: Uglii
kombinasyon grubu K: Pozitif kontrol grubu, L: Negatif Kontrol grubu.

gosterilmistir.
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Sekil 4.18. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hattinda tiim gruplara ait komet analizi
goriintiileri (devami)

MDA-MB-231 hiicre hatti; A: EPS grubu, B: Kurkumin grubu, C: Resveratrol grubu, D:
Uclii kombinasyon grubu E: Pozitif kontrol grubu, F: Negatif Kontrol grubu.

MCF-7 hiicre hatti; G: EPS grubu, H: Kurkumin grubu, I: Resveratrol grubu, J: Uglii

kombinasyon grubu K: Pozitif kontrol grubu, L: Negatif Kontrol grubu.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasinda probiyotik o6zellikteki L. acidophilus LA-5 susundan elde edilen
ekzopolisakkaritin (LA-5 EPS) hem tek basina hem de resveratrol ve kurkumin ile
kombinasyonlarinin meme kanseri hiicre hatlar1t MCF-7 ve MDA-MB-231 {izerindeki

olas1 sitotoksisite ve genotoksisite/antigenotoksisite etkileri degerlendirilmistir.

L. acidophilus LA-5 susundan elde edilen ekzopolisakkarit beyaz - acik gri renkte olup
(Sekil 4.1) fiziksel yapist literatiirde belirtilen diger probiyotik bakteri ekzopolisakkarit
ozellikleri ile uyum gostermektedir (Lynch ve digerleri, 2026; Zang ve digerleri, 2024).

Elde ettigimiz LA-5 EPS’nin FTIR analizi sonucuna goére; EPS 6rneginde 3266 cm™
civarinda gozlenen ve hidroksil (O—H) gerilme titresimlerine karsilik gelen genis bantlar
polisakkarit yapilar i¢in karakteristik bir ozelliktir. Ayrica literatiirde de 3288 cm™
civarinda goriilen genis piklerin hidroksil gruplarindan kaynaklandigi ve karbohidrat
yapisinin gostergesi oldugu bildirilmistir (Zaghloul ve digerleri, 2023). Bunun diginda
1650 cm™ civarinda goriilen piklerin hidrojen baglariyla iliskili olabilecegi
bildirilmektedir (Zaghloul ve digerleri, 2023). 1054 cm™ civarinda goézlenen giiglii
bantlar ise C—O ve C—O—C gerilme titresimlerine karsilik gelmekte olup polisakkaritlerin
karakteristik bolgesi olarak kabul edilmektedir. Elde edilen bu sonuglar, L.acidophilus
LA-5 susundan elde edilen numunenin literatiirde verilen mikrobiyal kaynakli
ekzopolisakkarit FTIR spektrumlar1 ile uyumlu oldugunu ve karbohidrat temelli
polisakkarit yapilar igerdigini agikca gostermektedir (Zaghloul ve digerleri, 2023; Sekil
4.2).

Literatiirde probiyotik baktiyel kokenli ekzopolisakkaritlerin de heteropolisakkarit yapida
oldugu bildirilmektedir (Berthold-Pluta ve digerleri, 2019; Nguyen ve digerleri, 2024).
HPLC sonuglar1 degerlendirildiginde, L.acidophilus LA-5 susundan elde edilen
ekzopolisakkaritin de heteropolisakkarit yapida oldugu goriilmektedir.

Amiri ve arkadaslarinin (2019) Bifidobacterium animalis subsp.lactis BB-12 susu ve
L.acidophilus LA-5 susundan elde edilebilecek ekzopolisakkaritlerin optimizasyon

kosullart iizerine yaptigi calismada, optimal kosullar altinda L.acidophilus LA-5
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susundan elde edilen ekzopolisakkaritin (LA-5 EPS) maksimum miktar1 348,24 mg/L
olarak belirtilmistir (Amiri ve digerleri, 2019). Bu miktar, bizim ¢alismamizda 500

ml’den elde ettigimiz 187,1 mg. liyofilize miktar ile uyumludur.

Farkli kanser hiicre hatlar1 ile yapilan in vitro ¢alismalarda L. acidophilus’dan elde edilen
ekzopolisakkaritlerin antiproliferatif etki gosterdigi bilinmektedir (Deepak ve digerleri,
2016). Bunun gibi bir¢ok laktobasil kaynakli ekzopolisakkaritlerin (LAB-EPS) de benzer
sekilde kanserli hiicre hatlarinda farkli metabolik yolaklar {izerinden segici
antiproliferatif, antitimér ve apoptotik etki gosterdikleri bilinmektedir (Mojibi ve
digerleri, 2019; Kadioglu ve Karaduman Yesildal, 2024). Kanser mekanizmalar1 ile
ilintili genlerden basta BAX ve BCL-2, Capcase-3, Capcase-8, Capcase-9, p53 olmak
iizere yapilan bir¢ok gen ifadesi ¢alismalart LAB-EPS’lerin gii¢lii antikanser etkisinin
altin1 ¢cizmektedir (JuraSkova ve digerleri, 2022). LAB-EPS’lerin antiproliferatif etkileri
icin doz ve zamana bagimli oldugu ve ¢alismalarda saptanan ICso degerlerinin 0,0 1l mg/ml
(L.casei SB27’den elde edilen EPS) ile 34,7mg/ml (L.plantarum NRRL B-4496’den elde
edilen EPS) arasinda ¢ok genis bir aralikta olabilecegi bildirilmistir (Kadioglu ve
Karaduman Yesildal, 2024). Bizim ¢alismamizda da LA-5 EPS’nin her iki hiicre hatt1
iizerindeki sitotoksik etkisinin literatlirle uyumlu sekilde doza bagimli oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4). MCF-7 hiicre hatt1 icin tespit edilen 1Cso degeri 8
mg/ml ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 i¢in tespit edilen ICso 10mg/ml yine literatiirde
belirtilen aralikta olup LA-5 EPS’nin her iki hiicre hattinda da antiproliferatif etki

potansiyeli oldugu belirlenmistir.

Yapilan calismalar kanser hiicre hatlarinda kurkumin ve resveratroliin sitotoksik
etkilerinin genel olarak hiicre tipine gore degisebilen doz ve zaman bagimli oldugu
belirtilmektedir (Schmidt ve digerleri, 2020). Passos ve arkadaglarinin (2023) yaptig1 bir
caligmada kurkuminin MCF-7 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisinin 48 saatteki ICsg
degeri 11,21 uM ve MDA-MB-231 hiicre hatti i¢in ise 18,62 uM olarak tespit edilmistir.
Schmidt ve arkadaslarinin (2020) yaptig1 bir bagka calismada ise, MCF-7 hiicre hattinda
kurkuminin 48 saatteki ICso degeri 11,4 uM olarak tespit edilmistir. Ayni ¢aligmada,
resveratrol i¢in 48 saatteki ICso degeri 38,3uM olarak Sl¢iilmiistiir (Schmidt ve digerleri,

2020). Gao ve Tollefsbol’un (2018) yaptiklar1 bir ¢aligmada ise resveratroliin 48 saatteki
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10uM ve 20uM’lik uygulama dozlarinda hiicre canliligint MDA-MB-231 hiicre hattinda
%15 ila %42 oraninda, MCF-7 hiicre hattinda ise %18 ila %47 oranlarinda azalttig1 tespit
edilmistir. Yaptigimiz bu ¢aligmada her iki hiicre hattinda da resveratrol ve kurkuminin
sitotoksik etkilerinin doza bagimli olarak arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.5, Sekil 4.6,
Sekil 4.7, Sekil 4.8). ICso degerleri ise MDA-MB-231 hiicre hattinda resveratrol icin
441,75 uM (Sekil 4.6), kurkumin i¢in 247,25 uM (Sekil 4.8), MCF-7 hiicre hattinda ICso
degeri resveratrol i¢in 575,83 uM (Sekil 4.5), kurkumin i¢in 72,2 uM olarak literatiirde
belirtilen dozlardan daha yiiksek bulunmustur. Referans gosterilen ¢aligmalarda test i¢in
ekilen hiicrelerin pasaj sayilarinin farkli olmasi, kurkumin ve resveratroliin menselerinin
farkli olmasi, kullanilan kurkuminin stabilite farki ve resveratroliin serum proteinlerine

baglanma oraninin yiiksek olmasi gibi faktorlerle bu durum agiklanabilir.

Antikanser etkisi bilinen dogal bilesiklerin sinerjistik ya da antagonistik etkilerinin
incelenmesi, klasik kemoterapi ajanlarina alternatif ya da potansiyel destek terapotik ajan
gelistirme c¢abalarinin sonucudur. Bilinen dogal aktif bilesenlerin kombine etkileri
incelenmis olsa da, kesfi daha ge¢ olan EPS’lerin antikanser etkilerinin diger dogal
molekiiller ile kombinasyonuna dair ¢aligsmalar literatlirde sinirlidir. Bu dogrultuda bu tez
caligmasi resveratroliin, kurkuminin ve LA-5 EPS’nin kombine etkilerini sitotoksisite ve
genotoksisite acisindan degerlendiren ve literatiire kazandirilacak olan ilk c¢alisma

niteligindedir.

Sitotoksisite agisindan literatiir taramalarinda bitkisel dogal molekiillerin kombine
uygulamalarinin meme kanseri hiicre hatlarinda sinerjistik etkisi daha fazla
goriilmektedir. Ornegin; Gao ve Tollefsbol’un 2018 yilinda yaptig1 ¢alismada MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicre hatlarinda resveratrol ile iiziim c¢ekirdegi antosiyanidinlerinin
kombine uygulamasi, bu iki ajanin ayr1 ayr1 uygulamalarina kiyasla belirgin sekilde hiicre
canlilik oranlarini azaltmistir (Gao ve Tollefsbol, 2018). Yapilan bir baska calismada
antikanser etkileri bilinen kurkumin, resveratrol, piperinin ikili kombinasyonlarinin
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkileri ile
sinerjistik/antagonistik etkileri incelenmis ve sonuglarda kurkumin ve resveratroliin
MCF-7 hiicre hattinda sinerjistik, MDA-MB-231 hiicre hattinda ise antagonistik
etkilesimleri gozlemlendigi belirtilmistir (Schmidt ve digerleri, 2022). Bizim yaptigimiz
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bu caligmada ise, kurkumin ve resveratroliin her iki hiicre hattinda da Chou-Talalay
Metoduna gore hesaplanan kombinasyon indeks degerleri (CI) dogrultusunda
antagonistik etki gosterme potansiyeli oldugu gozlemlenmistir (Cizelge 4.1). MCF-7
hiicre hattinda literatiirden farkli olarak kurkumin ve resveratroliin bizim ¢alismamizda
antagonistik etki potansiyeli gdstermesi ¢ok yonlii degerlendirilmeye acgiktir; ancak en
kuvvetli ihtimallerin kurkumin ve resveratroliin orjin farklilig1, uygulanan doz ve zamana

bagli olabilecegi seklinde degerlendirilmektedir.

Calismamizin verilerine gore en diisiik hiicre canlilig1 orani her iki hiicre hattinda da EPS,
resveratrol ve kurkuminin ii¢lii kombinasyon uygulanan grupta gézlemlenmektedir (Sekil
4.12, Sekil 4.13). Tespit edilen bu antiproliferatif etki her iki hiicre hattinda Chou-Talalay
Metodu’na gore ise CI>1 degeri ile “antagonistik etki” olarak tanimlanmaktadir. Diger
tim kombinasyonlarin da benzer sekilde antagonistik egilim  gosterdigi
gozlemlenmektedir. Antikanser etkisi son yillarda kesfedilen EPS’nin kurkumin ve
resveratrol ile kombine etkilerinin sitotoksisite acisindan yorumlanabilmesi i¢in daha
fazla veriye ihtiya¢ duyulmaktadir. Resveratrol ve kurkuminin elde edildigi kaynagin
farkli olmasinin sonuglar1 etkileyebilecegi gibi, farkli probiyotik bakterilerden de elde
edilen EPS’lerin, resveratrol ve kurkumin ile yapilabilecek kombinasyon caligmalarinda

farkl etkiler gosterebilecegi ongdriilmektedir.

Kanser hiicrelerinde kemoterapi ajanlarina alternatif ya da destekleyici dogal bitkisel
molekiillerin 6tesinde, insan sagligi {izerindeki bilinen olumlu etkileri sebebiyle
probiyotik bakterilerin postbiyotik ya da parabiyotik olarak adlandirilan metabolitleri,
antikanser etkileri ile son 10 yilda bilimsel ¢aligmalara siklikla konu olmustur (Aghebati-
Maleki ve digerleri, 2022). Bu baglamda LAB-EPS’lerin kanser hiicre hatlar1 iizerindeki
genotoksik ve saglikli hiicre hatlari izerindeki DNA hasar onarict ya da koruyucu etkileri
dikkat cekmistir. Yildiz ve arkadaslarinin 2023 yilinda yaptig1 bir ¢alismada L. salivarus
KC27L susundan elde ettikleri ekzopolisakkaritlerin insan periferal lenfosit hiicreleri
iizerindeki genotoksik etkileri ve DNA hasar onarim potansiyeli komet analizi ile
incelenmistir. S6z konusu EPS’nin 100pg/ml’lik doz uygulamasinda DNA kuyruk orani
pozitif kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli dlgiide

diisiik bulunmus, negatif kontrol grubuna kiyasla ayn1 dozda EPS eklenen grupta ise
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anlamli bir fark gozlenmedigi belirtilmistir (Yildiz ve digerleri, 2023). Literatiirde LAB-
EPS’ler ile birlikte fungal ve diger mikroorganizma kaynakli EPS’lerin genotoksik
etkileri, daha ¢ok saglikli hiicre hatlar1 lizerinde ya da DNA hasar1 olusturulmus hiicre
hatlar1 lizerinde test edilmistir. Az sayida ¢alismada da HT-29 gibi kolon kanseri hiicre
hatlar1 {lizerindeki etkileri incelenmistir. Meme kanseri hiicre hatlar1 iizerinde LAB-
EPS’lerin genotoksik etkileri ve dozlar1 tam olarak bilinmemektedir. Bu ¢alisma ile ilk
kez bir probiyotik bakteri menseli ekzopolisakkaritin iki farkli meme kanseri hiicre hatt
iizerindeki genotoksik etkisi incelenmistir. Calismamiz sonuclarinda her iki hiicre
hattinda da LA-5 EPS’nin belirlenen ICso dozlarinda (MCF-7 i¢in 8mg/ml ve MDA-MB-
231 i¢in 10 mg/ml) uygulandig1 gruplarda negatif kontrole kiyasla DNA fragmantasyonu
ve gocii agisindan belirgin parametrelerden olan kuyruk uzunlugu, kuyruk %DNA,
kuyruk moment uzaklig1 ve olive kuyruk momentinin p<0,001 diizeyinde istatistiksel
anlamli sekilde arttig1 gdzlemlenmistir. EPS’nin DNA hasar1 olusturma potansiyeli diger
gruplar i¢inde pozitif kontrol grubuna en yakin dlgiimler olarak kaydedilmistir (Cizelge
4.2, Cizelge 4.3). Ayrica EPS uygulamasiin her iki hiicre hattinda hasarli hiicre tipleri
degerlendirildiginde; MCF-7 hiicre hattinda Tip3 ve Tip 4 iken, MDA-MB-231 hiicre
hattinda ise agirlikli olarak Tip2 hasar derecesi oldugu belirlenmistir. Bu bulgular LA-5
EPS’nin, meme kanseri tedavisi tizerine yapilan ¢aligmalarda destekleyici terapdtik ajan

olarak degerlendirilmeye aday olabilecegini diisiindiirmektedir.

Resveratroliin normal saglikli hiicre hatlarinda koruyucu ve DNA adduktu olusturulmus
hiicre hatlarinda DNA hasarin1 onarici etkisi oldugu bilinmektedir (Hinrichs ve digerleri,
2011). Bunun yanisira Gao ve Tollefsbol’un 2018 yilinda yaptig1 ¢alismada resveratroliin
10 uM ve 20 uM’lik dozlar1 ayr1 ayr1 ve antosiyanidin ile kombine olarak MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanmis ve 48 saat sonunda HDAC aktiviteleri
Olclilmiistiir. Calisma sonucglarinda her iki hiicre hattinda da hem resveratroliin tek
uygulandigr gruplarda hem de daha belirgin sekilde antosiyanidin ile kombine
uygulandig1 grupta HDAC aktivitesinde azalma kaydedilmistir. Bu durum, resveratroliin
antosiyanidin ile sinerjistik olarak kanser hiicrelerinde goriilen tiimdr baskilayici genlerin
susturulmas1 durumunu azaltmak yoluyla epigenetik mekanizmalar {izerinden antikanser
etkiye sahip oldugu seklinde yorumlanmistir (Gao ve Tollefsbol, 2018). Kurkumin de

antikanser etkileriyle bilinen dogal bitkisel molekiillerden olup meme kanseri tizerindeki
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genotoksik etkileri bir¢ok c¢alismada incelenmistir. Bozali ve arkadaslarinin (2022)
yaptig1 bir ¢aligmada MCF-7, MDA-MB-231 ve 184A1 hiicre hatlarinda kurkuminin 48
saatlik 5-60uM arasinda degisen dozlardaki uygulamasi sonucunda komet analizi ile
DNA kuyruk oranlari incelenmis ve doza bagimli olarak kuyruk oraninin arttig
gozlemlenmistir (Bozali ve digerleri, 2022). Bu tez ¢calismasinda elde edilen bulgularda
ise MCF-7 hiicre hattinda negatif kontrole kiyasla kurkumin ve resveratroliin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde DNA fragmenti olusturma potansiyeli sadece komet alani
(p<0,001), komet uzunlugu (p<0,001) ve kuyruk moment uzakligi (p<0,001),
parametresinde gozlemlenmistir (Cizelge 4.2). EPS ile kiyaslama sonucunda ise,
kurkuminin de resveratroliin de MCF-7 hiicre hattinda DNA hasar1 olusturma etkileri tim
parametrelerde istatistiksel olarak anlamli sekilde daha diisliktiir (Komet yogunlugu:
p<0,05, diger tiim parametreler: p<0,001). MDA-MB-231 hiicre hatlarinda da EPS’nin
tek basina uygulanmasi sonucunda kafa yogunlugu ve komet yogunlugu hari¢ tiim
parametrelerde negatif kontrole kiyasla p<0,001 anlamlilik diizeyinde artis belirlenmistir.
Bu verilerin 6tesinde, MCF-7 hiicre hattinda da EPS’nin tek basina uygulanmasinin
olusturdugu DNA hasart etkisinin pozitif kontrol grubuna goére komet alan1 ve komet
yogunlugu parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasi ve daha
kompleks bir 6l¢iit olan olive kuyruk momentinde sadece p<0,05 diizeyinde fark ile diisiik
olmas1 dikkat ¢ekicidir (Cizelge 4.2). Bu veriler, EPS’nin tek basina uygulamalarinin
kanser hiicrelerinde genotoksisite ¢aligmalarinda inclenmeye deger oldugunu

diisiindiirmektedir.

Kurkumin ve resveratroliin EPS ile ii¢lii kombinasyonunun MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatlar1 lizerindeki genotoksisite agisindan etkileri ise ilk kez yine bu ¢alisma ile
incelenmistir. EPS grubu ile kiyaslandiginda MCF-7 hiicre hattinda {i¢lii kombinasyon
grubunun sadece komet yogunlugu (p<0,001) ve kuyruk % DNA parametresinde
istatistiksel anlamli (p<0,01) farklar gdézlemlenmistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda
komet yogunlugu hari¢ tiim parametrelerde kombinasyon grubuna kiyasla EPS’nin tek
basina etkisinin p<0,05 ile p<0,001 arasinda degisen anlamlilik diizeyinde daha fazla
DNA hasart olusturma potansiyeline sahip oldugu saptanmistir. Bu {i¢ antikanser
ozellikteki molekiiliin bir arada kullaniminin, EPS’nin tek basina kullanimina kiyasla

daha az DNA hasart olusturma etkisinin gozlemlenmesi, meme kanseri ic¢in destek
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terapOtik ajan gelistirme caligmalarinda genotoksisite agisindan EPS’nin tek basina

degerlendirilmesinin daha uygun olabilecegi diislincesini desteklemektedir.

DNA hasarminin 6nemli gostergelerinden olan kuyruk uzunlugu, kuyruk moment
uzaklig1 ve olive kuyruk momenti parametreleri MCF-7 hiicre hattinda MDA-MB-231
hiicrelerine kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Sekil 4.17) Bu durum, MDA-MB-
231 hiicrelerinin MCF-7 hiicrelerine gore EPS’nin ve {iglii kombinasyonun DNA hasari

olusturma etkisine kars1 daha dayanikli oldugunu géstermektedir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda genetik hasar indeksleri ve hasarli hiicre yiizdeleri tim
gruplarda negatif kontrol grubuna kiyasla p<0,001 diizeyinde yiiksektir. MCF-7 hiicre
hattinda ise negatif kontrol grubuna kiyasla genetik hasar indeksleri p<0,001 diizeyinde
yiiksek iken; hasarlt hiicre ytlizdeleri sadece EPS ve ti¢lii kombinasyon gruplarinda p<0,01
anlamlilik diizeyinde yiiksektir (Cizelge 4.4). MDA-MB-231 hiicrelerinin MCF-7
hiicrelerine kiyasla resveratrolden DNA hasar1 agisindan daha fazla etkilendigi
gozlemlenmistir. Bu durum, daha agresif ama daha yliksek genomik instabiliteye sahip
olan MDA-MB-231 hiicrelerinin yiiksek dozlarda antioksidan degil daha ¢ok pro-oksidan
ozellik sergileyebilen resveratrol ve kurkuminden MCF-7 hiicrelerine kiyasla daha ¢ok
DNA hasar1 etkisi almis olabilecegi seklinde yorumlanabilir. iki hiicre hatti
kiyaslandiginda MCF-7"nin genetik hasar indeksi MDA-MB-231 hiicrelerine gére EPS
grubu ve iiclii kombinasyon gruplarinda daha yiiksek iken, hasarli hiicre oranlart MDA-
MB-231 de daha yiiksek dl¢tilmiistiir (Cizelge 4.4). Bu veriye gore Triple Negatif-Basal
Like hiicre hattt olan MDA-MB-231 hiicrelerinin daha agresif yapisi itibariyle Luminal
A tipi hiicre hatti olan MCF-7"ye gore terapotik/sitotoksik/genotoksik ajanlara daha
direngli olmasi ile agiklanabilir. Genotoksisite analiz sonuglarindan hareketle, her iki
hiicre hattinda da bu g¢alismada kullanilan LA-5 EPS’nin tek basma DNA hasari
olusturma potansiyelinin, resveratrol ve kurkumin ile kombinasyonlarina kiyasla daha
yiiksek olabilecegi yorumlanmaktadir. Bu dogrultuda LA-5 EPS’nin tek basina etkilerinin
kanser mekanizma yolaklar1 iizerindeki rollerinin gibi detayli incelenmesinin terapotik

ajan ¢aligmalarina 6nemli veriler saglayacag diistiniilmektedir.

Tiim bu degerlendirmeler dogrultusunda, EPS’nin kurkumin ve resveratrol ile iiclii

kombinasyonu uygulamalarinin her iki hiicre hattinda da antiproliferatif etki
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potansiyelinin gli¢lii olabilecegi fakat bu ¢aligmada tespit edilen antagonistik etkilerinin
doz ve mekanizma {lizerine yapilabilecek ileri ¢aligmalarla aydinlanmasi gerektigi
diistiniilmektedir. Bunun yani sira, EPS’nin hem sitotoksik etkilerinin hem genetik hasar
olusturma potansiyelinin saglikli meme hiicre hattinda da incelenmesiyle birlikte EPS’nin
antikanser etki mekanizmalarmin aydinlatilmasinin  terap6tik ajan  gelistirme
caligmalarina 6nemli katkilar sunacagi ongoriilmektedir. Ayrica bu ¢aligmadan elde
edilen verilerden hareketle; kanserli hastalarda gida takviyesi olarak kurkumin,
resveratrol ve EPS’nin tek tek ve/veya kombinasyon kullanimlarinda kanser molekiiler
hiicre tipledirmelerinin dikkate alinmasi ve buna gore kullanimlarinin sinirlandirilmasi

ve/veya glinliik alim dozunun ayarlanmasi 6nerilmektedir.
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