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OZET

Lactobacillus rhamnosus G28.2°’DEN ELDE EDILEN EKZOPOLISAKKARITIN
ANTI-KANSER ETKILERININ /N VITRO YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Gizem TANLAK SARI
Ileri Teknolojiler Anabilim Dali
Biyoteknoloji
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2019
Danigman: Prof. Dr. Ayse Tansu KOPARAL

Ikinci Danisman: Prof. Dr. Merih KIVANC

Giliniimiizde kolorektal kanserden oOlenlerin sayist gittikce artmaktadir.
Tiimdrlerin  gelisimi ve yayiliminda anjiojenez rol oynamaktadir. Yeni damar
olusumunun engellenmesi tiimor biiyiimesini engelleyecegi i¢in kanserle savasta onemli
bir stratejidir. Laktik asit bakterilerinden elde edilen ekzopolisakkaritlerin antioksidan,
bagisiklig1 diizenleyici, anti biyofilm ve anti-tiimor etkilere sahip oldugu bilinmektedir.
Kanserde anjiojenez meydana gelir. Anjiojenez timor biiylimesi ve metastaz i¢in ¢ok
onemlidir. Kanserli hiicreler vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) ve temel
fibroblast biiyiime faktorii (DFGF) salgilayarak kendilerine yakin damarlarda bulunan
endotel hiicrelerin ¢ogalmasini indiikler sonrasinda bu hiicreler yeni kan damarlar
olusturarak timoriin etrafin1 sararlar. Bu tez c¢alismasinda agizdan izole edilen
Lactobacillus rhamnosus G28.2’den elde edilen ekzopolisakkaritin (EPS) insan kolon
adenokarsinoma hiicreleri (Caco-2) ve gobek kordonu veni endotel hiicrelerinin
(HUVEC) ¢ogalmalar1 tizerindeki etkileri MTT testi ile aragtirtlmigtir. HUVEC nin anti
anjiojenik etkisi tiip formasyon testi ile belirlenmistir. Tez ¢alismasi sonucunda Caco-2
ve HUVEC hiicreleri iizerinde laktik asit bakteri EPS’nin 3000-4000-5000 ve 6000
ng/ml’lik konsantrasyonlarin hiicre ¢ogalmasinda diisiise neden oldugu ve HUVEC
hiicreleri iizerinde 3000-4000-5000 ve 6000 ug/ml’lik konsantrasyonlarda anjiojenez
olusumunu engelledigi saptanmistir. Bu bulgular dogrultusunda EPS’nin biyo-ilag

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Laktik asit bakterileri, ekzopolisakkarit, Caco-2, anjiojenez,
HUVEC



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTI-CANCER EFFECTS OF EXOPOLYSACCHARIDE
OBTAINED FROM Lactobacillus rhamnosus G28.2 IN VITRO METHODS

Gizem TANLAK SARI
Department of Biotechnology
Advanced Technologies Program

Anadolu University, Graduate School of Science, August 2019
Supervisor Prof. Ayse Tansu KOPARAL
Co-Supervisor Prof. Dr. Merih KIVANC

Nowadays, the number of people who die from colorectal cancer is increasing.
Angiogenesis plays a role in the development and spread of tumors. Inhibition of new
vessel formation is an important strategy in the fight against cancer as it will inhibit
tumor growth. Exopolysaccharides from lactic acid bacteria are known to have
antioxidant, immunomodulatory, anti-biofilm and anti-tumor effects. Angiogenesis
occurs in cancer. Angiogenesis is very important for tumor growth and metastasis.
Cancer cells secrete vascular endothelial growth factor (VEGF) and basic fibroblast
growth factor (bFGF), inducing the proliferation of endothelial cells in their own and
nearby vessels, which then form new blood vessels and surround the tumor. In this
thesis, the effects of exopolysaccharide obtained from orally isolated Lactobacillus
rhamnosus G28.2 on human colon adenocarcinoma cells (Caco-2) and human umbilical
vein endothelial cells (HUVEC) proliferation MTT test was investigated. Anti-
angiogenic effect of HUVEC, which is a healthy cell line, was determined by tube
formation test. As a result of this study, LAB-EPS showed cytotoxic properties of Caco-
2 and HUVEC cells by affecting cell proliferation concentrations of 3000-4000-5000
and 6000 ug / ml angiogenesis formation. Based on these findings, it is thought that
LAB-EPS may be a biopharmaceutical.

Key words: Lactic acid bacteria, exopolysaccharides, Caco-2, angiogenesis, HUVEC.
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1. GIRIS

Giliniimiizde kanser 6liim nedenlerinin en énemli sebeplerinden biridir. Kanser
normal bir hiicrenin kontrolsiizce bdliinmesiyle olusur. Kansere neden olan faktorler
arasinda sagliksiz beslenme, stres, tiitlin ve alkol kullanimi, radyasyon, hormonlar,
bagisiklik sistemi, kalitsal ve metabolik mutasyonlar vardir. Diinya Saglik Orgiitii’niin
2018 yil1 verilerine gore diinyada kanserden dlenlerin arasinda kolorektal kanser ikinci
sirada gelmektedir (WHO, 2018; Tukenmez vd., 2019). Kolorektal kanser, kolonu ve
rektumu kaplayan hiicreler anormal hale geldiginde ve kontrolden ¢iktiginda meydana
gelir. Ne yazik ki, baz1 kolorektal kanserler herhangi bir belirti veya belirti olmadan da
mevcut olabilir. Kolorektal kanser tedavisinde en iyi yaklasim, metastazlara karsi
korunma ve miicadeledir. Bu tiir kanserin yayilmasi ciddi bir problem olmaya devam
etmekte, sonunda metastatik yayilma nedeniyle 6liimle sonuglanmaktadir (Azcarate-
Peril vd., 2011; Imani Fooladi vd., 2017; Nourozui vd, 2018). Neoanjiojenez, kanser
ilerlemesi ve metastaz olusumunda kanserin en énemli faktorlerinden biridir. Oksijen ve
besinlerde artan gereksinimlere sahip hizla biiyiiyen timdr kiitlesi, cesitli anjiojenik
faktorler tireterek vaskiiler biiylimeyi uyarir (Weis ve Cheresh, 2011). Timoriin yeni
vaskiilerize bolgelerinin biiyiimesiyle, kanser hiicreleri kan akisindan yeterince oksijen
almak icin durur ve hipoksik boélgeler olusturur. Hipoksi, yeni kan damarlarinin
olusumunu gerektiren daha fazla tiimor biiylimesine yol acan anjiojenezi uyarir.
Boylece anjiojenik tetikleyici agik kalir ve tiimoriin kanlanmasini ve heterojenitesini
arttirarak yeni damarlar olusturmaya devam eder (Plank ve Sleeman, 2003; Orlova vd.,
2019). Son yillarda aragtirmacilar mikrobiyal metabolitlerin, probiyotiklerin ve
toksinlerin kanser terapisinde uygulanmasina odaklanmistir. Probiyotik, modern ¢agin
bir ifadesidir, “yasam” anlamina gelir ve insan ve hayvan sagligi iizerindeki olumlu
etkileri olan Dbakteriyel birlesimi adlandirmak igin kullanilir (Bagchi, 2014).
Probiyotikler, bagirsaklarin mikrobiyal bilesimini degistirmek i¢in kullanilabilecek
stratejik mikroorganizmalardan biridir. Probiyotikler Lactobacillus, Bifidobacterium,
Propionibacterium, Escherichia ve Saccharomyces gibi gesitli cinslerden olusur ancak
Lactobacillus probiyotik olarak kullanilan en yaygin cinstir (Sungur vd., 2017). Laktik
asit bakterilerinin metabolik {iriinleri icerisinde en 6nemli fonksiyonel bilesiklerinden
biri olarak temsil edilen ekzopolisakkaritlerdir. Ekzopolisakkaritler (EPS) genellikle

polisakkaritlerin tiim formu ile iligkili mikrobiyal hiicre duvarinin dis tarafinda bulunur.



Laktik asit bakteri EPS’lerinin antioksidan, bagisiklik diizenleyici, anti-inflamatuar,
anti-biyofilm ve anti-tiimér etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Ozellikle EPS’nin anti-
tiimor aktivitesi son zamanlarda kanser tedavisinde potansiyel uygulamalar amaciyla
ilgi kaynag olmustur. Geleneksel anti-tiimor ilaglar mevcut durumda yiiksek seviye
aktiviteye sahip klinik uygulamalarda kullanilmaktadir (Yang vd., 2013). Ancak,
sitotoksisite ve sinir sistemine zarar vermesi gibi yan etkileri bu ajanlarin kullaniminda
endise kaynagi olmustur. Laktik asit bakterilerinden tiretilen EPS’ler diisiik toksisite ve
minimal yan etkiyle dogal kaynaklardan elde edilen tiriinii temsil etmektedir. Boylece

var olan anti-tiimor ajanlar igin etkili bir alternatif olarak sunulabilir (Di vd., 2018).

Bu tez calismasinda agizdan izole edilen Lactobacillus rhamnosus G28.2
susundan elde edilen ekzopolisakkaritin insan kolorektal adenokarsinoma hiicre hatti
(Caco-2) hiicrelerinde ve saglikli gobek kordonu veni endotel hiicrelerinde (HUVEC)
hiicre ¢ogalmalar1 {izerine etkisi arastirilmistir. Ayrica HUVEC hiicrelerinde tiip
formasyon deneyi yapilarak anjiojenez tizerine etkisi incelenmistir. Laktik asit
bakterilerinin ekzopolisakkaritlerini igeren probiyotik iirlinlerin giinliik kullaniminin

kanserle savasta etkili bir faktor olacag: diistiniilmektedir.
1.1. Kanser

Kanser, diinyada oliime neden olan ve kontrolsiizce anaplastik hiicrelerin
¢ogalmasindan dolayr doku ve organlarda metastaza sebep olan gesitli hastaliklardir.
Kanser normal bir hiicrenin kromozomal DNA’sinin mutasyonu sonucu olusur. Kanser
olusumuna i¢ ve dis faktdrler etki eder. i¢ faktdrler hormonlar, bagisiklik sistemi,
kalitsal mutasyonlar ve metabolik mutasyonlardir. Dis faktorler ise tiitiin, alkol,
kimyasal bulasici ajanlar ve radyasyondur. Kanserin tanimlanmis 6zelligi metastaz ve
istila etme yetenegidir. Normal hiicrenin transformasyonundan sonra genetik
mutasyonlu malignan hiicre; kanser hiicresi olarak hizli bir sekilde sayisini arttirir,
dokunun etrafin1 sararak istila eder ve gruptan koparak kan i¢inde ya da lenfatik
sistemle viicuda go¢ eder. Kanser sebepli dliimlerin %90°1 metastazdan kaynaklanir
(Zong vd., 2012). Kolorektal kanser hastalik ve 6liime neden olan onemli bir kanser
tirtidiir (Keskin vd., 2015). Diinyada kanserden Olenlerin arasinda kolorektal kanser
ikinci sirada gelir (Tukenmez vd., 2019). Anjiojenez, kolorektal kanser hiicrelerinin
metastazinda ve ¢ogalmasinda esas olarak rol oynar. Anjiojenez c¢esitli biiylime
faktorleri ve tiimorden salgilanan fibroblast biiyiime faktorii (FGF), vaskiiler endotel
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biiyiime faktorii (VEGF) gibi sitokinler ile siirdiiriiliir (Rajitha ve Nagaraju, 2017).
Kanser tedavilerinde kullanilan radyoterapi ve daha sik kullanilan kemoterapi kolorektal
kanserin tedavisinde de destekleyicidir. Kolon kanser tedavisinde yapilan gelisme diistik
seviyeli iyonize radyasyon tedavisinin ilerlemesinden elde edilen sonugtur. Ayrica
zengin probiyotik ve prebiyotik igeren besin takviyeleri kolorektal kansere karsi
kemoterapdtik ve Onleyici ajan olarak hizmet sunmaktadir. Besin takviyeleri giicli

antioksidan, anti-kanser ve anti-mutajenik 6zelliklere sahiptir.
1.1.2. Kolon Kanseri

Glinlimiizde kalin bagirsak kanseri diinyada en yaygin kanser dliimleri arasinda
olup biiyiik endise olusturmustur. Kalin bagirsak (kolon) kanseri vakalarinin artis sebebi
degisen cevre kosullart ve genetik faktorlerdir. Cevre kosullar1 arasinda beslenme
aliskanliklari, fazla et ve doymus yag tiiketimi, kronik alkol problemi, tiitiin ve tiirevleri
tiiketimi ve obezite yer almaktadir (Raman vd., 2013). Kanser tedavilerinde cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapi yontemleri kullanilmaktadir (Lai vd., 2015). Kanser
tedavilerinde kullanilan kemoterapi yontemi sitotoksik ve immunotoksik etki
gostermektedir. Yeni anti-kanser ilaglarin kesfi ile kemoterapilerin bu etkilerinden
uzaklagilmistir. Yeni anti-kanser kesifleri laktik asit bakterilerinin kolon kanseri

hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurucu etkisi oldugunu géstermistir (Ghany vd., 2015) .

Kolon kanseri tedavisinde kullanilan 5-flourourasil ve oksaliplatin ajanlari en
etkilileridir. Bununla birlikte yorgunluk ve istifra gibi goriilen, istenmeyen yan etkiler
hastalarin yasam kalitelerini diisiirmektedir. Kolon kanseri kemoterapisinde ilaglara
kars1 dogal ve kazanilmis direngler uygulamada zorluklar meydana getirmistir. Bir
biiyiik engel kanserin yeniden niiksetmesi ve uzak metastazlar yapmasidir. Boylece
kolon kanserini onlemede ve tedavi etmede yeni alternatif stratejilerin arastirilmasi
oldukca onemlidir. Kansere neden olabilecek etmenlerin basinda beslenme faktorleri
gelir. Bireylerin yasam tarzi ve beslenme aligkanliklar1 kolon kanserinin gelisimine etki

eder (Chan ve Giovannucci, 2010).

Kolorektal kanser, genetik bakis agisindan en i1yi anlasilmis tiimorlerden biridir.
Yine de geligmis {lilkelerde kanser baglantili 6liimlerin basta gelen sebepleri arasinda
yerini almaktadir. Metastaz kolon kanserli hastalar arasinda 6liim nedenlerinin ilkidir.

Kolon kanseri sebebi diyet aliskanliklari, aile ge¢misi, alkol, sabit aliskanliklar, iilsaratif



kolit ve kanser hiicrelerinin gesitli tiirleriyle iliskili olup, su anki terapiler tarafindan
tamamiyla yok edilemedigi rapor edilmistir. Kolon kanseri her zaman inflamasyonun
yaninda temel biyolojik yolaklar1 hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagsmasi ve tehlikesiz
varligini siirdirme ve malignant kolon dokusu diizenleyen bdylece anti- inflamatuar
terapileri 6nlemede ve erken evre kolon tiimorlerinin tedavisinde dikkat ¢ekicidir. Kotii
huylu kolon tiimoriiniin klinik tedavilerinde insanlar ve hayvanlara kars1 florourasil gibi
klasik kemoterapik dozajlar kullaniminin ciddi toksisite ve yan etkileri oldugu rapor
edilmistir (Li vd., 2017).

1.2. Anjiojenez

Anjiojenez insan viicudunda yeni kan damarlar1 olusumunda Onemli bir
fizyolojik siiregtir. Hem tiimor olusumu hem de yara tedavisinde gelisim ve doku
biiyiimesinde 6nemli bir rol oynar (Kontos ve Annex, 1999). Kan damarlar1 sadece
oksijen ve besini insan viicuduna tasimayip, aynt zamanda diger hastalik kosullar1 ve
timorleri besler. Anjiojenez kanser gelisimi ve ilerlemesinde anahtar prosestir.
Malignant hiicreler, onkogenlerin aktivasyonu ya da tiimor baskilayict genlerin
inaktivasyonu nedeniyle hizli bir sekilde bdliinen hiicreler ve kontrolsiizce gelisen
hiicrelerdir. Timdr olusurken ve olustuktan sonra biiyikligi 1-2 mm®e ulasir ve
oksijen ve besin saglayamadigindan dolay1 daha fazla gelisemez. Tiimor hiicreleri ¢esitli
biiylime faktorlerinden temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) ya da vaskiiler endotel
biiyiime faktorii (VEGF) sekresyonu ile anjiojenezi tesvik eder (Collins vd., 2005).
Anjiojenez insan kanser hiicrelerinin kontroliinde anti-anjiojenez iizerinden terapotik
hedef olarak gorev yapar. Ayrica anjiojenezin destegi ile kardiyovaskiiler hastaliklarin
kontroliinii saglar. Patolojik anjiojenezde ileri arastirmalar regiilatér molekiilleri
anlamada daha 1y1 bir katki saglayabilir ve potansiyel antikanser tedavilerinin kesfi icin
yardimci olabilir. Mevcut durumda, klinik denemelerde akciger, meme ve kolorektal
kanser gibi cesitli insan kanserlerini tedavi etmek i¢in bir ¢ok ajan veya antikor
kullanimi vardir (Sun vd., 2017). Anjiojenez tiim omurgalilarda saglik agisindan
gereklidir ama yeni kan damarlarinin fazla biiylimesi timér olusumunu kolaylastirmada,
inflamasyonu arttirmada ve korliige neden olmada rol oynar. Patolojik anjiojenez ¢cogu
inflamatuvar, bagisiklik, malignant ve iskemik rahatsizliklarda goriiliir ve yeni
molekiiler terapilere ragmen ¢ok biiylik saglik sikintis1 geriye kalir (Puro vd., 2016).

Anjiyogenez yara iyilesmesi, kollateral dolasimin gelismesi, korpus luteumdaki



kimyasal dokular, endometriyum, plasenta olusumu ve sa¢ uzamasi gibi dokularin

onarimi ve gelisimi i¢in esastir (Prado vd., 2016).

Kan damarlarinin olusumu vaskiilojenez ve anjiojenez olmak iizere iki ilke
tarafindan gerceklesir. Her ikisi de kan damar aglarinin genislemesinde benzer rolleri
almalarina ragmen farkli amag¢ ve mekanizmalar gerceklestirirler. Vaskiilojenez biiylik
bir cogunlukla erken embriyogenez sirasinda yerini alsa da, anjiojenez gelisen
dokularda biyokimyasal isaretler tarafindan tetiklenirler. Ikisi de birlikte damar ag
olusumunu basarirlar. Fizyolojik anjiojenez normal doku gelisimi, yeniden bi¢imleme
ve rejenerasyon i¢in esastir. Genel olarak anjiojenez siireci bir dizi basamak igerir.
Endotel hiicreleri uyarma, kapiler bazal lamina c¢evresinin bozulmasi, endotel
hiicrelerinin gog¢ii, kapiler filiz olusumu ve damar maturasyonunu igerir. Anjiojenez
sadece yararli doku gelisimine ve rejenerasyona neden olmaz ayni zamanda malignant
hastaliklar1 da igerir. Ornegin anormal damar gelisimi ve yeniden bigimleme diabetik
komplikasyonlari, artriti, endometriyozu, sedef hastaligini, kanseri, inflamatuvar
rahatsizliklarini, g6z hastaliklarint ve hipertansiyonu tetikler (Shi vd., 2017).
Anjiojenez endotel hiicre cogalmasini, gogii ve farklilagmasini igerir ve bazik fibroblast
bliylime faktorii (bFGF), vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) gibi bircok
proanjiojenik faktorler tarafindan uyarilmaktadir (Hoeben vd., 2004). Buna ek olarak
anjiojenez kollajen ve fibronektin gibi integrin ve hiicre yiizey proteinleri arasindaki
etkilesim araciligiyla ekstraseliiler matriks bilesenleri tarafindan uyarilabilir (livanainen

ve ark., 2003).
1.3. Laktik Asit Bakterileri

Probiyotik, bagirsak sistemi mikroflorasinin dengesini ayarlayan yararh
organizmalara denir. ilk olarak 1965 yilinda kullanilmis bir terimdir. Yunanca’da
“yasam i¢in” anlamina gelmektedir (Lilly ve Stillwell, 1965). Probiyotiklerin biiyiik bir
cogunlugu laktik asit bakterileridir.

Laktik asit bakterileri gram pozitif, ¢ubuk ya da kok seklinde, spor
olusturmayan, asit toleransl, diisiik guanin- sitozin igeren, anaerob ya da mikroaerofilik
ozelliklere sahiptir. Laktik asit bakterileri probiyotikler olarak bilinen konagma saglik
acisindan fayda saglayan yasayan mikroorganizmalardir. Laktik asit bakterileri dogada

genis alana yayilmistir, endiistriyel agidan Onemlilerdir. Endiistriyel gida



fermantasyonununda kullanilirlar. Son dénemlerde bazi laktik asit bakteri suslarinin
onemli bagka biyolojik fonksiyonlar1 oldugu saptanmistir (Nakagawa ve Miyazaki,
2017). Merak uyandirict bir sekilde endiistriyel mikrobiyoloji 1890’larda baslamis ve
ilk starter kiiltiir iirlinli olarak peynir ve eksi siit iiretilmistir ardindan laktik asit
bakterileri 6nem kazanmistir (Sauer vd., 2017). Fermentasyon iiriinii olarak laktik asit
olustururlar (Patel vd., 2012). Laktik asit iiretimi ve primer metabolit olarak da seker
metabolizmalar1 ile ekolojik ¢esitlilige sahiptirler (Li vd., 2014). Laktik asit bakterileri
gida, ila¢ ve kimya endiistrilerinde kullanilmalarinin yam sira salgiladiklar1 metabolit
irtinii olan ekzopolisakkaritler ile son zamanlarda arastirma konusu olmuslardir.
Polisakkaritler; bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalardan elde edilen onemli
bilesiklerdir. Ekzopolisakkaritler (EPS), laktik asit bakterilerinden elde edilen
ekstraselliiler biyopolimerlerdir. EPS’ler biyolojik dengeleyici, kivam arttirict ve
emiilgator olarak siit endiistrisinde kullanilir (Abraham vd., 2009; Behare vd., 2009).
Ruas-Madiedo ve arkadaslarinin (2008) yaptiklar: ¢alismada EPS’nin hiicre tanimasini,
adhezyonunu ve biyofilm olusturarak farkli ekosistemlerin kolonizasyonunu arttirdigi
gosterilmistir. Laktik asit bakterilerinden elde edilen EPS’nin insan sagligi {izerine
yararli etkileri vardir. Anti-timér, bagisikligr diizenleyici, antikanser, gastrointestinal
rahatsizlik iltithaplanmasini gelistirici, kan basinct ve kolestroliin her ikisini de diistiriicti
etkiye sahip olmasi insan sagliginda o6nemli rol oynamaktadir (Li vd., 2015).
Polisakkaritlerin antikanser etkiye sahip oldugunu ilk kez 1946 yilinda Nauts ve
arkadaglar1 tarafindan gosterilmistir. Sayisiz ¢alismada polisakkaritlerin  tiimor
gelisimini inhibe ettigi ileri siiriilmustir. Polisakkaritin antikanser oOzellikleri ii¢
yaklasimda gosterilmistir; direkt sitotoksisite, bagisiklik arttirma, konvensiyonel
antikanser ilaglar ile tedavide sinerjik etki. Direkt sitotoksisite polisakkaritlerin kanser
indiiksiyonu ile karismasi, biiylimesi, hiicresel apoptozu indiikleyerek ilerlemesi ve
hiicre dongiistinii Onlemesi, timor istilasini, adhezyonunu ve metastazini inhibe
etmesini igerir. Bagisiklik arttirma, konak hiicrenin immunofonksiyonunu arttirma ile
tanimlanir. Diger kemoterapotik ilaclar ile sinerjik ¢aligmalar kanser tedavilerine karst

belirgin gelismeler gosterir (Zong vd., 2012).

Zahran ve arkadaslar1 (2017) Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469’ dan elde
edilen ekzopolisakkaritin diisiik seviye iyonize radyasyon terapisi ile kolorektal

kanserin hedef sinyallerini baskilayabilecegi hipotezini kurmuslardir. Caligmalarinin



sonucunda hipotezlerini destekleyici bulgular edinmislerdir. Bu bulgular kolorektal
kanserin tedavisinde potansiyel terapotik olarak EPS’nin kullanilabilecegini
gostermistir. Kronik inflamasyon kanser olusumuna yonelik katki saglayan bir faktor
olabilir. Yapilan c¢alismalar inflamatuar bagirsak hastaliklar1 ve kolorektal kanser
arasinda direkt baglanti oldugunu gostermektedir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda
uzun siire lseratif kolit ve Crohn hastalifini ¢eken hastalarin kolorektal kansere
yakalanma riskinin fazla oldugunu gostermektedir (Sengupta vd., 2015). Farkli nedenler
inflamatuar bagirsak hastaliklar1 ile baglantili olup bunlarin bazilar1 dogrudan ya da
dolayli olarak kolorektal kanserle iliskilidir (Wang ve Huycke, 2015). Intestinal
mikrobiyoma uygun olmayan bagisiklik tepkisi inflamatuar bagirsak hastaliklarinin
Olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. Kanserin olusmasinda inflamasyon kilit tasi
faktordiir. Probiyotikler ev sahiplerine yeterince saglik agisindan yarar saglarlar.
Carmen ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada genetigi degistirilmis laktik asit bakterisi
inflamatuar bagirsak hastaliklarina karsi yeni tedavi yontemi olarak kullanilmistir.
Genetigi degistirilmis laktik asit bakterileri uygulanan farelerde, o6zellikle deney
sonunda elde edilen numunelerde, kronik bagirsak iltihabi hasari skorlarinda azalma

oldugunu gostermislerdir (Carmen vd., 2017).

Probiyotikler saghgi tesvik eden bakteriler olarak tanimlanmaktadir.
Lactobacillus casei, L.paracei, L.rhamnosus ve L.plantarum gibi Lactobacillus tiirleri,
bircok siit lirtinii ve giinliik fermente olmayan gida iirtinlerinin tiretiminde kullanilan en
yaygin olarak kullanilan probiyotik bakteriler arasindadir. Probiyotik yiyecekler yeterli
miktarda canli mikroorganizma igermelidir, ancak son c¢alismalar inaktive edilmis
hiicreleri veya hiicre oziitlerini igeren yeni fonksiyonel gida iiriinlerinin gelistirilmesine
yoneliktir. Probiyotiklerin saghigi tesvik edici 6zellikleri baslangigta Rus immiinolog
Elie Metchnikoff tarafindan tanimlanmistir ve 1907'de "Yasamin uzatilmasi" adh
kitabinda sunulmustur. Giiniimiizde, baz1 c¢alismalar probiyotiklerin irritabl bagirsak
hastaligi (Del Carmen vd., 2011), antibiyotikle iliskili diyare (Szajewska ve Kolodziej,
2015) ve nekrotizan enterokolit gibi ¢esitli sindirim bozukluklarina karsi basarili
olabilecegini gostermistir (Deshpande vd., 2010). Ek olarak, probiyotikler, kolorektal
kanserin onlenmesine karst da olumlu bir etkiye sahip olabilir. Bagirsak mikroflorasinin

degistirilmesini, kolon kanseri hiicrelerine yapismayt ve anti-proliferatif aktiviteyi



iceren ¢esitli molekiiler ve hiicresel mekanizmalar yoluyla etki ederler (Bermudez-
Brito vd., 2012; Mantzourani vd., 2019).

1.4. Ekzopolisakkaritler

Polisakkaritler monosakkaritlerin arasinda glikozit baglar1 kurularak olusmus
biyopolimerlerdir. Bu yapilar dogrusal ya da dallanarak zincirleri olusturmuslardir.
Polisakkaritlerin genel formiilii Cx(H20)Y dir. X yerine 200 ve 2500 arasi yazilabilir.
Polisakkaritler kaynaklarma gore iki grupta simiflandirilir. Dogal polisakkaritler ve yari
sentetik polisakkaritler. Dogal polisakkaritler mikroorganizmalar, algler, bitkiler ve
hayvanlardan elde edilir. Yar1 sentetik polisakkaritler ise temel makromolekiillerin
kimyasal ya da enzimatik modifikasyonlart ile liretilirler. Polisakkaritler ¢esitli kimyasal
kompozisyonlarin, molekiiler agirliklart ve yapilart varliginda farkli kaynaklardan elde
edilirler. Polisakkaritler jelatin, ¢ozilebilirlik, diisiik ozmotik etki ve ylizey gibi ¢esitli
fizikokimyasal Ozelliklere sahiptir. Ayrica polisakkaritler biyolojik siire¢lerde 6nemli
rollere sahiptir. Bunlardan bazilar1 enerji depolamasi (nisasta ve glukojen), yapisal

bilesen olmasi (seliiloz ve kitin), sinyal teshisi, hiicre-hiicre iletisimidir.

EPS’ler dogal olusumlu bioaktif bilesiklerin énemli bir sinifi olarak sayilirlar.
EPS genellikle bulunduklar1 yere bagli olarak iki sekilde meydana gelir: ¢evredeki
ortama salgilanan ekzopolisakarit (r-EPS) ve hiicre yiizeyine kovalent olarak baglanan
ve boylece bir kapsiil olusturan hiicreye bagh ekzopolisakarit (b-EPS) (Sanalibaba ve
Cakmak, 2016). Mikrobiyal polisakkaritler arasinda laktik asit bakterileri tarafindan
tiretilen bu polisakkarit en Onemli sekonder metabolit olup, immuno diizenleyicli,
kolesterol diisiirticii, anti-koagulan, antioksidan, anti-viral, antibiyotik, anti-mutant,
anti-tiimor ve anti-kanser etkisi gibi ¢oklu farmokolojik aktiviteler ile iligkili olup ayni
zamanda gida arastirmalarinda artan ilgiyi tizerine almistir (Deepak vd., 2015). Bu
nedenle laktik asit bakterilerinden tiirevlenen EPS ideal bir kolon kanseri dnleyicisi ve
terapotik adayidir. EPS {ireten mikroorganizmalar arasinda, laktik asit bakterileri (LAB)
tirettikleri, saglik tehlikesi icermeyen ve genellikle giivenli oldugu kabul edilen
olaganiistli biyopolimer 6zellikleri nedeniyle 6zel ilgi gormiistiir (Anjum vd., 2013).
Gida endiistrisinde kullanilan bakteriyel EPS, benzersiz fonksiyonel o6zelliklerinden
dolay1 emiilsifiye edici, dengeleyici ve viskoz edici bir madde olarak rol oynar (Liu vd.,
2010). Ayrica, bazi bakteriyel EPS'ler, hidrofobik molekiiller, iyon degisim regineleri,
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kapsiilleyici malzemeler, biyo-emiciler ve biyo-akiskanlar i¢in konakg¢i olarak gesitli
endiistrilerde kullanilabilir (Kavita vd., 2014). LAB yoluyla iiretilen EPS'ler, peynir ve
yogurt gibi fermente siit {irtinlerinin dokusunu, akiskanligini ve agiz hissini iyilestirme
potansiyeline sahiptir (Anjum vd., 2013). Ayrica, LAB tarafindan tiretilen EPS, konagin
gastrointestinal kanalinda sabit kalir, boylece yararli bakterilerin kolonizasyonunu
arttirr. LAB-EPS ayrica antioksidan aktivitesi, antibiyofilm aktivitesi ve antitimor
aktivitesi i¢in de rapor edilmistir (Kanmani vd., 2013; Sungur vd., 2017). Farkli
calismalar probiyotiklerin anti-proliferatif ve anti-kanser ozelliklerini gostermistir
(Tiptiri- Kourpeti vd., 2016). Probiyotik bakterilerin antikanser etkilerine; kanserojen
tiriinlerin inhibisyonu (Motevaseli, 2017), oksidasyondan DNA korumasi, immun
sistem diizenlemesi (Abedin-Do vd., 2015) ve apoptoz, istila, metastaz, kok hiicre
bakimi ve hiicre dongiisii kontroliinde yer alan genlerin Serbest birakilmasi aracilik eder.
Ayrica probiyotik tedavisinin, gastrointestinal kanser ve iltihaplar iyilestirmek ve
istesinden gelmek icin etkili bir strateji oldugu goriilmektedir. EPS igeren polisakkaritin
anti-kanser aktivitesi, monosakkarit kompozisyonu, molekiil agirhigini, polimerik
omurga yapisini ve yan zinciri etkiler. Lactobacillus helveticus’dan in vitro ortamda
elde edilen EPS’nin antioksidan aktivitesi, karakterizasyonu, saflastirilmast ve
tiretilmesi rapor edilmistir. Li ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismada EPS’nin
Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurdugu gosterilmistir. Buna ek
olarak EPS’nin dogal anti-kanser ila¢ olabilecegi diistiniilmektedir (2015). EPS’lerin
kismen de siilfatlanmis polisakkaritleri son zamanlarin yogun arastirma konusu
olmustur. Ekzopolisakkaritin seker bilesenleri glukoz, fruktoz, galaktoz, ksiloz,
arabinoz, mannoz, ramnoz ve fukoz tiirevleridir. Ornegin arabinozun EPS’de varlig
hiicre agregasyonuna sebep olur. Diatomdaki EPS, ramnoz ve fukoz gibi deoksi sekerler
kopiige, topaklanmaya ve hiicre adhezyonuna etki ederler. EPS in vivo ortamda tiimor
biiyiimesine kars1 olarak inhibitdr 6zellik sergiler. /n vitro ortamda da kanser hiicre
hatlarinin ¢ogalmasini inhibe eder. EPS’nin anti-tiimor aktivitesi molekiiler agirlik ve

stilfatlagsma seviyesini kritik seviyede etkiledigini gostermistir (Geresh vd., 2002).

EPS’nin sadece 6.53 - 1002 kDa agirhigindaki molekiiler agirlaga sahip
P.cruentum ‘dan elde edilen formu fare modellerinde S180 tiimdriiniin hiicre
cogalmasini inhibe ettigi bulunmustur (Sun vd., 2012). EPS’de artan siilfatlagsma
seviyesinin kanser inhibisyon 6zelligini gelistirdigi rapor edilmistir (Geresh vd., 2002).



Shopen-Katz ve arkadaslar1 (2000) tarafindan Porphyridium sp. ve R. Reticulata’ dan
elde edilen EPS’deki siilfat artisinin neoplastik memeli hiicre biiyiimesi ve ratlarda
kolon kanseri hiicrelerinde ¢ogalmay: inhibe edici etkisi kanitlanmistir (Geresh vd.,
2002). EPS’deki stilfat artis1 anti-tiimor aktivitesinin ana mekanizmasi olarak bagisiklik
sisteminin giiclenmesini indiiklemektedir. EPS tiimorlii hiicre farklilagsmasi, apoptoz ve
hiicre sinyal yolaginin diizenlenmesine neden olur. Etkilesimi bloke eder ya da kanser
hiicreleri ve konak hiicre arasinda adhezyona sebep olur (Raposo vd., 2014; Zhou vd.,
2004; Xiao vd., 2016).

1.4.1. EPS’nin anjiojenez iizerine etkisi

Kanser uzun yillardir insan sagligi agisindan ciddi bir zorluk yaratmistir. Son
gelismelerde molekiiler tani teknikleri kanserin en erken evrelerinde kan ve idrarda
kanser biomarkerlarini incelemeyi ve belirlemeyi mimkiin kilmaktadir (Comittee,
2015). Kanserde anjiojenez yontemleri arasindaki farkliliklarin tanilamasi ve bunlarin
normal hiicrelerde bulunmasi kanser terapisinde hedef olarak kullanilabilen ve
anjiojenezde aktif ve sadece bulunan 6zel molekiillerin tanilamasina yol acar (Fallah

vd., 2019).

Bir¢ok caligmada bitki ekstratlarindan ve bocekten tiiretilmis materyaller gibi
dogal biyomateryallerin pro-anjiojenik etkiye sahip oldugu rapor edilmistir. Dogal
kaynaklardan elde edilen biyomolekiiller arasinda ekzopolisakkaritlerin anjiojenezi
uyardig1 rapor edilmistir. Ekzopolisakkaritler ¢esitli bakteri, mantar, maya ve denizsel
alglerden salgilanan yiiksek molekiiler agirlhiga sahip olan seker polimerleridir. Bu
EPS’ler farmosotik, nutrasdtik ve fonksiyonel gida endiistrisinde fonksiyonel
uygulamalara sahip ve potansiyel olarak kullanilirlar. Park ve arkadaslari (2016)
yaptiklar1 ¢aligmada Neungee mantarindan izole edilen MK1 bakteri susu tarafindan
salgilanan yeni bir EPS kesfettiklerini rapor etmislerdir. MK1-EPS, tiim&r nekroz faktor
alfa, interlokin 1 beta ve nitrik asit RAW 264.7 hiicrelerinde gibi sitokin iirlinlerini
uyarmayla bagisiklik diizenleyici aktivite sergiler. Birgok c¢alisma dogal EPS’nin
anjiojenik aktiviteyi arttirdigini rapor etmistir. MK1 —EPS’ nin HUVEC hiicrelerinde
cogalmay1 baglattig1 gosterilmistir. Daha sonra MK 1- EPS’nin anjiojenezi destekledigi
belirlenmis ve tiip formasyon ile yara iyilestirme deneylerini uygulamis olup, HUVEC
hiicrelerinin anjiojenik aktivitesini arttirdigi gosterilmistir (Park vd., 2016). Timor
anjiojenezi ve istilasi iyi huylu tiimoriin malignan transformasyonunu igeren biiyiik
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kanser Ozellikleridir. Bu patolojik degisimlerin inhibisyonu kanser metastazini ve
ilerlemesini baskilayan iyi tanimlanmig stratejilerdir. Tiimor mikroortaminda VEGF
ekspresyonu kaldirilmistir ve anjiojenik aksiyon potenti kurulmustur. VEGF, timor
kitlesinin biiyiimesinde hizlica yeni vaskiiler aglar i¢ tarafina ilerletir. Boylece tiimor
malignitesi, istilast ve metastazi i¢in harika bir ¢evre olusturur. Simdiki klinik girisimler
kanser tedavilerinde VEGF hedefli yeni anti-anjiojenik molekiillerin kesfine yoneliktir.
Dey ve arkadaslar1 (2017) yaptiklar1 ¢alismada HUVEC hiicresinden salgilanan VEGF
molekiiliiniin anti-anjiojenik etkisi olabilecegini bdylece kanser tedavilerinde ajan

olabilecegini bulmuslardir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham (Sigma),
Penicilin-Streptomycin (Biological Industries), Fetal Bovine Serum (Sigma), Tripsin-
EDTA solution (Biological Industries), PBS solution, PBS-EDTA solution, Matrigel,
Heparin, Endothelial Cell Growth Supplement (ECGS), Endothelial Cell Basement
Medium (EBM-2).

2.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

25 cm?lik, 75 cm®’lik, 175cm® lik flaklar, 96 kuyucuklu plakalar (TPP), cam
meziirler, cam pipetler (1, 2, 5 ve 10 ml hacimlerinde), 250, 500 ve 1000 mI’lik Durham
sigeleri, 10 mI’lik tek kullanimlik pipetler, Steril polipropilen santrifiij tiipleri (15 ve 50

ml hacimlerinde), Rezervuar kaplari, Thoma lami, Vakum Sistemi (Nalgene).
2.3. Kullanilan Aletler

Sogutmali ve yiiksek devirli santrifiij (Heraus), kuru hava sterilizatorii (Niive),
otoklav, derin dondurucu (-20, -86), buzdolabi, manyetik karistirici, CO, inkiibatorii
(Heraus), steril kabin (Heraus), siv1 azot kaplari, 0,5-10 pl’lik mikropipet,10-200 pl’lik
mikropipet, 100-1000 pl’lik mikropipet, kar-buz makinesi (Scotsman), su banyosu
(Clifton), Eliza Cihaz1 (ELx808-1U, Bio-Tek), Inverted Mikroskop (IX71 Olympus), 12
Kanalli mikropipet (eppendorf), dagitici pipet (eppendorf).

2.4. Kullanmlan Arac ve Gereglerin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan bazi cam ve plastik malzemeler ile sivi soliisyonlar
aliiminyum folyolara sarili olarak otoklavda 121 °C, ve 1,5 atm/Hg basingta 20 dakika,
bazi1 cam ve metal malzemeler de aliiminyum folyolara sarili olarak sterilizatorde 180

°C’de 2 saat siire ile steril edilerek kullanilmistir.
2.5. Kullanilan Hiicre Hatlar
2.5.1. Caco-2 hiicre Kkiiltiiri

Hiicre stoklarimizda bulunan Sap Enstitiisii’nden (Ankara) temin edilmis insan

kolon adenokarsinoma hiicreleri (Caco-2) bu ¢alismada kullanilmistir. Caco-2 hiicreleri
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inaktif hale getirilmis %10’luk Fetal Bovine Serum DMEM-F12, %1 (v/v) Penisilin —
Streptomisin ve %7,5 NaHCOjs igeren besiyerinin bulundugu 75 cm?lik flasklarda %95
hava ve %5 CO,’li gaz ortaminda, 37°C’deki CO; inkiibatoriinde (Heraus) kiiltiire

edilmistir.
2.5.2. HUVEC hiicre kiiltiirii

Proje kapsaminda in vitro deneylerin uygulanmasi i¢in ATCC (American Type
Culture Collection)’den HUVEC (Human Umbilical Vascular Endothelial Cells)
hiicreleri temin edilmistir. Hiicreler Nutrient Mixture F12 Ham, %10 Fetal Bovine
Serum, 10 mL/L Penicilin/Streptomycin, 100 mg/L Heparin, 30 mg/L Endothelial Cell
Growth Supplement’dan (ECGS) olusan medyum igerisinde 37°C’de, %5 CO; igeren
CO; inkiibatoriinde gelistirilmistir.

2.6. Kullanilan Test Maddelerinin Hazirlanmasi

Calismada, Eskisehir Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Merih Kivang tarafindan kismi saflastirilan pellet haline

getirilen test madde (EPS) ultra saf su iginde ¢6ziilerek uygun dozlar hazirlanmistir.

Lactobacillus rhamnosus G28.2 susundan elde edilen EPS ile iki set deney
kurulmustur ve farkli dozlar hazirlanmistir. Hazirlanan test maddesi; ultra saf su i¢inde
coziilerek Caco-2 i¢in 3000 — 4000 — 5000 - 6000 pg/ml vee HUVEC i¢in 250 — 500 —
1000 — 2000 — 3000 — 4000 — 5000 — 6000 - 8000 pg/ml dozlar hazirlanmigtir. Test
maddesi, ultra saf su i¢inde ¢ozildiigl i¢in; negatif kontrol olarak ¢oziicli madde olan

ultra saf su kullanilmistir.

2.6.1. Ekzopolisakkaritin izolasyonu

L.rhamnosus MRS brotha inokiile edilerek 24-48 saat siire ile anaerobic
kosullarda 35°C’ de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda bakteriler
6000 rpm’ de +4 °C'de 20 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 iistte
olusan s1v1 alinarak farkli bir tiipe aktarilmistir. Tiipiin iizerine %20 konsantrasyonunda
trikloroasetik asit ilave edilerek +4 °C'de bir gece birakilmistir. Daha sonra ornekler
10000 rpm' de +4 °C'de 30 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra iist
kisimda olusan sivi alinarak bir bagka tiipe aktarilmistir ve sivinin {izerine sogutulmus

bir hacim etanol eklenerek -20 °C'de bir gece birakilmistir. Daha sonra 6rnekler 10000
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rpm' de +4 °C'de 30 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra {ist kistmda
olusan sivi kisim dokiilmiistiir ve altta olusan pelet iizerine sicak distile su ilave

edilerek pelet ¢ozlindirilmustiir.

2.7. Yontem
2.7.1. Hiicrelerin testler i¢cin hazirlanmasi

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini %70 oraninda
kapladiklar1 zaman tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan kaldirilmistir.
Thoma lami1 yardimiyla 3 kez sayillarak MTT testi i¢in 96 kuyucuklu Caco-2 hiicre
kiiltiirii  tabakalarmm her kuyucugunda 6x10° hiicre ve Huvec hiicre kiiltiirii
tabakalarinin her kuyucugunda 8x10° hiicre olacak sekilde % 10 FBS igeren besiyerinde
siispansiyon haline getirildikten sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarma 0,1 ml
hiicre siispansiyonu aktarilmistir. Yapilan deneyler sonucunda bu sayi secilmistir.
Hiicrelerin yapismasi ve yeni ortama alismasi i¢in 37°C’de 48 saat inkiibe edilmislerdir.
48 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin iizerindeki besiyerleri plakalarin ters
cevrilmesi suretiyle uzaklastirilmistir. Hiicrelerin {izerine test maddelerinin sitotoksik
etkilerini belirlemek iizere, test maddelerinin istenen konsantrasyonlarini i¢eren taze

besiyerleri ilave edilip 24 ve 48 saat 37°C’de CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir
2.7.1.1. Invitro sitotoksisite testi (MTT testi)

Sitotoksisite, hiicrelerin adaptif yeteneklerinin yani sira hayatta kalma, tireme ve
metabolik fonksiyonlarint yerine getirme becerilerine miidahale eden bir dizi
modifikasyona yol agan hiicresel homeostazinin degisikliklerinden olusan bir olaylar
dizisidir (Todryk vd., 2001). Bir sitotoksisite testi, biyolojik aktivitesi i¢in halihazirda
arastirilan bir maddenin toksisitesini ve giivenligini belirlemenin énemli bir yoludur ve
bu testler, terapotik potansiyeli olan yeni bir {riiniin gelistirilmesinin erken
asamalarinda gergeklestirilir (Sanchez vd., 2006; Badel vd., 2011). En sik kullanilan in
vitro sitotoksisite testleri, bazal sitotoksisiteyi degerlendirerek toksik konsantrasyon
limitinin tanimin1 saglar. Genel olarak, yontem boyalar kullanilarak hiicre gecirgenligi
degisimine dayanir (Sanchez vd., 2006; Ahmed vd., 2013). MTT, canli hiicreler ile
inkiibe edildiginde, substratin1 dehidrojenazlar gibi mitokondriyal enzimler yoluyla

kirar ve sar1 bir bilesikten koyu mavi bir bilesige (formazan) doniisiir.
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Formazan iiretimi, solunum zincirinin islevsel durumunu ve hiicre canliligini
yansitir. Hiicrelerin MTT'yi azaltma kabiliyeti, hiicre canlilig 6l¢iisii olarak yorumlanan
aktivite ve mitokondriyal biitiinliigiin bir gostergesidir (Wang vd., 2008; Maeda vd.,
2004).

Caco-2 hiicreleri, Thoma lamu ile sayilarak 96 kuyucuklu plakalara her kuyucuga
6x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir, 24 saatlik inkiibasyonun ardindan besiyerleri
uzaklastirilmis ve test maddesi uygulanmustir. Hiicreler gerekli siirelerde inkiibasyona
birakildiktan sonra, besiyerleri gerekli inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicrelerden
uzaklagtirllmis ve MTT ilavesi yapilarak test maddelerinin hiicre ¢ogalmasina olan
etkileri saptanmustir.

HUVEC hiicreleri de sayildiktan sonra her kuyucukta 8x10° hiicre olacak sekilde

24 saatlik inkubasyona biraklmistir ve ardindan test maddesi ile muamele edilmistir.

2.7.1.2. MTT olgiimii

Test maddeleri ile 24 ve 48 saat muamele edilen hiicrelerden inkiibasyon siiresi
sonunda besiyerleri uzaklagtirllmistir. Hiicreler 5 mg/ml-1 MTT soliisyonu ile canli
hiicrelerin mitokondrial metabolik aktiviteleri sonucu MTT boyasinin suda ¢éziinmeyen
formazan tuzuna doniisebilmesi igin 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda
hiicrelerden MTT boyast uzaklastirilmistir. Canli  hiicreler tarafindan olusturulan
formazan tuzlarinin ¢éziinmesi icin her bir kuyucuga 0,1 ml DMSO ilave edilmistir.
Plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda 570 nm dalga boyunda
okutulmustur. Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canlilik oran1 % 100
olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 ylizde olarak ifade edilmistir.
MTT deneylerinin sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesinde SPSS programi
kullanilmig ve elde edilen verilerin tek yonli ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi
uygulanarak anlamliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0,05 kabul

edilmistir. Deneyler 8 paralel halinde ve 3 tekrar olarak yapilmistir.

2.7.3. Tiip formasyon testi

96 kuyucuklu plakalar 70 pL/kuyucuk olacak sekilde matrijel ile kaplanarak
37°C’de 20 dakika bekletilmistir. Yaklasik 4 saat %1 serum (FBS) iceren EBM-2
(Endothelial Cell Basement Medium) i¢inde serum agligina maruz birakilan hiicreler

4x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde %1 oraminda serum ve test maddelerinin belirlenen
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konsantrasyonlarint iceren EBM-2 medyum i¢inde matrijellerin {izerine ekilmis ve
yaklasik 12 saat bekletilmistir. Tiip ag1 olusumlar1 mikroskop altinda rastgele se¢ilmis 9

alandan goriintiillenmis ve degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Lactobacillus rhamnosus G28.2 den Elde Edilen Ekzopolisakkarit Caco-2

Hiicreleri Uzerindeki Etkileri

L. rhamnosus G28.2°den elde edilen EPS’nin, 6x10° hiicre sayisinda ekim
yapilan Caco-2 hiicreleri lizerindeki etkisi MTT testi ile degerlendirilmistir. Sekil 3.1°de
gosterildigi gibi sirastyla 3000-4000-5000 ve 6000 pg/ml dozlar uygulanmistir. 250-
500-1000 ve 2000 pg/ml’lik dozlarda hiicre ¢ogalmasini etkilemedigi goriilmiistiir.
EPS’nin Caco-2 hiicrelerin tizerinde 3000 pg/ml’lik konsantrasyondan baslayarak hiicre
cogalmasini azaltici etkisinin oldugu saptanmistir. 24 ve 48 saatlik deneyler sonucunda
olarak 24 saatlik deney sonucunda 3000-4000-5000 ve 6000 pg/ml olacak sekilde
uygulanan dozlarda kontrole bagl hiicre canliliginda % 22 ile % 38 oraninda diisiis
gbzlemlenmistir. 48 saat sonucunda %28 ile %38 oraninda diisiis gosterirken, en fazla
diistisii gosterdigi konsantrasyon 6000 ug/ml ile muamele de kontrole bagli hiicre

canliliginda % 38 oraninda diisiis goriilmektedir.

Caco-2
120

100
*®
20 = * * *
fuly * —
II II I* | |
0 I II

Kontrol 3000 ug/ml EPS 4000 pug/ml EPS 5000 pg/ml EPS 6000 ug/ml EPS

6

=]

4

Hiicre canlhig {%okontrol)
=]

2

=

W24sa MW4Bsa

Sekil 3.1: Agizdan izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden L.rhamnosus G28.2 elde edilen EPS’nin,
Caco-2 hiicreleri iizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore
anlamli farkliliklar géstermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05
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3.2. Lactobacillus rhamnosus G28.2 den Elde Edilen Ekzopolisakkaritlerin HUVEC
Hiicreleri Uzerindeki Etkileri

Ekzopolisakkarit uygulanan hiicrelerle yapilan MTT testi sonucunda 250 pg/ml,
500 pg/ml, 1000 pg/ml, 2000 pg/ml ve 3000 pg/ml konsantrasyonlarinda HUVEC
hiicrelerinde anlamli sitototoksik etki gostermedigi saptanmistir. 4000 ug/ml dozundan
itibaren artan konsantrasyonlara bagimli olarak hiicre canliliginda azalma gézlenmistir.
Tespit edilen maksimum sitotoksik etki 2.giin 6000 pg/ml ve 8000 pg/ml dozlarinda
gbzlendigi ve hiicre canliligini %58 - %52 seviyesine kadar diislirdiigli belirlenmistir
(Sekil 3.2). Elde edilen MTT sitoksisite sonuglar1 kontrole gore istatistiksel olarak

anlaml farkliliklar géstermektedir.

Hiicre canlidig (%skontrol)}

1 2 3 4 5 G 7 a 9 10
kontrol 250 500 1000 2000 3000 4000 5000 6000 8000
pug/ml pg/ml pg/ml pgimi pgfmlpg/mipg/ml pg/ml pg/m|

M 24sa M 48sa

Sekil 3.2: Agizdan izole edilen Laktik Asit Bakterilerinden L.rhamnosus G28.2’den elde edilen EPS’nin,
HUVEC hiicreleri tizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére

anlaml farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05
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3.3. Lactobacillus rhamnosus G28.2 den Elde Edilen Ekzopolisakkaritin HUVEC

Hiicrelerinin Anjiojenezi Uzerine Etkisi

Agizdan izole edilen Lactobacillus rhamnosus G28.2 elde edilen
ekzopolisakkariti, insan gobek kordonu veni endotel hiicreleri (HUVEC) iizerine
uygulanarak damar olusumu 250-500-1000-2000-3000-4000-5000 ve 6000 ug/ml’lik
konsantrasyonlarda tiip formasyon testi ile incelenmistir (Sekil 3.3). Olympus 1X70
mikroskopta 10x biiyiitme ile goriintiilenmistir. HUVEC hiicrelerinde damar olusumunu
etkileyen en diisitk dozun 3000 pg/ml oldugu goriilmiistiir. Anjiojenezi etkileyen 6000
ug/ml’lik en yiiksek konsantrasyon oldugu saptanmustir. Anjiojenez yeni damarlar
olusumu ve kanserin metastazi i¢cin énemli bir roldedir. 250 pg/ml’lik konsantrasyonun

HUVEC hiicreleri tizerinde belirli bir etkisi olmadig1 saptanmustir.
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Sekil 3.3 : L.rhamnosus G28.2 elde edilen EPS’nin, HUVEC hiicreleri iizerindeki etkisinin tiip
formasyon testi ile degerlendirilmesi. A: Kontrol, B: 250 pg/ml, C: 500 pg/ml, D: 1000 pg/ml, E: 2000
pg/ml, F: 3000 pg/ml, G: 4000 pg/ml, H: 5000 pg/ml, J: 6000 pg/ml.
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4. TARTISMA VE ONERILER

Kiiresel kanser oOliimlerinin %70'inden fazlas1 Asya, Afrika ve Amerika
kitasindandir (Vidya vd., 2015). Mevcut on yilda, genomik iceren kanserle ilgili yogun
aragtirmalar, proteomiks ve molekiiler patoloji, kanser ve halkin bilinglendirilmesi
hakkindaki bilgileri gelistirmistir. Ayn1 zamanda, 1s1ldayan liiminesan 6zelliklere sahip
nanoteknoloji ve biyoteknoloji (nanokapsiil) kullanan bir¢ok yeni ilacin kesfedildigi,
ancak yine de bunlarin yiik ve yan etkilerine karsi toleransinin énemli bir siirlama
oldugu goriilmiistiir. Probiyotikler gibi anti-kanserojen etkiler yaratan dogal kaynaklar,
son yillarda odak noktasi haline gelmistir (Gayathri vd., 2016). Probiyotikler,
hastaliklar1 azaltmak ve yan etkileri olmayan veya etkili bir ilag gelistirmek i¢in klinik
beslenme uzmanlari, bilim adamlar1 ve sanayiciler tarafindan yogun ilgi gormiistiir.
Biitin  hiicreler; sicakla oOldiriilen hiicreler, hiicre duvari, peptidoglikanlar,
polisakkaritler ve sitoplazmik fraksiyonlar gibi gesitli laktik asit bakteri preparatlari,
insan kanser hiicre hatlar tizerindeki anti-proliferatif etkileri sergilemektedir (Halper
vd., 2003). Lactobacilli kiiltiirlerinden elde edilen ekstraktlar veya silipernatanlar, yara
iyilesmesi ve bagisiklik sistemini uyarict aktivite dahil olmak iizere tibbi etkileri icin
kullanilir. Lactobacillus' tan elde edilen iiriinler ve 6zler, Uzak Dogu'da uzun yillardir
gida fermantasyonunda ve bunlarin yara iyilesme ve antiviral Ozelliklerinde
kullanilmistir. Lactobacillus EPS’lerinin, enerjiyi artirdig1 ve alerjiler, soguk alginligi,
laktoz intoleranst i¢in etkili ilaclar oldugu ve kolon kanseri riskini azaltmada ve
kolesterol seviyelerini diisiirmede aktif olduguna inanilmistir (Ray, 1996; Wollowski,
1999). In vitro ¢alismalar, probiyotik suslar1 Lactobacillus fermentum NCIMB-5221 ve
-8829'un kolorektal kanser hiicrelerini baskilamakta ve SCFA'larin (ferulik asit)
tiretilmesi yoluyla normal epitelyal kolon hiicresi biiylimesini arttirmada oldukga etkili
oldugunu gostermistir (Kahouli vd., 2015). Bu yetenek ayrica her ikisi de daha once
timorijenik aktivite ile karakterize edilmis olan L. acidophilus ATCC 314 ve L.
rhamnosus ATCC 51303 olan diger probiyotiklerle karsilagtirtlmistir. Yine iki farkli
probiyotik susunun L. acidophilus LA102 ve L. casei LC232'nin, iki kolorektal kanser
hiicre hattina (Caco-2 ve HRT-18) kars1 in vitro anti-proliferatif aktivite ile belirgin

sitotoksik aktiviteler gosterdigi bulunmustur (Kerry vd., 2018).
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Baz1 probiyotik bakteri suslarinin, bagirsak mikroflorasinin metabolik aktivitelerinin
degistirilmesi; kolondaki fizikokimyasal kosullarin  degistirilmesi;  potansiyel
kanserojenlerin baglanmasi ve bozulmasi; bagirsak mikroflorasinda kantitatif veya
kalitatif degisiklikler; anti-timorijenik veya antimutajenik bilesiklerin iiretimi; konagin
immiin yanitinin arttirilmasi; ve konak fizyolojisine etkileri gibi ¢esitli mekanizmalarla
kolon kanserine kars1 koruma potansiyeline sahip oldugu rapor edilmistir (Commane
vd., 2005; Ewaschuk vd., 2006; Rafter, 2003).

Kolorektal kanser diinya capinda kanser yoluyla morbidite ve mortalitenin
onemli nedenlerinden biridir (Thirabunyanon vd., 2009). Genetik arka plan ve yasam
tarz1 ve diyet gibi cevresel faktorler kritik rol oynar. Bagirsak mikrobiyota, yerel
homeostasi ve patojenlere karsi epitel savunmasini korumak i¢in gerekli olan bakteri,
virtis, arkea ve fungal tiirlerden olusur (Gao vd., 2017). Probiyotikler, dengesiz
bagirsak mikrobiyotasini diizenleyebilir. Kolorektal bdolgede kanserojen-uyarici
olusumu azaltarak, terapotik ve koruyucu bir strateji olarak kullanilabilir.

Arian ve arkadaslari, (2019) yaptiklari ¢alismada L. fermentum (E susu) ve L.
rhamnosus (G susu)’dan elde edilen hiicresiz liyofilize filtrat ile muamele edilen Caco-2
hiicrelerinin ¢ogalmasimin inhibe edildigini saptamiglardir. 0.1 pg/mL, 1 pg/mL, 10
png/mL, ve 100 pg/mL konsantrasyonlarindaki filtratin 24 ve 48 saatlik inkiibasyonda
Caco-2 hiicrelerini %20- %30 oraninda diisiik sitotoksik etki gosterdigini rapor
etmiglerdir. En etkili sitotoksik etkinin 24 ve 48 saatlik inkubasyonda %40 oraninda
hiicre ¢ogalmasini etkiledigi 1000 pg/mL konsantrasyon oldugunu saptamiglardir. L.
rhamnosus G susunun 10000 ug/mL’lik dozdaki liyofilize edilmis filtratinin 24 saatlik
inkiibasyonda %60, 48 saatlik inkubasyonunda %70 ve 72 saatlik inkubasyonunda %80
sitotoksisite miktar1 ile etkili bir konsantrasyon oldugunu saptamiglardir. Lee ve
arkadaglari, (2008) LAB'nin, konakg¢i bagisiklik sisteminde, anti-timor etkileri
olusturmak i¢in 6nemli bir rol oynadigin1 gostermislerdir. Bifidobacterium adolescentis
SPMO0212'nin biitanol 6ziitiiniin doza bagli olarak 200 g / mL'de Caco-2, HT-29 ve
SW480 hiicrelerinin biiyiimesini%70, %30 ve %40 oraninda ve indiiklenmis makrofaji
inhibe ettigini gostermislerdir. Aktivasyon ve immiin modiilasyonu diizenleyen ve
tiimor hiicrelerine sitotoksik olan TNF- ve NO {iretimini onemli ol¢iide arttirmistir.
Kumar ve arkadaslari, (2010) VK1'in Caco-2 hiicrelerini en yiiksek konsantrasyonlarda
(100 ve 200 uM) inhibe ettigi gozlemlemislerdir. Bunlarin tiimii, Lactobacillus’larin

kanseri Onleyici etkilerini kanitlamaktadir. Ewaschuk ve arkadaglari, (2006)
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Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. plantarum, Bifidobacterium breve,
B. infantis, B. longum ve Streptococcus thermophilus, HT-29 ve Caco-2 hiicrelerinin
canliligini azalttiklarini ve hiicre 6liimiinii indiiklediklerini kanitlamislardir. Chen ve
arkadaslari, (2012) farelerde CT-26 murin kolon adenokarsinom hiicrelerinde probiyotik
L. acidophilus'un oral asilanmasinin sitotoksisite etkiye ve apoptoza neden oldugunu
saptamiglardir. Gamallat ve arkadaslari, (2016) L. rhamnosus 'un bir sican modelinde
kolon kanserojenezine ve apoptoz indiiksiyonuna karsi koruyucu bir etkisi oldugunu
bildirmistir. Gayathri ve Asha (2012) Lactobacillus fermentum ve Lactobacillus
plantarum, vinkristin ile farelerde 1,2-dimetilhidrazin kaynakli kolorektal karsinojenez
tizerinde sinerjistik etkilere sahip oldugunu gostermislerdir. Bu ¢alismada,
probiyotikler, vinkristinin  anti-kanserli ~ aktivitesini  arttirdigin1  bulmuslardir.
Probiyotiklerin hayvan modellerinde kansere kars1 etkileri {izerine bir ¢alismada Tiptiri-
Kourpeti ve arkadaslari, (2016) Tiimér biiylimesinin 109 CFU canli L. casei tarafindan
13 giin boyunca inhibe edildigini, kolon karsinomasi hiicrelerinin in vivo biiylimesini
onemli 6lgilide inhibe ettigini, tedavi edilen farelerin timor hacminde yaklasik % 80'lik
bir diisiise yol agtigin1 gdstermistir. Dahasi, L.casei ATCC 393"n, in vitro murin ve
insan kolon karsinoma hiicre hatlar1 {izerinde anlamli bir anti-proliferatif etki
gosterdigini bildirmiglerdir. Kahouli ve Malhotra (2015) L. fermentum NCIMB 5221'in
48 saat (~% 46) ve 72 saat (~% 58) sonrasinda L. fermentum NCIMB 2797'den daha
fazla kanser hiicresi ¢ogalmasini 6nemli Olciide inhibe ettigini bildirmislerdir. Er ve
arkadaglarinin (2015) ¢alismasinda, 3 farkli laktik asit bakteri suslarinin (Pediococcus
pentosaceus, Lactobacillus plantarum, ve Weissella confusa) hiicresiz filtrat ve hiicresiz
liyofilize filtratinin anti-proliferatif etkileri aragtirilmistir. Calismalar1 sonucunda doza
bagl olarak filtratlarin Caco-2 hiicreleri iizerinde hiicre g¢ogalmasini inhibe ettigini
rapor etmislerdir. Sadeghi-Aliabadi ve arkadaslari, (2014) ticari bir L. rhamnosus GG
susunun hiicresiz filtratinin Caco-2 tizerindeki etkisinin 48 saat sonra 2500 - 10000 pg /
mL'de (~% 21 ile % 66) oraninda hiicre ¢ogalmasimi engelledigini gostermislerdir.
Rajoka ve arkadaslari, (2018) yaptiklari ¢alismada L.rhamnosus suslarindan elde edilen
EPS’nin anti timor etkisini Caco-2 hiicreleri lizerinde arastirmislardir. Bu amagcla
EPS’nin 50-100 — 200 - 400 ve 600 pg/ml konsantrasyonlariyla hiicreleri muamele
etmislerdir. Sonucunda 600 pg/ml’lik konsantrasyonun Caco-2 hiicrelerinde anti-timér

aktiviteye sahip oldugunu rapor etmislerdir.
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Anti-tumoral etkiler, probiyotik etkinin bir bagka énemli parametresini temsil
eder. L.rhamnosus GG'nin Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicre ¢gogalmasinda dnemli
inhibisyona neden oldugu gosterilmistir (Orlando vd., 2016). Ek olarak, hem mide hem
de kolon kanseri hiicre hatlari, L.paracasei IMPC2.1 ve L.rhamnosus GG tedavisinin
neden oldugu biiyiime inhibisyonu ve apoptotik hiicre Oliimiine karst duyarliydi
(Orlando vd., 2012). Benzer sekilde, yakin zamanda, feta tipi peynirden izole edilmis
bir LAB susu olan L.paracei K5'in, apoptozun indiiklenmesi ve pro-apoptoz ile iliskili
genlerin upregiilasyonu yoluyla Caco-2 hiicre ¢izgisi lizerinde biiylime inhibe edici
etkiler uyguladigin1 gostermistir (Chondrou vd., 2018). Kanser hiicrelerinin
P.pentosaceus SP2 veya L.paracei SP5 ile tedavisinden sonra HT-29 hiicre
biiyiimesinde dnemli bir azalma oldugu rapor edilmistir. Ayrica, real time PCR analizi,
iki ana anti-apoptotik gen olan Bcl-2 ve Bcl-xL'nin dovnregiilasyonunu ve G1-S
gecisinin kritik bir araci olan siklin A'nin asir1 ifadesini gostererek, hiicre dongiisiiniin
deregiilasyonunu ve apoptozun indiiksiyonunu gosterir. Gergekten de, siklin A'nin agiri
ifadesinin ¢ift zincirli DNA hasarma ve S faz ilerlemesinde bir gecikmeye neden oldugu
gosterilmistir (Tane ve Chibazakura, 2009). Akis sitometrisi ve immiinoblotlama ile
protein seviyesinde analiz dahil olmak tizere gelecekteki deneyler, dahil olan molekiiler
ve hiicresel sinyallesme yollarini agiklayacaktir. Fermente gida iirlinlerinin iiretimi igin
kullanilan canli probiyotik bakteriler, Gida ve Ila¢ Idaresi tarafindan genel olarak
Giivenli Olarak Tanmir (GRAS). Ancak bazi popiilasyonlar, kemoterapi veya
radyasyona maruz kalan kanser hastalari, hamile kadinlar ve yapisal kalp hastalig1 olan
hastalar dahil olmak iizere potansiyel olarak risk altindadir (Doron ve Snydman, 2015).
Ayrica probiyotik etkinligi, bakteri kiiltlirliniin kosullarmma ve tiiketici {irlinii
matrislerindeki kosullara ve ayrica konak¢i bagirsagi mikrobiyotasinin bilesimine de
baglidir (Marco and Tachon, 2013; Zmora vd., 2018). Son yillarda, hiicre igermeyen
siipernatanlarin 6zellikleri ve belirli probiyotik bakterilerin kosullandirilmis ortami ile
ilgili arastirmalarda bir artis olmustur. Buna gore, probiyotik L.casei ATCC 334 ve
L.rhamnosus GG'den hiicre icermeyen siipernatanlarin, matris metaloproteinaz-9
aktivitesini ve sik1 baglanti proteini zona occludens-1 seviyelerini azaltarak, insan kolon
karsinomu hiicre hattt HCT-116'nin hiicre istilasini azalttigi gosterilmistir (Escamilla
vd., 2012). Benzer sekilde, Saxami ve arkadaslar1 (2017) probiyotik suslar1 L. pentous
B281 ve L.pantarum B282'nin CM'sinin, hiicre dongiisiiniin bir G1 tutuklanmasinin

indiiklenmesi ve spesifik siklin genlerinin dovnregiilasyonu yoluyla Caco-2 hiicrelerinin
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cogalmasimi inhibe ettigini gostermistir. Bir baska calisma, L.casei ATCC 334'lin
CM'sinden izole edilen ferrikromun, hem in vitro hem de bir fare ksenogreft modelinde
antikanser Ozellikleri sergiledigini gostermistir (Konishi vd., 2016). Mantzourani ve
arkadaglarinin (2019) calismasinda P.pentosaceus SP2 ve L.paracei SP5'in CM'sinin, in
vitro kanser hiicresi ¢ogalmasini zaman ve konsantrasyona bagli olarak énemli dlglide
azalttig1 rapor edilmistir.

Anjiyogenezin, tiimorlerin yayilmasi ve biiyiimesinde 6nemli bir rol oynadigina
dair ¢ok fazla kanmit vardir. 1971'de, Dr. Judah Folkman, tiimoér biiylimesinin ve
metastazinin damar sistemine bagli oldugunu ve yeni kan damari olusumunun bloke
edilmesinin, timor biiyiimesini inhibe etmek icin etkili bir strateji oldugunu ileri
stirmiistiir. Boylece, bir ¢cok anti-anjiyojenik ajan uzun yillardir ¢alisiimaktadir (Zhang
vd., 2011; Shi vd., 2016). Anjiyogenez inhibitorleri, geleneksel ajanlara gore onemli
toksisite eksikligi, ila¢ direnci eksikligi ve giiclii antitiimor etkileri gibi ¢esitli potansiyel
yararlar gostermistir (Zi vd., 2019). Anormal anjiyojenez, tiimor gelisimine ve
anjiyoproliferatif hastaliklara katilir. Matou ve arkadaslar1 (2004) mezofilik bakteri
Alteromonas infernus tarafindan salgilanan bir polisakaritten tiiretilerek asir1 ekstre
edilmis ekzopolisakkaritin anjiyojenik 6zelliklerini belirlemislerdir.

Bu tez galismasinda agizdan izole edilen L.rhamnosus G28.2°den elde edilen
EPS’nin Caco-2 ve HUVEC hiicreleri iizerinde sitotoksik ve anti-anjiojenik etkisi
aragtirtlmistir. Sonuglarimizda EPS’nin 6000 pg/ml’lik konsantrasyonunun 24 ve 48
saatlik inkiibasyonunda Caco-2 hiicrelerinde en etkili sitotoksik etkiye sahip oldugu
gorilmistiir. 3000 pg/ml’lik disiik konsantrasyonda Caco-2 hiicrelerinde hiicre
cogalmasini ¢ok fazla etkilemedigi goriilmiistiir. 4000 pg/ml’lik konsantrasyonda artan
dozlara bagli olarak HUVEC hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyonunda hiicre
cogalmasini etkilemeye bagladigr goriilmiistiir. En etkili konsantrasyonun 8000 pg/ml
oldugu belirlenmistir. Ayrica bu calismada EPS’nin HUVEC hiicreleri iizerinde anti-
anjiojenik etkiye sahip oldugu en etkili 6000 ug/ml’lik konsantrasyon olup, damar
olusumunu etkileyen en diisiik dozun 3000 pg/ml’lik  konsantrasyon oldugu

belirlenmistir.

Probiyotikler kanseri noétralize etmede onemli bir rol oynayabilir olsa da,
aragtirmalar sadece in vitro testlerle sinirlidir. Bu nedenle, probiyotiklerin anti-kanser

potansiyeli, in vivo modellerde kanitlanmali, hayvan ve klinik denemelere dogru
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ilerlemelidir (Kohuili vd., 2015; Kerry vd., 2018). Bu bulgular dogrultusunda LAB-
EPS’nin biyo-ilag olabilecegi diisiiniilmektedir.
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