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ÖZET 

ASİDOFİLUS SÜTÜ VE PROPOLİSİN IN VIVO OLARAK KANSER 

TEDAVİSİNDE KULLANIM POTANSİYELİNİN ARAŞTIRILMASI 

ONUR, Elif 

Yüksek Lisans Tezi, Gıda Bilimleri Anabilim Dalı 

Tez DanıĢmanı: Prof. Dr. Duygu KIġLA 

Ġkinci DanıĢmanı: Doç. Dr. AyĢe NALBANTSOY 

Ocak 2018, 78 sayfa 

Bu tezde asidofilus sütünün ve propolisin fare meme kanseri modelinde in 

vivo olarak anti-tümör etkisi incelenmiĢtir. 

Kanser hastalığı çağımızın en tehlikeli ve ölümcül hastalıklarındandır. 

Kanser tedavileri radyoterapi, kemoterapi gibi tedavi yöntemlerini içermekte iken 

son yıllarda bu yöntemlere immünoterapi de eklenmiĢtir. Ġmmünoterapi sayesinde 

konağın immün sistemi modüle edilerek tümör oluĢumlarının baskılanması 

mümkün olduğu bilinmektedir. Bu kapsamda çeĢitli immünomodülatör bileĢenler 

araĢtırılmaktadır. 

Tez çalıĢmasında asidofilus sütünün ve su bazlı propolisin anti-tümör 

etkilerin belirlenmesi amacıyla öncelikle in vitro denemeler yapılmıĢ olup, su bazlı 

propolisin 4T1 hücre hattı için IC50 değeri 129 µg/mL olarak saptanmıĢtır. In vivo 

denemeler kapsamında ise 2x10
4
 hücre/fare olacak Ģekilde 4T1 hücreleri enjekte 

edilen Balb/c fareler, 14 gün boyunca gavaj yoluyla propolis (66 mg/kg) ve/veya 

asidofilus sütü (10
8
 kob/mL) ile beslenmiĢtir. ÇalıĢma süresince farelerin ağırlıkları 

tartılmıĢtır. ÇalıĢma sonunda ise oluĢan tümör boyutları kumpas ile ölçülmüĢtür. 

Farelerden toplanan spenositlerin proliferasyonu ölçülmüĢtür. Dalak hücre kültürü 

ve 4T1 hücreleri ko-kültür hazırlanarak sitotoksik etki mikroskop ile incelenmiĢtir. 

CD8+ T hücre yanıtı akıĢ sitometrisi ile analiz edilmiĢtir. Sonuçlar kontrol grubuna 

göre belirlenmiĢtir. Splenosit proliferasyonu ve CD8+ T hücre analizi bu sonuçları 

doğrulamıĢtır. En iyi anti-tümör etkinin asidofilus sütünün ve propolisin birlikte 

kullanımı ile elde edilmiĢtir.  

Anahtar sözcükler: Asidofilus sütü, propolis, meme kanseri, immünoterapi. 
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ABSTRACT 

IN VIVO INVESTIGATION OF POTENTIAL USE OF 

ASIDOPHILUS MILK AND PROPOLIS IN CANCER 

TREATMENT 

  

                ONUR, Elif 

MSc in Food Eng. 

Supervisor: Prof. Dr. Duygu KIġLA 

Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. AyĢe NALBANTSOY 

January 2018, 78 pages 

 In this thesis, the antitumor effect of acidophilus milk and propolis in the mouse 

breast cancer model was investigated in vivo.  

 Cancer is the most dangerous and deadly disease of our time. While cancer 

treatments include treatment methods such as radiotherapy and chemotherapy, 

immunotherapy has been added to these methods in recent years. Immunotherapy is 

known to suppress tumor formation by modulating the immune system of the host. 

Various immunomodulatory components are being investigated in this context. 

 In the thesis, in order to determine the antitumor effects acidophilus milk and 

propolis, firstly in vitro experiments were carried out and the IC50 value for propolis on 

4T1 cell line was determined as 129 μg / mL. For in vivo experiments Balb /c mice injected 

with 4T1 cells (2x10
5
 cells / mouse) were fed with gavage propolis (66 mg / kg) and / or 

acidophilus milk (10
8
 cfu / ml) for 14 days. During the study the weights of the mice were 

weighed. At the end of the study, the tumor sizes were measured with caliper. The 

proliferation of sphenocytes which collected from mice was measured. Spleen cell culture 

and 4T1 cells were prepared by co-culture and cytotoxic effect was examined with 

microscope. CD8+ T cell response was analyzed by flow cytometry. The results were 

determined according to the control group. Splenocyte proliferation and CD8+ T cell 

analysis confirm these results. The best anti-tumor effect was obtained by the combined use 

of acidophilus and propolis. 

 Keywords: Acidophilus milk, propolis, breast cancer, immunotherapy 
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1. GİRİŞ 

 

 Kanser hastalığı, kontrolden çıkan hücrelerin sürekli olarak çoğalması 

sonucu oluĢmaktadır. Kanser oluĢumunda X ıĢınları, ultraviyole ıĢınlar gibi 

fiziksel ve 3-metilkolantren, benz-alfa-piren gibi kimyasal faktörlerin dıĢında 

onkojenik virüslerin de rolü vardır. Dünya‘da en çok tanı konulan kanserler 

akciğer (%13,0), meme (%11,9) ve kolon (%9,7) iken kanser kaynaklı ölümlerin 

en çok akciğer (%19,4), karaciğer (%9,1) ve mide (%8,8) kanserlerinden 

gerçekleĢtiği belirtilmiĢtir (Anon, 2017).  GeliĢmiĢ ülkelerde, ölüm nedenlerine 

göre bir sıralama yapıldığında kanser ikinci sırada yer almaktadır. Popülasyon 

yaĢlarının artıĢı, fiziksel aktivite oranının azalması, sigara gibi zararlı alıĢkanlar ve 

beslenme tarzlarının da değiĢmesi gibi birçok nedenle yüksek olan kanser oranı 

giderek daha da yükselmektedir (Jemal et al., 2011). Türkiye Halk Sağlığı 

Kurumu Kanser Daire BaĢkanlığının 2014 yılında yayınladığı Dünya Kanser 

Raporu‘nda, toplanan verilerden yola çıkarak, 20 yıl sonrasında tespit edilecek 

kanser vakaların sayısının 22 milyon olacağı ve bu süreçte kanser kaynaklı 

ölümlerin sayısının ise 13 milyona ulaĢacağı öngörülmektedir (Anon, 2013). 

 

Ġnsan vücudunda saniyede milyarlarca hücre çoğalmakta ve bu hücrelerin 

yüzlercesi hücre aĢamasına gelmeden elimine edilmektedir. Bu farklı hücrelerin 

elimine edilmesinde hücresel immün yanıt mekanizması rol almaktadır (Özbal, 

2000). Ġmmün yanıtın bazı bileĢenler ile modüle edilerek çeĢitli hastalıkların 

tedavi edilmesi immünoterapi olarak adlandırılmaktadır. Daha kapsamlı olarak 

immünoterapi, bir hastalığın immün yanıtları artıran veya azaltan terapötik 

ajanlarla tedavisidir. Örneğin aĢılara ilave edilen adjuvant maddeler uyarıcı etkiye 

sahip iken, doku transplantasyonları sırasında uygulanan bazı immünosupressif 

ilaçlar immün sistemin tüm antijenlerine karĢı bir süre tepki göstermemesini 

sağlamaktadır (Arda vd., 1998). Bu prensip ile kanser immünoterapisine yönelik 

çalıĢılmakta olan pek çok yeni strateji, konağın kendi immün yanıtının tümör 

hücrelerine karĢı güçlendirilmesi esasına dayanmaktadır. Buna göre kanser 

immünoterapisi; tümör antijenlerine karĢı aktif immün yanıtların artırılması veya 

anti-tümör antikorların veya T hücrelerinin pasif bağıĢıklık oluĢturmak amacıyla 

uygulanmasını içermektedir. Ġmmün yanıtların son derece spesifik olması 

nedeniyle, tümöre özel bağıĢıklığın, hastaya zarar vermeden seçici olarak tümörü 
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yok etmede kullanılabileceği uzun zamandır ümit edilmektedir. Ġmmünoterapi 

hala tümör immünologlarının ana hedefidir ve bu tedaviye yönelik pek çok 

yaklaĢım, deney hayvanlarında ve insanlar üzerinde denenmektedir (Abbas vd., 

2015). Günümüzde çeĢitli bileĢenler ve/veya mikroorganizmalar kullanılarak 

kanser tedavisinde immünolojik yaklaĢımlar üzerinde dikkat çekici çalıĢmalar 

yapılmaktadır. Devam eden yıllarda, yüksek miktarlarda biyolojik ajanın üretimini 

sağlamayı mümkün kılan, rekombinant DNA teknolojisi gibi biyoteknoloji 

üzerine yapılan keĢifler ise, immünoterapinin de bir kanser tedavisi olarak 

kullanımını mümkün kılmıĢtır (Muehlbauer vd., 2006).  

Tüketicilerin sağlıklı beslenme arayıĢının artması ile probiyotik ürünlere 

olan ilgi her geçen gün artmaktadır. Artan bu ilgi ve ihtiyacın etkisi ile probiyotik 

ürünlerin çeĢitliliği zenginleĢmektedir. Probiyotiklerin konağın sağlığına direkt 

etki göstermesinin yanı sıra, çeĢitli çalıĢmalar immünomodülatör etkisi, intestinal 

mikrobiyotayı düzenleme, anti-enflamatuar ve anti-patojenik aktiviteleri gibi 

fonksiyonları sayesinde tümör oluĢumunu azaltma ve böylece kanser önleme 

ve/veya tedavisinde potansiyele sahip olduğunu göstermiĢtir (Yu and Li, 2016). 

AraĢtırmacılar probiyotiklerin kolon kanserine sebep olabilecek mutajenlerin 

kolonda emilimini azalttığı, aktif karsinojen oluĢumuna sebep olan bazı 

enzimlerin (glikosidaz, ß-glükuronidaz, azoredüktaz, nitroredüktaz) fekal 

konsantrasyonlarını azalttığını bulmuĢlardır. Lactobacillus acidophilus ve 

Lactobacillus casei destekli beslenme ile konağın bu etkiden korunabildiği ifade 

edilmiĢtir (Brown and Valiere, 2004). Ayrıca laktik asit bakterileri immün 

sistemde görev alan hücrelerin ve onların ürünlerinin olgunlaĢmasını etkileyerek 

tümör oluĢumunun inhibe edilmesini sağlamaktadır (Yu and Li, 2016). 

Prokarsinojenleri karsinojenlere dönüĢtüren bakterilere karĢı gösterdikleri 

antagonistik etki mekanizmasının, probiyotiklerin anti-tümör etkisinin temel 

yapısını oluĢturduğu düĢünülmektedir (Kailasapathy and Chin, 2000). 

Literatürdeki çalıĢmalarda probiyotiklerin antikanser etkilerinin deneysel olarak 

modellerinin incelenmesi ve mekanizmalarının detaylandırılabilmesi adına in vivo 

ortamda fare ve sıçanlar kullanılmıĢtır. Çoğu çalıĢmanın çıktıları teĢvik edici 

olmuĢ ve klinik uygulamalara potansiyel olarak kullanılabilirliği uygun 

görülmüĢtür (Yu and Li, 2016). Probiyotik süt ürünlerden biri olan asidofilus 
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sütünün, farklı kanser modellemeleri ile yapılan çalıĢmalarda umut vadedici 

etkileri olduğu tespit edilmiĢtir.  

 

Günümüzde tüketicilerin daha çok doğal gıda ve gıda takviyelerine olan 

yönelimi bilimsel araĢtırmalara farklı yönlerde ivme kazandırmıĢ ve yöresel, 

doğal ürünlerin immünoterapide kullanım potansiyelleri araĢtırılmaya 

baĢlanmıĢtır. Bu bağlamda antik çağlardan itibaren farklı amaçlarla kullanılan bir 

arı ürünü olan propolis birçok araĢtırmanın odak noktası olmuĢtur. Propolis arılar 

tarafından bitki tomurcuklarından toplanan ve arıların enzimleri ile değiĢime 

uğrayan reçineli doğal bir materyaldir. Rengi yeĢilden kırmızıya hatta koyu 

kahverengiye kadar değiĢim gösterebilmektedir. Propolisin kendine özgü bir 

kokusu vardır ve yapıĢkan bir dokuya sahiptir. Ġklim ve bölgelere göre büyük 

farklılıklar gösterebilen propolisin yapısı genellikle %30 mum, %50 reçine ve 

sebze balsamı, %10 esansiyel ve aromatik yağlar, %5 polen ve diğer bileĢenlerden 

oluĢmaktadır (Burdock, 1998).  

 

Bu tez çalıĢmasında Karadeniz bölgesinde üretilen su bazlı propolis 

ekstraktının ve L.acidophilus LA-5 suĢu ile üretilen asidofilus sütünün fare meme 

kanseri (4T1) modeli kullanılarak meme kanseri tedavisindeki kullanım 

potansiyelinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. 
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

2.1 Kanser ve Meme Kanseri  

 

 GeliĢmiĢ ülkelerde, ölüm nedenlerine göre bir sıralama yapıldığında 

kanser ikinci sırada yer almaktadır. Özellikle geliĢmiĢ ülkelerde, popülasyon 

yaĢlarının artıĢı, fiziksel aktivite oranının azalması, sigara gibi zararlı alıĢkanlar ve 

beslenme tarzlarının da değiĢmesi gibi birçok nedenle yüksek olan kanser oranı 

giderek daha da yükselmektedir (Jemal et al., 2011). Amerika BirleĢik 

Devletleri‘ndeki kanser vakalarının yaklaĢık %20‘sinin obezite, yetersiz 

beslenme, alkollü içeceklerin fazla tüketimi, yetersiz fiziksel aktivite gibi 

etmenlerden kaynaklanmaktadır (Sauer et al., 2017). Türkiye Halk Sağlığı 

Kurumu Kanser Daire BaĢkanlığının 2014 yılında yayınladığı Dünya Kanser 

Raporu‘nda, toplanan verilerden yola çıkarak, 20 yıl sonrasında tespit edilecek 

kanser vakaların sayısının 22 milyon olacağı ve bu süreçte kanser kaynaklı 

ölümlerin sayısının ise 13 milyona ulaĢacağı öngörülmektedir. Uluslararası 

Kanser Ajansı özellikle teĢhis edilen meme kanseri vakalarının artıĢına dikkat 

çekmiĢtir ve meme kanser insidansının kadınlarda bir önceki tahminlere göre %20 

arttığını, meme kanserinden kaynaklanan ölümlerin ise %14 arttığını belirtmiĢtir. 

Meme kanseri kadınlarda tanısı konulan ve en fazla ölüme neden olan kanserdir. 

Dünyada kanser olan her 4 kadından birinin meme kanserine yakalandığı 

bilinmektedir (Anon, 2017).  

 

 Kanser taramaları kanser sebebiyle gerçekleĢen ölümlerin azalmasını 

sağlamaktadır. Kanser taramaların yaygınlaĢması ve artırılması ile oluĢmakta olan 

kanser erken teĢhis edilebilmekte veya kanser öncesinde oluĢan dokuların 

hastadan erkenden alınması ile kanserin önlenebilmesi mümkün olmaktadır. Bu 

kapsamda ABD‘de düzenli olarak mamografi uygulaması yaptıran kadınların 

oranı 1987‘den 2000‘li yıllara dek %70 oranında artmıĢtır (Sauer, 2017). Kanser 

tedavileri öncelikli olarak ilaç, radyoterapi ve kemoterapi gibi yöntemler ile 

sağlanmaktadır. Hastalığın seviyesi ve hastanın durumuna göre kanserli doku 

cerrahi operasyonlarla alınabilmektedir. Ancak bu tedavi yöntemlerine ek olarak 
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spesifik olarak hastanın kendi immün sistem hücrelerinin hastada geliĢen tümör 

hücrelerini yok edecek Ģekilde stimüle edilmesini sağlayan yeni tedavi yöntemleri 

geliĢtirilmektedir. Bu tedaviler kapsamında hastanın vücudundaki immün sistem 

hücreleri stimüle edilebilmekte veya hastanın kanından alınıp laboratuvar 

ortamında gerekli yapısal değiĢiklikler sağlanıp hastaya tekrar verilebilmektedir 

(Abbas et al., 2015). 

 

Transplantasyonu yapılabilen 4T1 fare meme kanseri hücre hattı Fred Miller 

ve çalıĢma arkadaĢları tarafından izole edilmiĢtir (Dexter et al., 1978; Aslakson 

and Miller, 1992). Balb/c farelere enjekte edildiğinde 4T1 hücreleri kendiliğinden 

oldukça metastatik tümörler oluĢturabilmektedir. Asıl tümör oluĢumu 

enjeksiyonun yapıldığı yerde gerçekleĢirken metastaz; akciğer, karaciğer, lenf 

düğümleri ve beyinde gerçekleĢmektedir (Anon, 2016a).  

 

2.2 Ġmmünoloji ve Kanser Ġmmünoterapisi 

 

Ġmmünite doğal ve adaptif olarak iki ana baĢlıkta incelenmektedir. Yapısal 

ve genetik özelliklerine göre canlılarda doğal olarak çeĢitli savunma 

mekanizmaları bulunmaktadır. Doğal immünitede deri ve mukozaların anatomik 

yapısı, mukozaların mukus salgısı, solunum sistemindeki silli epitel hücrelerinin 

dıĢarıya yönelik hareketi, bağırsağın peristaltik hareketi gibi birçok savunma 

mekanizması mevcuttur. Bu mekanik savunma mekanizmalarının yanı sıra doğal 

immünitenin hücresel boyutu da mevcuttur. Doğal immünitenin immün hücreleri 

nötrofiller, dendritik hücreler, makrofajlar ve doğal öldürücü hücrelerdir (NK). 

Mikroorganizma ve ürünlerinin konakla direkt iliĢki kurmasıyla veya yapay 

yollarla patojenlere ait antijenlerin konağa verilmesi ile kazanılan immünite ise 

adaptif immünitedir. Adaptif immünitenin immün hücreleri ise T ve B 

lenfositlerdir (Arda vd., 1998; Özbal, 2000; Abbas vd., 2015). T lenfositler, 

hücresel tip immün cevapta etkili olan timüs kontrolünde farklılaĢmaktadır. B 

lenfositlerin olgunlaĢmasını sağlayan lenfoid organlar ise memelilerde doğumdan 

önce dalak ve karaciğer, doğumdan sonra ise mide-bağırsak sistemi mukoza altı 

lenfoid dokular (tonsiller, appendiks, peyer plakları) ile kemik iliğidir (Arda vd., 

1998; Özbal, 2000). 
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Ġmmün sistem ise lenfoid organların ve immün cevabın oluĢturulmasında 

görev alan hücrelerin tümünü ifade etmektedir. Ġmmün sistem yanıtı 

mekanizmasına göre hümoral (sıvısal) ve hücresel olarak ikiye ayrılmaktadır. 

Antijeni spesifik olarak tanıyan ve ortadan kaldırılmasını sağlayan, B lenfositlerin 

plazma hücrelerine farklılaĢarak salgıladıkları antikorlar sayesinde ortaya çıkan 

immün yanıt hümoral immünite; antijeni spesifik olarak tanıyan T lenfositler 

sayesinde oluĢan immün yanıt ise hücresel immünitedir (Muehlbauer vd., 2006; 

Mayer and Nyland, 2016). 

 

Doğal immünitenin hücresel komponentlerinden olan nötrofiller akut 

inflamatuvar etkilerin çoğunda inflamasyon bölgesine ilk ulaĢan ve vücuda giren 

patojen mikroorganizmalarla ilk karĢılaĢan hücrelerdir. Yüzeyindeki çeĢitli 

reseptörlerle yabancı mikroorganizmalara bağlanıp fagosite ederler. Fagositoz 

mekanizmasında büyük molekül yapılı maddeler, ölü hücreler ve yabancı 

mikroorganizmalar bir miktar hücre zarı ile birlikte hücre içine alınmaktadır. 

Doğal immünitenin diğer bir hücresel bileĢeni olan dendritik hücreler ise immün 

cevabın düzenlenmesinde önemli rol oynayan ve beyin, testis ve göz haricinde 

tüm dokularda bulunan antijen eksprese eden hücrelerdir. Ġmmatür karakterdeyken 

antijeni yakalama ve iĢleme tabi tutma özelliği olan dendritik hücrelerin uyaranlar 

sayesinde olgunlaĢma süreci ilerledikçe, T hücre uyarımı yapabilmektedir. 

Dendritik hücreler bu görevlerine ek olarak B hücrelerinin fonksiyonlarının 

oluĢumunda etkili oldukları için hümoral immünitenin geliĢiminde önemli rol 

oynamaktadırlar. Bir diğer doğal immünite hücresel komponenti ise 

makrofajlardır. Makrofajlar bağ dokuda, karaciğerde, akciğerde, sinir sisteminde, 

seröz boĢluklarda, lenfoid organlarda, kemik ve eklemlerde bulunmaktadır. 

Makrofajlar 1 µm‘den büyük molekülleri fagositoz yoluyla hücre içine alarak 

sindirebilmektedir ve bu özellikleri sayesinde makrofajlar çöpçü hücreler olarak 

da adlandırılmıĢtır. NK hücreleri ve K hücreleri de doğal immünetinin bir parçası 

olarak görev yapmaktadırlar ve uyarıldıklarında hücrelerin birbirleriyle iletiĢimini 

sağlayan protein ve peptidlerin bir grubu olan sitokinleri salgılayarak veya 

yabancı mikroorganizmalara karĢı sitotoksik etki göstererek hızlı bir immün yanıt 

oluĢturmaktadırlar. NK hücreleri enfeksiyonlara karĢı doğal immün yanıtı 

oluĢturmaya ek olarak, dentritik hücrelerle birlikte patojenlere karĢı oluĢan adaptif 
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immün yanıtı oluĢturabilmektedirler (Özbal, 2000; Muehlbauer vd., 2006; Abbas 

vd., 2015). 

 

Doğal immünitenin hücresel komponentleri olduğu gibi adaptif immünitede 

de B ve T lenfositleri mevcuttur. B lenfositleri yabancı antijenleri tanıyarak çeĢitli 

antikorları salgılayıp patojen mikroorganizmaları etkisiz hale getirebilmekte veya 

fagositik hücreleri aktive edebilmektedir. Kandaki toplam B lenfosit sayısı 

3x10
8
/L‘dir. B lenfositlerinin diğer lenfositlerden en önemli farkı membranında 

immünoglobulin reseptörleri taĢımalarıdır ve bu reseptörlerin çok sayıda olması 

nedeniyle yüzey görünümleri T lenfositlerin aksine pütürlüdür (Arda vd., 1998; 

Özbal, 2000). Diğer bir lenfosit grubu olan T lenfositler ise fonksiyonlarına göre 

indükleyici, aktivatör, baskılayıcı ve sitotoksik olarak dörde ayrılmaktadır. Kan 

dolaĢımındaki lenfositlerin %70-80‘i T lenfositlerdir. T lenfositlerinin 

yüzeylerindeki reseptörler sayesinde gruplandırılmaları ve adlandırılmaları 

mümkün olmaktadır. Bu adlandırma çeĢitli CD (farklılaĢma yığılım molekülleri) 

antikorları taĢımaları ile yapılmaktadır. CD4 T hücreleri (yardımcı) ve CD8 T 

hücreleri (sitotoksik) T lenfositlerin ana alt gruplarını oluĢturmaktadırlar (ġengül, 

2008). CD4 reseptörlü yardımcı T lenfositlerin kandaki sayısının 0,5-1,6x10
9
/L, 

CD8 reseptörlü sitotoksik T lenfositlerin sayısının 0,3-0,9x10
9
/L olduğu 

bilinmektedir (Arda vd., 1998; Özbal, 2000). 

Enflamasyon ve immünolojik olaylar sırasında bazı immün sistem hücreleri 

tarafından sitokin adı verilen hormon benzeri polipeptid moleküller 

sentezlenmektedir. Sitokinler immün sistem hücrelerinin aktivitelerine yön veren 

ve hücreler arasında iletiĢimi sağlayan küçük protein yapıdaki birimlerdir. 

Ġnterferon gama (IFN-,  interlökin 2 (IL-2), tümör nekroz faktörü alfa (TNF-) 

ve tümör geliĢme faktörü beta (TGF-) gibi sitokinler konağın antijenlere karĢı 

reaksiyonlarını, lökosit ve bazı hücrelerin geliĢmesini, hareketini, farklılaĢmasını 

sağlayan immünomodülatör moleküllerdir. Çizelge 2.2‘de bazı sitokinlerin 

kaynağı ve aktivitesi gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 2.2: Bazı sitokinleri üreten hücreler ve bu sitokinlerin etkileri. 

Sitokin Kaynak 

hücre/hücreler 

Etki Kaynak 

IL-1 

β 

Makrofaj, T ve B 

lenfositleri 

Ġmmünitede artıĢ, T 

lenfositlerinde 

farklılaĢma 

 

Özbal, 2000 

IL-2 T lenfositleri T, B ve NK 

hücrelerinde 

farklılaĢma 

IL-4 T lenfositleri T ve B lenfosit 

farklılaĢma 

Abbas vd., 

2015 

IL-9 T lenfositleri T lenfositlerinde 

proliferasyon 

IFN-Ɣ T lenfositleri, NK 

hücreleri 

Ġmmünomodülatör 

etki 

 

Özbal, 2000 

TNF-α T lenfositleri Enflamasyon, 

tümörisidal etki 

TNF- β T lenfositleri Tümörisidal etki 

TGF- β T lenfositleri, 

makrofajlar 

Ġmmünosüpresyon 

 

Ġmmün sistem hücrelerinin aktivitesini artıran sitokinlerden biri IL-2‘dir. IL-

2‘nin T, B ve NK hücrelerini uyararak bu hücrelerin proliferasyonlarında artıĢ 

sağlamaktadır. ġekil 2.2‘de IL-2‘nin T, B ve NK hücreleri üzerindeki etkisi 

Ģematik olarak gösterilmiĢtir.  

 

ġekil 2.2.: IL-2‘nin T, B ve NK hücreleri üzerindeki etkisi 
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Kanser hastalığı, kontrolden çıkan hücrelerin sürekli olarak çoğalması 

sonucu oluĢur. Kanser oluĢumunda X ıĢınları, ultraviyole ıĢınları gibi fiziksel 

faktörler ile 3-metilkolantren, benz-alfa-piren gibi kimyasal faktörlerin dıĢında 

onkojenik virüslerin de rolü vardır. Bir sağlıklı hücrenin herhangi bir dıĢ etken 

sonucu kontrolden çıkarak hızla büyümesiyle oluĢan kanserli hücrede, normal 

hücrede bulunmayan doku antijenleri eksprese edilmektedir (Özbal, 2000; Abbas 

vd., 2015). Örnek bir kanser hücresi ġekil 2.2.1‘de gösterildiği gibi apoptoza 

uğramadan çoğalmaya devam etmektedir. 

 

ġekil 2.2.1: Tümör hücresinin kontrolsüz çoğalması 

 

Konağın immün sistemi yabancı doku antijenlerini kolayca tanımasına 

rağmen tümör dokusunu organizmadan kolayca atamamaktadır. Ġnsanda saniyede 

milyarlarca hücre çoğalmakta ve bu hücrelerin yüzlercesi mutasyonla farklı hücre 

oluĢturmaktadır. Bu farklı hücrelerin temizlenmesinde hücresel immün yanıt 

mekanizması rol almaktadır. Tümör hücrelerinin geliĢmesinin baskılanmasında 

yardımcı ve sitotoksik T hücreleri, NK ve K hücreleri sorumludur. Tümör 

antijenleri tarafından uyarılan T lenfositler çeĢitli sitokinler salgılayarak sitotoksik 

T hücrelerini, makrofajları, B lenfositlerini, K ve NK hücrelerini aktive 

etmektedir. Uyarılan bu hücrelerin sentezlediği TNF- tümör hücreleri için 

sitotoksik etki göstermektedir. Ayrıca T lenfositlerinin salgıladıkları INF- ile 

uyarılan K ve NK hücreleri tümör hücrelerini öldürmektedir (Özbal, 2000). 

Tümör hücrelerine karĢı immün yanıt Ģematik olarak ġekil 2.2.2‘de 

gösterilmektedir. 
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ġekil 2.2.2: Sitotoksik T hücrelerinin  hücresel immün yanıtın sonucunda tümör hücresini 

apoptoza sürüklemesi 

 

Kemoterapi ve radyoterapinin, kanser tedavisinde oldukça etkili silahlar 

olduğu kanıtlanmıĢtır. Fakat günümüzde bu yöntemlerin kullanımı akut 

toksisiteler ve tümörlerin ilaç dirençli fenotipler oluĢturma kabiliyeti veya 

radyasyon sonucu oluĢan DNA hasarlarına karĢı duyarlılıklarını yitirmesi gibi 

nedenlerle sınırlanmaktadır. Bunlara ek olarak, kanserle mücadelede en büyük 

sorunlardan biri olan geç teĢhis konulması durumunda da baĢarı oranları oldukça 

düĢüktür (Wang et al., 2014). Bu nedenle de her geçen gün, tedavi baĢarı 

oranlarını artıracak, immünoterapi gibi farklı tedavi yöntemlerinin önemi de  daha 

çok ortaya çıkmaktadır (DeSantes et al., 2009). Kanser immünoterapisine yönelik 

çalıĢılmakta olan pek çok yeni stratejinin prensibi konağın kendi immün yanıtının 

tümör hücrelerine karĢı güçlendirilmesine dayanmaktadır. Bu kapsamda farklı 

bitkisel, kimyasal ve biyokimyasal bileĢenler üzerine çalıĢmalar yapılmaktadır 

(Schenk, 2002; Abbas vd., 2015). ÇeĢitli hastalıkların tedavi edilmesi amacıyla 

kullanılan kimyasal immünomodülatör bileĢenlere alternatifler geliĢtirmek 

amacıyla araĢtırmacılar bitkisel, mikrobiyal ve hayvansal bileĢenler üzerinde 

yenilikçi çalıĢmalar yürütmektedir. Bu kapsamda birçok bitkisel kaynaklı 

bileĢiğin in vivo ve in vitro olarak immünomodülatör etkileri araĢtırılmıĢtır (Jantan 
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vd., 2015). Ġmmünoterapinin, kemoterapi ve radyoterapi gibi tedavi yöntemlerinin 

aksine, doğrudan kanser hücrelerini hedef alıyor olması, diğer sağlıklı vücut 

hücrelerine zarar vermemesi immünoterapinin bu alanda oldukça güçlü bir 

alternatif olmasını sağlamıĢtır (Barbaros ve Dikmen, 2015). Kanser 

immünoterapisine yönelik çalıĢılmakta olan pek çok yeni stratejinin prensibi 

konağın kendi immün yanıtının tümör hücrelerine karĢı güçlendirilmesine 

dayanmaktadır (Abbas vd., 2015).  

 

2.3 Probiyotikler ve Asidofilus Sütü 

 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) ve BirleĢmiĢ Milletler Gıda ve Tarım Örgütü 

(FAO) tarafından yapılan tanıma göre probiyotikler yeterli miktarda alındığında 

konakçı üzerinde sağlığa yararlı etkiler sağlayan canlı mikroorganizmalardır. 

Probiyotiklerin gıdaların sindirimi, besin maddelerinin emilimi, immün sistemi 

düzenlemeleri gibi birçok bakımdan insan sağlığına olumlu etkilerinin olduğu 

bilinmektedir (Tannis, 2008). Doğal ve adaptif immün yanıtı güçlendirerek 

enfeksiyonlarla mücadeleye katkıda bulunmaktadırlar (Özden, 2013). 

Probiyotiklerin konağın sağlığına direkt etki göstermesinin yanı sıra, çeĢitli 

çalıĢmalar immünomodülatör etkisi, intestinal mikrobiyotayı düzenleme, 

antienflamatuar ve antipatojenik aktivite gibi fonksiyonları sayesinde tümör 

oluĢumunu azaltma ve böylece kanser önleme ve/veya tedavisinde potansiyele 

sahip olduğunu göstermiĢtir (Yu and Li, 2016). Probiyotiklerin sağlık etkileri 

bağırsak mikroflorasını modüle, antimikrobiyal bileĢenler üreterek patojenlere 

karĢı antagonistik etki göstermek, besinler ve büyüme faktörleri için patojenler ile 

rekabet etmek, immün sistem hücrelerini stimüle etmek gibi fonksiyonlar ile 

ilgilidir (Marteau et al., 2001). Prokarsinojenleri karsinojenlere dönüĢtüren 

bakterilere karĢı gösterdikleri antagonistik etki mekanizmasının, probiyotiklerin 

antitümör etkisinin temel yapısını oluĢturduğu düĢünülmektedir (Kailasapathy ve 

Chin, 2000). Prebiyotikler, insanlarda sindirim enzimleri tarafından 

sindirilemeyen ve probiyotik bakterilerin aktivitesini seçici olarak zenginleĢtiren 

kısa zincirli karbonhidratlardır. Bağırsaklarda, prebiyotikler, kısa zincirli yağ asidi 

üretmek probiyotik bakteriler tarafından fermente edilirler. Prebiyotikler kanser 

riskinin azaltılması ve kalsiyum ve magnezyum absorpsiyonunun artırılması gibi 

kalın bağırsaklarda diğer birçok sağlık üzerine faydalı etkilere sahiptir (Özyurt ve 
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ÖtleĢ, 2014). Probiyotik bakteriler gastrik sıvılara karĢı dirençli olmalı, safra 

varlığında üreyip geliĢebilmeli, gıda ürünü olarak tüketildiğinde mide ve safradan 

etkilenmeden hayatta kalarak bağırsakta tutunabilmelidir. Genellikle gram pozitif 

bakterilerdir ve Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerine aittirler (Holzapel et 

al., 1998; Klein et al., 1998; FAO/WHO, 2006). Probiyotik gıda takviyeleri 

hayvan veya insan tüketimine uygun olacak Ģekilde halihazırda toz, tablet, kapsül 

veya sprey olarak piyasaya sunulmuĢtur (Parvez et al., 2006).  

 

Asidofilus sütü, Lactobacillaeceae familyasının Lactobacillus cinsine dahil 

olan Lactobacillus acidophilus türü starter kültürü kullanılarak üretilen bir çeĢit 

fermente süt ürünüdür. Probiyotik ve termofilik bir starter kültür olan 

L.acidophilus, asidofilus sütü, biyo-yoğurt ve benzeri diğer fermente süt ürünleri 

üretiminde tek baĢına ya da diğer laktik kültürlerle birlikte kullanılmaktadır 

(Kılıç, 2001). L.acidophilus sütte yavaĢ geliĢmekte ve asetat, nikotinik asit ve 

riboflavin gibi maddelere gereksinim duymaktadır (Akın, 2006). Yaygın (1999), 

olumlu sağlık etkilerinin görülebilmesi için asidofilus sütünün günde 0,5 ile 1 litre 

kadar içilmesi gerektiğini belirtmiĢtir. Günümüzdeki tüketim alıĢkanlıkları ve 

tüketici isteklerine uygun olarak üretilen asidofilus sütleri fermente edilen ve 

fermente edilmeyen (Sweet) ürünler olarak ikiye ayrılmıĢtır. Fermente edilmeden 

üretilen asidofilus sütleri yapımında saf kültür, sütün sıcaklığı 5°C‘ye 

düĢürüldükten sonra süte eklenmekte ve bu Ģekilde depolanmaktadır. Fermente 

asidofilus sütü üretiminde ise öncelikle çiğ süt 95°C‘de ısıl iĢlemden geçirilip, 

homojenize edilmektedir. Starter kültür inokülasyonuna hazırlamak amacıyla 

sütün sıcaklığı 37°C'ye düĢürülür ve %2-5 (v/v) oranında starter kültür 

eklenmesinin ardından süt 12-24 saat boyunca 37°C'de inkübe edilmektedir. Ürün 

oluĢtuktan sonra 4-5°C'de depolanmaktadır. Örnek bir fermente asidofilus sütü 

üretim Ģeması ġekil 2.3‘te gösterildiği gibidir. Asidofilus sütlerinin tüketici 

tarafından beğenilirliğinin artırılması amacıyla çeĢitli aromalandırma çalıĢmaları 

yapılmaya devam etmektedir (Akpınar, 2008).    
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ġekil 2.3. Asidofilus sütü üretim Ģeması 

2.4 Propolis 

 

Propolis Türk Standartları Enstitüsü tarafından ĠĢçi arıların, kovan 

içerisindeki besinleri, yavru arıları ve kendilerini çeĢitli patojen 

mikroorganizmalardan (virüs, bakteri, fungus) korumak amacıyla bitkilerin 

yaprak, gövde, tomurcuk vb. kısımlarından topladığı reçinemsi maddeleri ve bitki 

nektarlarını, baĢlarında yer alan salgı bezlerinden salgılanan enzimler ile 

biyokimyasal değiĢikliğe uğratarak oluĢturdukları, ‗arı tutkalı‘ olarak da 

adlandırılan ürün olarak tanımlanmıĢtır (TSE, 2003). 

 

Bal arıları topladıkları propolisi ağızlarında nemlendirip yumuĢatarak ve 

aynı zamanda bazı enzimler ekleyerek propolisi pelet haline getirir ve peleti ön 

bacaklarını kullanarak arka bacaklarındaki polen sepetine aktarırlar (Doğan ve 

Hayoğlu, 2012). Polen sepeti propolis ile doldurulduğunda kovana taĢınmaktadır. 

Propolis genç iĢçi arılar tarafından 25-30 dakikada boĢaltılmaktadır (Pehlivan vd., 

2012). Ortalama propolis üretimi her yıl, her koloni için 10 gramdan 300 grama 

kadar değiĢebilmektedir. Fakat yine de bu miktar arılara, iklime, bitki çeĢitliliğine 

ve tuzaklama mekanizmalarına bağlı olarak farklılıklar gösterebilmektedir (Doğan 

ve Hayoğlu, 2012). 

 

Çoğunlukla flavonoidleri içeren fenolikler, toplam propolis ağırlığının 

%50‘sinden fazlasını oluĢturmaktadır (Kasote vd., 2014). Propoliste B1, B2, B6, 

A, C, E ve niasin gibi vitaminler bulunmaktadır. Vitaminlerden farklı olarak 

süksinik dehidrogenaz, glukoz-6-fosfataz, adenozin trifosfotaz ve asit fosfotaz 

Isıl iĢlem 

(95°C) 

Homojenizasyon 
37°C‘ye 

soğutma 

%2-5 (v/v) 
L.acidophilus 

inokülasyonu 

12-24 saat  

inkübasyon 

5°C‘ye 

soğutma 

Depolama 

ve dağıtım 
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gibi enzimler de içermektedir (Castaldo and Capasso, 2012; Doğan ve Hayoğlu, 

2012).  

 

Farklı ekstraksiyon metotları propolisin çeĢitli biyolojik etkilerinin 

aktivitesinde farklılıklara neden olmaktadır. Her bir farklı solvent, belirli 

bileĢenlerin çözünmesini ve ekstraksiyonunu sağlamaktadır (Sforcin, 2007). 

Bugüne kadar yapılan çalıĢmalar ile propolisin 300‘den fazla bileĢeni 

tanımlanmıĢtır ancak propolisin kimyasal kompozisyonu oldukça karmaĢıktır. 

Üstelik bu kompozisyon propolisin toplandığı bitki kaynağına, mevsime, yerel 

floraya göre farklılıklar göstermektedir. DeğiĢken kimyasal yapısı propolisin 

medikal kullanım için standardizasyonunda sorun teĢkil etmektedir (Ghisalberti 

1979; De Castro, 2001). Propolis farklı ülkelerde farklı statülere sahiptir. 

Almanya, Ġsviçre gibi bazı Avrupa ülkelerinde ilaç olarak kabul edilirken diğer 

birçok ülkede gıda takviyesi olarak adlandırılmaktadır (Atayoğlu, 2012). 

 

Propolisin en çok kullanılan formu olan etanol ekstraktının (EEP) kuru 

ağırlığının %50'sinden fazlasını fenolik bileĢikler oluĢturmaktadır. Bu %50'lik 

paya en az 4 çeĢit kafeik asit esteri (kafeik asit benzil ester, salisilik asit benzil 

ester, sinnamik asit benzil ester ve kafeik asit fenetil ester [CAPE]) dahildir 

(HepĢen vd., 1996). Sinnamik alkol, sinnamik asit, vanilin, benzil alkol, benzoik 

asit, kaffeik asit ve ferulik asit propoliste bulunan bazı önemli fenolik maddelerdir 

(Yılmaz vd., 2004). 1995 yılında yapılan bir çalıĢmada ham propolis örneklerinde 

bazı önemli bileĢenlerin miktarları Çizelge 2.4‘te gösterilmiĢtir (Markham et al., 

1995).   

 

Çizelge 2.4: Ham propolisteki bazı önemli bileĢenlerin miktarları (Markham et al., 

1995).   

İçerik Propolisteki Miktarı (mg/g) 

3-1-dimetiloksisinnamik asit 3,84 

Kuersetin 0,25 

Kafeik asit 2,34 
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Propolisin rengi, reçinenin kaynağına bağlı olarak açık sarıdan koyu 

kahverengiye kadar değiĢebilir. Propolis, 25-45°C sıcaklıklarda yumuĢak, esnek 

ve oldukça yapıĢkan bir maddedir. 15°C‘den az sıcaklıklarda kısmen donmuĢ 

veya donmaya yakın halde olup, sert ve kırılgan haldedir. 45°C‘nin üzerinde ise 

yapıĢkanlığı artar ve 60-70°C‘sıvı hale geçmektedir. Fakat bazı örneklerde erime 

noktası 100°C‘yi bulabilmektedir (Krell, 1996). Kumova vd. (2002), propolis 

içerisinde bulunan bileĢik gruplarını belirtmiĢtir (Çizelge 2.5).  

 

Çizelge 2.5: Propoliste bulunan bileĢik grupları (Kumova vd., 2002) 

Bileşenler 

1 Flavonoidler 10 Alkoller, ketonlar ve fenoller 

2 Hidroksiflavonlar 11 Heteroaromatik bileĢikler 

3 Hidroksiflavononlar 12 Terpen ve sekuterpenler ve türevleri 

4 Kalkonlar 13 Alifatik hidrokarbonlar 

5 Benzoik asit ve türevleri 14 Sekuterpen ve triterpen 

hidrokarbonlar 

6 Asitler 15 Steroller ve steroid hidrokarbonlar 

7 Esterler 16 Mineraller 

8 Benzaldehit türevleri 17 ġeker 

9 Sinnamil ve sinnamik asit ile 

türevleri 

18 
Amino asitler 

 

Gaz kromatografisi (GC), gaz kromatografisi-kütle spektrometresi (GC-MS) 

ve ince tabaka kromatografisi (TLC) analizleri ile Brezilya‘dan toplanan propolis 

örneklerinin içerikleri belirlendiğinde, ana bileĢenlerinin fenolik bileĢikler 

(flavonoidler, aromatik asitler ve benzo[a]pirenler), diterpenler ve triterpenler, 

esansiyel yağlar olduğu belirlenmiĢtir. Flavonoidlerin (kaemferol, 5,6,7-

trihidroksi-3,4‘-dimetoksi flavon, aromadendrin-4‘-metil eter) bu propolis 

örneğinde az miktarda belirtilmiĢtir (Boudourova-Krasteva et al., 1997). ÇeĢitli 

kaynaklara sahip propolislerin farklı kimyasal yapıda olması, bu propolis 

örneklerinin biyolojik özelliklerinin benzersiz olabileceği öngörüsünü 

yaratmaktadır (Bankova, 2005). Avrupa‘ya özgü propolislerde antibakteriyal ve 

fungal aktivitenin flanononlar, flavonlar, fenolik asitler ve onların esterlerinden 

ileri gelirken, Brezilya‘ya özgü propolislerde ise bu aktiviteler prenillenmiĢ p-
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kumarik asitler ve diterpenler sayesinde görülmektedir. Dolayısıyla propolisin 

genel bir kimyasal standardizasyonu mümkün olamamaktadır (Sforcin, 2007).  

 

Propolisin akut ve kronik toksisitesiyle ilgili yeterli çalıĢma 

bulunmamaktadır. Ġki yüz ve 5000 mg/kg vücut ağırlığı/gün dozlarındaki propolis 

uygulaması deney hayvanlarında toksik ölümlere sebep olmamıĢtır ve gerekli 

hesaplamalar yapıldıktan sonra insanlar için toksik etki yaratmayan güvenli dozun 

1,4 mg/kg vücut ağırlığı olduğu bildirilmiĢtir. Burdock (1998), propolisin 

farelerdeki LD50 değerinin 2-7,3 g/kg arasında değiĢtiğini belirtmiĢtir ve 90 fare 

ile yapılan denemeler ile propolisin NOAEL değerini (Gözlenebilen hiçbir yan 

etki göstermeyen doz) 1400 mg/kg vücut ağırlığı/gün olduğunu bildirmiĢtir. 

Propolisin insanlar üzerindeki bazı etkilerini incelemek amacıyla yapılan bir 

araĢtırmada 30 gün boyunca sağlıklı gönüllülere propolisin etanol ekstraktı 

içirilmiĢ ve vücudun serbest radikallere karĢı savunma olarak ürettiği 

süperoksidaz dismutaz enzimi aktivitesi, toplam kolestrol, yüksek ve düĢük 

yoğunluklu lipoprotein kolesterol, trigliseritler, glukoz, ürik asit, ferritin ve 

transferrin, plazmadaki malondialdehit konsantrasyonu gibi bazı kan parametreleri 

değerlendirilmiĢtir. Günlük propolis alınımının etkilerinin cinsiyete göre farkılık 

gösterdiği görülmüĢtür. Ġlk 15 günde erkeklerin %23,2‘sinde malondialdehit 

konsantrasyonunun düĢtüğü ve 30. günde  kadınların %20,9‘unda süperoksidaz 

dismutaz enzimi aktivitesinin arttığı görülmüĢtür. Ancak propolis uygulamasının 

deneme kapsamında ölçülen kan değerlerinde anlamlı bir değiĢikliğe sebep 

olmadığı belirtilmiĢtir (Jasprica et al., 2007). 

 

 Tüm olumlu özellikleri yanısıra propolisin bazı bireylerde alerjik tepki 

oluĢturabildiği bilinmektedir. Hausen‘in araĢtırmasında propolis ile temas sonucu 

oluĢan alerjinin sebebinin 4 çeĢit kafeat olduğunu bildirmiĢtir. Bunlar fenil etil 

kafeat, benzil kafeat, 3-metil-2-bütenil kafeat ve geranil kafeattır (Hausen, 2005). 

Propolisin alerjik etkilerinin azaltılması amacıyla 2012 yılında  Ġtalya‘da yapılan 

bir çalıĢmada ham propoliste ve etanol bazlı propoliste bulunan, bazı kiĢilerde 

alerjik etkilere sebep olan kafeat esterlerinin laktik asit bakterilerinin kullanıldığı 

biyotransformasyon yöntemi ile giderilmesi amaçlanmıĢtır. Bu yöntemin prensibi 

ise propolisin Lactobacillus helveticus‘un ‗sinnamol esteraz‘ aktivitesinden 

yararlanılarak alerjenik moleküllerin biyotransformasyon yolu ile azaltılmasına 
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dayanmaktadır. Propolise uygulanan bu iĢlemin propolisin flavonoid içeriğini ve 

antimikrobiyal aktivitesini etkilemediği bildirilmiĢtir (Gardana et al., 2012).  

 

Ham propolisin çeĢitli solventler ile ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 

aktif bileĢenlerin konsantrasyonları farklı olmaktadır. Etanol ile yapılan 

ekstraksiyon iĢlemleri sonucunda ham propolisin içeriğindeki flavonoidlerin 

çoğunluğu elde edilebilmektedir. Alerjik tepkimelere sebep olabildiği bilinen bu 

flavonoidlerin su ile yapılan ekstraksiyonlarda daha az ekstrakte edildiği 

bilinmektedir. Bunun yanında propolisin anti kanser etkilerinin incelendiği 

çalıĢmalarda, propolisin alkol ekstraktlarının kanser hücrelerinin geliĢimi 

engelleyebildiği gibi, sağlıklı hücreleri de olumsuz yönde etkileyebildiği 

görülmüĢtür. Propolisin su bazlı ekstraktının ana bileĢenleri kafeoilkinik asit ve 

sinnamik asit türevleridir. Su bazlı ekstrakt formunda hazırlanan propolisin 

flavonoid içeriğince etanol ekstraktından daha zayıf olduğu bildirilmiĢtir 

(Nakajima ve ark., 2007).  

Bu tez çalıĢmasında Karadeniz bölgesinde üretilen su bazlı propolis 

ekstraktının ve L.acidophilus LA-5 suĢu ile üretilen asidofilus sütünün fare meme 

kanseri (4T1) modeli kullanılarak meme kanseri tedavisindeki kullanım 

potansiyelinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. 
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3. MATERYAL 

 

3.1 ÇalıĢmada kullanılan kültürler 

 

AraĢtırmada kullanılan Lactobacillus acidophilus LA-5 (Christian Hansen, 

Danimarka) kültürü Ege Üniversitesi Gıda Mühendisliği Bölümü, Gıda 

Mikrobiyolojisi Laboratuvarı‘ndan temin edilmiĢtir. Kültür çalıĢma öncesinde De 

Man, Rogosa Sharpe (MRS, Merck 110661, Almanya, pH: 5,7 ± 0,2) sıvı 

besiyerinde %25 gliserol çözeltisinde -20°C‘de saklanmıĢtır. Bakterilerin alt 

kültürleri De Man, Rogosa Sharpe (MRS, Merck 110661, Almanya, pH: 5,7 ± 

0,2) sıvı besiyerinde hazırlanmıĢtır.  

 

Hücre kültürü çalıĢmalarında kullanılan 4T1 fare meme kanseri hücre hattı 

Ege Üniversitesi Biyomühendislik Bölümü Laboratuvarı‘ndan temin edilmiĢtir. 

Stok hücre hattı çalıĢma öncesinde sıvı azot tankında %5 DMSO (Dimethyl 

sulfoxide, Merck 102952, Almanya) % 95 serum karıĢımı içerisinde saklanmıĢtır. 

Hücrelerin pasaj iĢlemleri Dulbeco‘s Modified Eagle Medium F-12 Nutrient 

Mixture [DMEM/F-12  (Gibco, 31330-038, ABD)] ortamı ile yapılmıĢtır. 

 

3.2 Süt Tozu, Süt, Propolis 

 

AraĢtırmada Asidofilus sütü için starter kültür hazırlanmasında kullanılan 

yağsız süt tozu (Pınar Süt Mamulleri Sanayi A.ġ., Ġzmir) ile asidofilus sütü 

yapımında kullanılan yarım yağlı UHT süt (ArkadaĢım Süt, Kipa, Ġzmir) 

marketlerden satın alınmıĢtır. ÇalıĢmada organik propolisin su bazlı ekstraktı 

(PSE,  Neptune Ġlaç San.ve Tic.Ltd.ġti., Ġzmir) kullanılmıĢtır.  

 

3.3 Besiyeri, Kitler ve Kimyasallar  

 

 L. acidophilus LA-5 alt kültürlerinin hazırlanmasında ve büyüme grafiği 

oluĢturulmasında MRS sıvı besiyeri kullanılmıĢtır. L. acidophilus LA-5 

sayımlarında MRSA kullanılmıĢtır. Mikrobiyolojik sayımlarda seri dilüsyonlar 

%0,1‘lik peptonlu su (PS, Merck 107214, pH: 6,9) ile hazırlanmıĢtır. MRS sıvı 
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besiyerinin L. acidophilus LA-5‘ten ayrılmasında fizyolojik su [% 0,85 NaCl 

(Merck 106404, Almanya)] kullanılmıĢtır. 

 

4T1 hücrelerinin alt kültürlerinin hazırlanmasında DMEM/F-12 ortamı 

kullanılmıĢtır. Splenositlerin alt kültürlerinin hazırlanmasında Roswell Park 

Memorial Institute 1640  (RPMI Medium 1640, Gibco, 21875-34, ABD) ortamı 

kullanılmıĢtır. Sitotoksisite denemelerinde MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-Diphenyltetrazolium Bromide, Thermo Fisher, M6494, ABD] solüsyonu ve 

DMSO kullanılmıĢtır. Splenositlerin uyarılması için Concavalin A (Sigma-

Aldrich, Almanya), Lipopolysaccharides (LPS, Sigma-Aldrich, Almanya) ve 

Phytohemagglutinin (PHA, Sigma-Aldrich, Almanya) kullanılmıĢtır. CD8+ 

sitotoksik T hücrelerinin yanıtının incelenmesi için Fixation/Permeabilization Kit 

(BD Biosciences Cytofic/ Cytoperm Plus) kullanılmıĢtır. 

Hücre kültürü çalıĢmalarında hücre sayımı ve hücre seyreltilmesi 

iĢlemlerinde PBS [Phosphate-Buffered Saline (Gibco, 10010023, ABD)], 

tripsinizasyon iĢleminde Trypsin EDTA (Gibco, 25200-056, ABD) kullanılmıĢtır.  

 

Anestezik madde olarak Ketamin 50 mg/kg (Alfamine, Hollanda) dozunda 

kullanılmıĢtır. 

 

3.4 In vivo ÇalıĢmada Kullanılan Fareler 

 

In vivo çalıĢmada tümör fare modelinde kullanılmak üzere Balb/c ırkı 25 

diĢi fare Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları YetiĢtirme 

Uygulama ve AraĢtırma Merkezi‘nden satın alınmıĢtır. Farelerin bakımı tez 

çalıĢması boyunca Ege Üniversitesi Laboratuvar Hayvanları Uygulama ve 

AraĢtırma Merkezi tarafından yapılmıĢtır. ÇalıĢma için 2016-067 onay numarası 

ile Ege Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu‘ndan onay alınmıĢtır.  
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4. METOT 

 

4.1 L.acidophilus LA-5 Üreme Eğrisi  

 

10 mL MRS sıvı besiyerine L.acidophilus LA-5 kültürü stok kültürden %2 

oranında inokülasyon yapılıp 37 °C‘de 24 saat inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyonu 

takiben geliĢtirilen kültürden 10 mL MRS sıvı besiyerine %2 oranında 

inokülasyon yapılıp 37 °C‘de 24 saat inkübe edilmiĢtir ve ikinci alt kültür elde 

edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda 10‘ar mL MRS sıvı besiyeri içeren tüplere ikinci 

alt kültürden %2 oranında inokülasyon yapılmıĢtır. Mikrobiyolojik sayımlar 0., 6., 

9., 12., 15., 24., 30., 48. ve 72. saatlerde yapılmıĢtır. Mikrobiyolojik sayımı 

yapılacak MRS sıvı besiyerindeki kültürlerden aseptik koĢullarda 1‘er mL örnek 

alınıp  9 mL peptonlu suya ilave edilerek ilk dilüsyon hazırlanmıĢtır. Ġlk 

dilüsyondan sonra seri dilüsyonlar hazırlanmıĢtır. Hazırlanan son dilüsyonlardan 

dökme plak yöntemine göre ekim yapılmıĢtır ve petriler 37 °C‘de 24 saat  

inkübasyona bırakılmıĢtır (Muramalle and Aryana, 2011). 

 

4.2 Asidofilus Sütü Üretimi 

 

Tez çalıĢmasında kullanılacak olan L.acidophilus LA-5 kültürü stok 

kültürden 10 mL MRS sıvı besiyerine %2 oranında inoküle edilmiĢtir. GeliĢen 

kültürden 7 mL MRS sıvı besiyerine %2 inokülasyon yapılıp 37 °C‘de 24 saat 

boyunca inkübe edilmiĢtir. AktifleĢen kültürler 5000 rpm‘de 30 dakika santrifüj 

edilerek (Hettich Rotofix II, Almanya) steril fizyolojik su ile yıkanmıĢtır. Ġki kez 

yıkama iĢlemi uygulanan kültüre son hacmine eĢit olacak Ģekilde steril fizyolojik 

su eklenerek 10
8
 kob/mL içeren hücre süspansiyonu  elde edilmiĢtir. Tez çalıĢması 

kapsamında yapılan ön denemelerde kültürlerin süt tozuna inokülasyonunda %5 

oranı uygulandığında, 24 saatlik inkübasyonda en verimli pH düĢüĢü ve bakteri 

geliĢimi sağlanmıĢtır. Bu sebeple çalıĢma kültürü elde etmek amacıyla 10 dakika 

boyunca 115 °C‘de steril edilmiĢ, 50 mL % 10‘ luk yağsız süt tozlarına elde 

edilen hücre süspansiyonundan %5 olacak Ģekilde inokülasyon yapılıp 37 °C‘de 

24 saat boyunca inkübe edilmiĢtir. Steril erlene aseptik olarak 600 mL yarım yağlı 

UHT süt eklenmiĢtir. Yarım yağlı süte %5 olacak Ģekilde çalıĢma kültürü inoküle 

edilip steril kavanozlara yaklaĢık 100‘er mL aseptik olarak bölünmüĢtür. 
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Örnekler 37 °C‘de 24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Üretilen asidofilus sütü 

ġekil 4.2‘de gösterilmiĢtir. Asidofilus sütünün pH‘sı fermentasyondan önce ve 

fermentasyon sonunda pH metre (NEL model:821) ile ölçülmüĢtür. Ġnkübasyonu 

takiben örnekler hayvan denemelerinde kullanılmak üzere +4 °C‘de 14 gün 

muhafaza edilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.2. Denemelerde kullanılmak üzere üretilen asidofilus sütü 

 

4.2.1. Asidofilus sütündeki L.acidophilus LA-5‘in sayımı 

 

Mikrobiyolojik sayımlar inokülasyondan hemen sonra (0. Saat),  

inkübasyon sonunda (24. saat), depolamanın 7. ve 14. günlerinde yapılmıĢtır. 

Mikrobiyolojik analiz yapılacak asidofilus sütü örneklerinden aseptik koĢullarda 

1‘er mL örnek alınıp 9 mL PS‘ye ilave edilerek ilk dilüsyon hazırlanmıĢtır. 

Hazırlanan seri dilüsyonlardan dökme plak yöntemine göre ekim yapılıp petriler 

37 °C‘de 24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır (Yazdi, 2010). 
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4.3 PSE‘nin L.acidophilus LA-5 Üzerine Antibakteriyal Etkisi 

 

PSE‘nin L.acidophilus LA-5 üzerine antibakteriyal etkisini incelemek 

amacıyla minimum inhibisyon konsantrasyon (MĠK) ve minimum bakterisidal 

konsantrasyon (MBK) testleri yapılmıĢtır. 7mL MRS sıvı besiyerine %2 oranında 

ekim yapılmıĢ olup 37 °C‘de 12 saat inkübe edilmiĢtir. Ekim iĢlemi ikinci defa 

aynı Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda elde edilen kültürler 5000 

rpm‘de 30 dakika santrifüj edilmiĢtir. ĠĢlem sonunda süpernatant uzaklaĢtırılıp, 

peletin üzeri steril serum fizyolojik su ile aynı hacme tamamlanmıĢtır. Hücre 

süspansiyonunun Mcfarland değeri steril fizyolojik su kullanılarak 5,8‘e (10
8
 

kob/mL) ayarlanmıĢtır. PSE‘nin MĠK değerleri mikrodilüsyon yöntemi ile CLSI 

(Clinical and Laboratory Standards Institute) önerilerine uyularak (Anon, 2012) 

belirlenmiĢtir. Deneylerde U tabanlı 96 kuyucuklu mikrodilüsyon plakları 

kullanılmıĢtır. MĠK plakasına ait Ģablon ġekil 4.3‘te gösterilmiĢtir.  

 

ġekil 4.3. MĠK testinde kullanılan steril plastik hücre büyüme kabı Ģablonu 

 

Negatif kontrol satırının 2. kuyucuğundan baĢlayarak tüm kuyucuklara 100 

μL MRS sıvı besiyeri eklenmiĢtir. Negatif kontrol için plakanın ilk satırının 

birinci kuyucuğuna 200 μL PSE eklenmiĢtir. Bu ekstrakttan 100 μl alınıp 2. 

kuyucuğa aktarılarak ekstrakt 2 kat seyreltilmiĢtir (Çizelge 4.3). Bu iĢlem 12. 

kuyucuğa kadar gerçekleĢtirilerek 2 katlı seri dilüsyonlar elde edilmiĢtir. Daha 

sonra negatif kontrol satırındaki tüm kuyucuklara 100 μL fizyolojik su ilave 
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edilerek kuyucukların hacimleri 200 μL‘ ye tamamlanmıĢtır. Birinci paralel 

satırının ilk kuyucuğuna 200 μL su bazlı propolis ekstraktı eklendikten sonra 2. 

kuyucuktan baĢlanarak tüm kuyucuklara 100 μL MRS sıvı besiyeri eklenmiĢtir. 7. 

kuyucuk dahil olacak Ģekilde 2 katlı seri dilüsyonlar hazırlanmıĢtır. 7. kuyucuktan 

alınan 100 μL karıĢım dıĢarı atılmıĢtır. 8. kuyucuğa ekstrakt eklenmeyerek pozitif 

kontrol kuyucuğu oluĢturulmuĢtur. Birinci paralel satırındaki tüm kuyucuklara 

100 μL bakteri kültürü (10
8
 kob/ml) ilave edilerek kuyucukların hacimleri 200 

μL‘ye tamamlanmıĢtır. Hazırlanan mikrodilüsyon plakları 37 °C‘de 24 saat 

inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonucunda üremeye bağlı bulanıklığın 

gözlenmediği son kuyucuk MĠK değeri olarak belirlenmiĢtir (Akça vd., 2006).  

 

Çizelge 4.3. MĠK ve MBK testinde kullanılan kuyucuklardaki ekstrakt 

konsantrasyonları 

Kuyucuk Konsantrasyon 

(ppm) 

1 5000 

2 2500 

3 1250 

4 625 

5 312,5 

6 156,25 

7 78,13 

 

MBK değerini belirlemek için ise, her kuyucuktan MRS katı besiyeri 

içeren petrilere çizme plak yöntemine göre ekim yapılıp 37 ºC‘de 24 saat inkübe 

edilmiĢtir. Ġnkübasyon süresi sonunda üremenin gözlenmediği son petrideki 

konsantrasyon MBK değeri olarak belirlenmiĢtir (Akça vd., 2006). 

 

4.4 Hücre Kültürü ÇalıĢmaları  

 

Sıvı azot tankında muhafaza edilen 4T1 hücreleri 37 °C‘lik su banyosunda 

hızlıca çözündürülmüĢtür. 5 mL ortam (DMEM/F-12) ile stoktaki hücreler 15 

mL‘lik steril tüpe aktarılmıĢtır. KarıĢtırılıp 1000 rpm‘de 5 dakika santrifüj 

edilmiĢtir. Süpernatant aspire edilip, hücreler 5 mL DMEM/F-12 ile süspanse 

edilerek 25‘lik flaska alınıp 37 °C‘de, %5 CO2 içeren inkübatörde inkübe 

edilmiĢtir. Hücreler flaskın yüzeyini kapladığında pasajlanmıĢtır. Aktif olarak 

logaritmik fazda üreyen hücreler testlerde kullanılmıĢtır. 
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4.4.1. PSE‘nin 4T1 hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkisinin incelenmesi 

 

In vivo çalıĢmada kullanılacak PSE dozunun belirlenmesi için PSE‘nin 

4T1 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisi in vitro olarak MTT testi ile 

belirlenmiĢtir. Flasklarda çoğaltılan 4T1 hücrelerinin üzerindeki ortam aspire 

edilmiĢtir. Hücrelerin üzerine 0,5 mL Tripsin EDTA eklenip flaskın yüzeyi 

hafifçe yıkanıp eklenen Tripsin EDTA aspire edilmiĢtir. Ġkinci tripsinizasyon 

iĢlemi için hücrelerin üzerine 0,5 mL Tripsin EDTA eklenip 37 °C‘de, %5 CO2 

içeren inkübatörde 5 dakika inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda hücreler, 

üzerlerine 5 mL DMEM/F-12 eklenip pipetleme yapılarak 15 mL‘lik santrifüj 

tüpüne aktarılmıĢtır. Homojenize edilen hücre süspansiyonundan 100 µL alınıp 

içerisinde 900 µL PBS bulunan Eppendorf tüpüne aktarılmıĢtır. SeyreltilmiĢ 

olan hücre süspansiyonundan 100 µL hemositometreye eklenip ıĢık mikroskobu 

ile hücre sayımı yapılmıĢtır. Hücre sayımının yapıldığı numaralandırılmıĢ 

alanların gösterildiği örnek bir Ģema ġekil 4.4.1‘de görülmektedir.  

 

 

ġekil 4.4.1. Neu Bauer lamının Ģematik görüntüsü 

 

  Hücreler 1000 rpm‘de 5 dakika santrifüj edilmiĢtir. ĠĢlem sonunda 

süpernatant aspire edilip peletin üzerine 5 mL DMEM/F-12 eklenmiĢtir. 96‘lı 

steril plastik hücre büyüme kabına 5x10
5 

hücre/mL olacak Ģekilde hücreler 
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ekilmiĢtir (Awale et al., 2008). Hücreler homojenize edilip 90‘ar µL 96‘lı steril 

plastik hücre büyüme kabına eklenmiĢtir ve 24 saat 37 °C‘de, %5 CO2 içeren 

inkübatörde inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda sitotoksisiteleri test edilecek 

konsantrasyonlar DMEM/F-12 kullanılarak PSE‘nin seyreltmeleri yapılarak elde 

edilmiĢ ve 96‘lı steril plastik hücre büyüme kabına eklenmiĢtir. Bu 

konsantrasyonlar PSE‘nin geniĢ konstantrasyon aralığındaki sitotoksik etkisinin 

görülebilmesi amacıyla hazırlanmıĢtır. Test edilen PSE‘nin konsantrasyonları 

Çizelge 4.4.1‘de gösterilmiĢtir. 96‘lı steril plastik hücre büyüme kapları 48 saat 

37 °C‘de, %5 CO2 içeren inkübatörde inkübe edilmiĢtir (Awale et al., 2008).  

 

Çizelge 4.4.1. Sitotoksisite analizinde test edilen PSE‘nin konsantrasyonları  

Kuyucuk Konsantrasyon 

(µg/mL) 

1 1000  

2 520  

3 500  

4 260  

5 100  

6 50  

 

Ġnkübasyon sonunda kuyucuklara 25 µL MTT solüsyonu (2mg/mL)  

eklenip 5 saat daha inkübasyon (37 °C‘de, %5 CO2) yapılmıĢtır. Bu iĢlem 

sonunda solüsyon boĢaltılmıĢtır ve her kuyucuğa 150 µL DMSO eklenmiĢtir. 

Hafifçe karıĢtırılan steril plastik hücre büyüme kapları spektrometrede 

(Versamax Microplate Reader, ABD) 570-620 nm‘de analiz edilmiĢtir 

(Mosmann, 1983). Elde edilen absorbans değerleri kullanılarak aĢağıdaki formül 

ile 4T1 hücrelerinin yüzde canlılık değerleri hesaplanmıĢtır. 4T1 hücrelerinin 

yüzde canlılık verileri kullanılarak Graphpad Prism 7 programı ile PSE‘nin 4T1 

hücreleri için IC50 değeri hesaplanmıĢtır. 

% Canlılık=
                      

                         
 

Formüldeki absorbans değeri farklı konsantrasyonlarda PSE ile muamele 

edilen 4T1 hücrelerinin bulunduğu kuyucuklardan elde edilen absorbans 

değeridir. Kontrol absorbans değeri ise PSE ile muamele edilmemiĢ 4T1 

hücrelerinin bulunduğu kuyucuklardan elde edilen absorbans değeridir.  
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4.4.2 PSE‘nin 4T1 hücre hattı üzerindeki apoptotik etkisinin akıĢ sitometrisi ile 

analizi  

 

Denemede kullanılan 4T1 Hücre süspansiyonu, hücre konsantrasyonu 

5x10
5 

hücre/mL olacak Ģekilde 4.4.1 bölümünde belirtildiği gibi hazırlanmıĢtır. 

Hücreler steril 6 bölmeli plastik hücre büyüme kabının kuyucuklarına 1‘er mL 

ekilmiĢtir ve 24 saat 37 °C‘de, %5 CO2 içeren inkübatörde inkübe edilmiĢtir. 1 

mL ortam içerisinde belirlenen konsantrasyonlarda [IC50 (129 µg/mL) ve 

0,5xIC50 (64,6 µg/mL)] PSE, kontrol grubuna ise 1 mL ortam eklenmiĢtir. 37 

°C‘de, %5 CO2 içeren inkübatörde 48 saat inkübe edilmiĢtir (Novak et al., 

2014).  

    

 Ġnkübasyon sonunda steril plastik hücre büyüme kaplarındaki dolu 

kuyucuklardaki ortamlar aspire edilip her 5 kuyucuğa yıkama amacıyla 400 µL 

Tripsin EDTA eklenmiĢtir. Bir dakika oda sıcaklığında bekletilip steril plastik 

hücre büyüme kabındaki ortam tekrar aspire edilmiĢtir. Ardından her 5 

kuyucuğa tekrar 400 µL Tripsin EDTA eklenip bu kez 37 °C‘de, %5 CO2 içeren 

inkübatörde 5 dakika inkübe edilmiĢtir. ĠĢlem sonunda kuyucuklardaki ortamlar 

ayrı ayrı eppendorf tüplerinde toplanıp 1600 rpm‘de 5 dakika santrifüj 

edilmiĢtir. Süpernatant aspire edilip peletin üzerine 0,5 mL soğuk PBS 

eklenmiĢtir. Yıkama iĢlemi tekrarlanmıĢtır.  

 

Eppendorf tüplerine alınan hücrelere 100 µL Binding Buffer çözeltisi 

eklenmiĢtir. Daha sonra kontrol (untreated) grubu dıĢındaki tüm tüplere 5 µL PE 

Annexin ve 5 µL PI eklenerek karanlık ortamda 15 dakika oda sıcaklığında 

inkübe edilmiĢtir. Süre sonunda her örnek tüpüne 400 µL Binding Buffer 

çözeltisinden eklenip akıĢ sitometrisi cihazında (BD Accuri C6 Plus, ABD) 

analiz edilmiĢtir. 
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4.5 In vivo ÇalıĢmalar 

 

ÇalıĢmada 25 adet Balb/c ırkı fare kullanılmıĢtır. Her grupta 5 fare olacak 

Ģekilde 5 grup oluĢturulmuĢtur. Gruplar Çizelge 4.5‘teki Ģekilde belirlenmiĢtir. 

Her gruptaki farenin kuyruğuna sıra numarasını belirtecek iĢaretlemeler 

yapılmıĢtır. Fareler 12 saat ıĢık, 12 saat karanlık periyodunda ad libitum olarak 

beslenmiĢtir. 

  

Çizelge 4.5.: Ġncelenen deney grupları. 

  

  

1. grup Tümör hücresi enjekte edilmeyen 1. kontrol (K1) 

2. grup Tümör hücresi enjekte edilen ancak tedavi uygulanmayan 2. 

kontrol (K2) 

3. grup  Tümör hücresi enjekte edilen ve su bazlı propolis ile beslenen 

(PSE) 

4. grup Tümör hücresi enjekte edilen ve asidofilus sütü ile beslenen (AS) 

5. grup Tümör hücresi enjekte edilen ve asidofilus sütü ve su bazlı propolis 

ile beslenen (PSE+AS) 
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4.5.1 4T1 in vivo tümör modeli oluĢturulması 

 

Enjeksiyonda kullanılan 4T1 hücre süspansiyonun konsantrasyonu 2x10
4 

hücre/fare olacak Ģekilde 4.4.1 bölümünde belirtildiği gibi hazırlanmıĢtır.  

 

 Hücreler 1:1 oranında matrijel ile karıĢtırılıp her farenin sol alt meme 

dokusunun altına ġekil 4.5.1‘de gösterilen Ģekilde, 100 µL intraperitoneal (IP) 

olarak enjekte edilmiĢtir (Maroof and Hasan, 2012). 

 

ġekil 4.5.1. Fareye 4T1 enjeksiyonu 

4.5.2  Gavaj uygulamaları 

 

ArdıĢık 14 gün boyunca PSE grubundaki fareler 200 µL propolis ile, AS 

grubundaki fareler 100 µL asidofilus sütü ile, PSE+AS grubundakiler ise 200 µL 

propolis ve 100 µL asidofilus sütü ile gavaj yoluyla beslenmiĢtir (Orsolic and 

Basic, 2003; Orsolic et al., 2004). Su bazlı propolisin uygulanma dozu in vitro 

sitotoksik analizler sonrasında 66 mg/kg olacak Ģekilde belirlenmiĢtir. Gavaj 

yoluyla besleme ġekil 4.5.2‘de gösterildiği Ģekilde uygulanmıĢtır. 
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ġekil 4.5.2. Farenin gavaj yoluyla beslenmesi 

4.5.3 Farelerin Tartımı 

 

Denemenin baĢında, denemelerin baĢlamasından 5 gün ve 15 gün sonra 

fareler anestezi altında iken sakrifiye edilmeden hemen önce farelerin teker teker 

tartımları alınmıĢtır (Orsolic et al., 2005). ġekil 4.5.3.‘te yapılan iĢlem 

görülmektedir. 

 

ġekil 4.5.3. Farelerin tartımı 
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4.5.4 Tümör boyutlarının ölçümü  

 

Fareler anestezi altında sakrifiye edilmeden hemen önce meme dokusu 

yakınlarındaki tümörlerinin boyutları (a mm x b mm) kumpas ile ölçülmüĢtür 

(Carlsson et al., 1983). Yapılan iĢlem ġekil 4.5.4‘te görülmektedir.  

 

 

ġekil 4.5.4. Tümör boyutlarının kumpas ile ölçümü 

 

4.6  Splenosit Proliferasyon Analizi 

 

Fareler anestezi altında servikal dislokasyon yöntemi ile sakrifiye 

edilmiĢtir. Farelerin dalakları steril pens ve makasla, her grup için ayrı ayrı 

hazırlanmıĢ olan 50 mL PBS içine alınmıĢtır ve her grup için hücre havuzu 

oluĢturulmuĢtur. Dalak örnekleri ġekil 4.6.‘da gösterilen Ģekilde steril elekler 

içinde ezilip parçalanarak 10 mL RPMI 1640 ile santrifüj tüpüne aktarılmıĢtır 

(Nalbantsoy et al., 2011).  



31 
 

 

ġekil 4.6. Farelerden alınan dalak örneklerinin hazırlanıĢı 

 

Her grup için hazırlanan örnekler 700 rpm‘de 7 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

Santrifüj sonunda süpernatantlar dökülüp peletin üzerine 5 mL RPMI 1640  

ilave edilmiĢtir. Bu yıkama iĢlemi 3 kez tekrarlanmıĢtır. Son yıkama iĢleminden 

sonra peletin üzerine 5 mL RPMI 1640 eklenip hücre sayımı için her örnekten 

100 µL alınıp içerisinde 900 µL bulunan eppendorf tüplerine aktarılmıĢtır. 



32 
 

Hücre sayısı 5x10
5
 hücre/mL olacak Ģekilde hazırlanan hücre süspansiyonundan 

100‘er µL 96‘lı steril plastik hücre büyüme kabının kuyucuklarına eklenmiĢtir. 

Kuyucuklara her örnek için 4 tekrarlı olacak Ģekilde ekim yapılmıĢtır. 

Splenositlerin uyarılması amacıyla kuyucuklara 100 µL inaktif L.acidophilus 

LA-5 hücre süspansiyonu, LPS, ConA ve PHA eklenmiĢtir. Bu iĢlemde 

kullanılacak olan inaktif L.acidophilus LA-5 hücrelerini içeren süspansiyonun 

hazırlanması için yıkama iĢlemi 4.1 bölümünde belirtildiği Ģekilde yapılmıĢtır. 

Yıkama iĢlemi yapılan 10
7
 kob/mL içeren hücre süspansiyonu 7 mL RPMI 1640 

ortamı eklenip steril petri kabına aktarılarak (petri kabı ile UV lamba arasındaki 

mesafe: 3,5 cm) 2 kez 30‘ar dakika boyunca UV-C (15 W, Philips, Hollanda) 

uygulanmıĢtır. Bu uygulama sonunda canlı L.acidophilus LA-5 kalmadığı MRS 

katı besiyerine ekim yapılarak doğrulanmıĢtır. Kontrol grubuna ortam 

eklenmiĢtir. Splenosit hücrelerinin ve mitojenlerin eklendiği steril plastik hücre 

büyüme kapları 37 °C‘de, %5 CO2 içeren inkübatörde 72 saat inkübe edilmiĢtir 

(Nalbantsoy et al., 2011).  

 

Ġnkübasyon sonunda kuyucuklara 25 µL MTT solüsyonu (2,5 mg/mL)  

eklenip 4 saat daha inkübe (37 °C‘de, %5 CO2) edilmiĢtir. Bu iĢlem sonunda 

solüsyon boĢaltılmıĢtır ve her kuyucuğa 150 µL Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 

eklenmiĢtir. Hafifçe karıĢtırılan steril plastik hücre büyüme kapları 

spektrometrede (Versamax Microplate Reader, ABD) 570-620 nm‘de 

okutulmuĢtur (Nalbantsoy et al., 2011). Splenositlerin uyarılma seviyeleri 

aĢağıdaki formül kullanılarak tespit edilen stimülasyon indeksi ile ifade 

edilmiĢtir.  

 

Stimülasyon indeksi (SI)= 
                      

                         
 

 

4.7  Farelerden Ġzole Edilen Splenositlerin 4T1 Hücre Hattı ile Ko-Kültüre 

Edilmesi 

 

Steril 6 bölmeli plastik hücre büyüme kabının kuyucuklarına 1 mL 4T1 

hücreleri (1x10
5
 hücre/mL) ve 1 mL splenosit kültürü (5x10

5
 hücre/mL) 

ekilmiĢtir. Kontrol grubu dıĢındakilere son konsantrasyon 5 μg/mL olacak 
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Ģekilde Concanavalin A eklenmiĢtir. Kontrol grubuna ise sadece ortam 

eklenmiĢtir. Steril 6 bölmeli plastik hücre büyüme kabı 37 °C‘de, %5 CO2 içeren 

inkübatörde 72 saat inkübe edilmiĢtir (Kano, 2015). Ġnkübasyon sonunda 

hücreler inverted mikroskopta (Leice) incelenmiĢtir. 

 

4.8  CD8+ Sitotoksik T Hücre Yanıtının  Ölçümü 

 

Her gruptan toplanan dalak hücre konsantrasyonu 5x10
5
 hücre/mL olacak 

Ģekilde 4.6. bölümünde belirtildiği gibi steril 6 bölmeli plastik hücre büyüme 

kabında hazırlanmıĢtır. Hazırlanan hücre süspansiyonundan ikiĢer mL steril 6 

bölmeli plastik hücre büyüme kabına eklenmiĢtir. Splenositlerin uyarılması 

amacıyla kuyucuklara 100 µL inaktif L.acidophilus LA-5 hücre süspansiyonu 

eklenmiĢtir. Kontrol grubuna ise yalnızca ortam eklenmiĢtir. 37 °C‘de, %5 CO2 

içeren inkübatörde 72 saat inkübe edilmiĢtir.  

 

CD8+ sitotoksik T hücre yanıtının ölçümü amacıyla örnekler aĢağıda 

anlatıldığı Ģekilde hazırlanmıĢtır:  

 

 Ġnkübasyonu takiben steril plastik hücre büyüme kabındaki örnekler tek 

tek toplanıp Eppendorf tüplerine aktarılmıĢtır.  

 Örnekler 1600 rpm‘de 5 dakika santrifüj edilmiĢtir. ĠĢlem sonunda 

süpernatant atılmıĢtır.  

 T hücrelerinin iĢaretlenmesi için tüplere 50 µL FIT-C (Anti-fare CD3 

antikoru) eklenmiĢtir.  

 Örnekler 4°C‘de 30 dakika karanlıkta inkübe edilmiĢtir. 

 Ġnkübasyonu takiben tüm örneklere 250 µL PBS (%3 FBS‘li) eklenip 

tekrar 2000 rpm‘de 5 dakika santrifüj uygulanmıĢtır. Süpernatant atılıp 

250 µL PBS (%3 FBS‘li) eklenip tekrar 2000 rpm‘de 5 dakika santrifüj 

uygulanmıĢtır. Ardından süpernatant atılmıĢtır. 

 CD8+ T hücrelerinin iĢaretlenmesi için tüplere 50 µL Per CP (Anti-fare 

CD8 antikoru) eklenmiĢtir.  

 Örnekler 4°C‘de 30 dakika karanlıkta inkübe edilmiĢtir. 
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 Ġnkübasyonu takiben tüm örneklere 250 µL PBS (%3 FBS‘li) eklenip 

tekrar  2000 rpm‘de 5 dakika santrifüj uygulanmıĢtır. Süpernatant atılıp 

250 µL PBS (%3 FBS‘li) eklenip tekrar 2000 rpm‘de 5 dakika santrifüj 

uygulanmıĢtır. Ardından süpernatant atılmıĢtır. 

 Örnek tüplerindeki hücreler 100 μL fiksasyon/permeabilizasyon 

solüsyonunda (BD Cytofix/Cytoperm Plus, A.B.D.)  süspanse edilmiĢ ve 4 

ºC‘de, 30 dakika karanlıkta inkübe edilmiĢtir. 

 Ġnkübasyonu takiben tüm örneklere 250 µL PBS (%3 FBS‘li) eklenip 

tekrar 2000 rpm‘de 5 dakika santrifüj uygulanmıĢtır. Süpernatant atılıp 

250 µL PBS (%3 FBS‘li) eklenip tekrar 2000 rpm‘de 5 dakika santrifüj 

uygulanmıĢtır. Ardından süpernatant atılmıĢtır. 

 IFN-iĢaretlenmesi için tüplere 50 µL PE (Anti-fare IFN-monoklonal 

antikoru) eklenmiĢtir.  

 Örnekler 4°C‘de 30 dakika karanlıkta inkübe edilmiĢtir. 

 PBS (%3 FBS‘li) ile 10 X‘ten 1 X‘e seyreltilmiĢ 250 μL Perm/Wash 

tamponu ilave edilmiĢ ve 2000 rpm‘de 5 dakika santrifüj edilerek 

süpernatant atılmıĢtır. Yıkama iĢlemi iki kez daha tekrar edilmiĢtir.  

 Son yıkama sonrasında süpernatant atılmıĢ, hücreler 200 μL PBS (%3 

FBS‘li) ile süspanse edilmiĢ ve akıĢ sitometrisine (BD Accuri C6 Plus, 

ABD) geçilmiĢtir. 

 CD3 boyama yapılarak akıĢ sitometrisinde analiz edilen toplam T 

hücrelerin oranı ve IFN-γ salgılayan CD8+ T hücrelerinin oranları 

yüzdesel olarak akıĢ sitometrisi ile belirlenmiĢtir. AkıĢ sitometri cihazının 

floresan ıĢın algılayan kanallarından 6x10
4
 dalak hücre kültürü 

geçirilmiĢtir. Elde edilen veriler BD Accuri C6 Software programı (BD 

Biosciences, ABD) kullanılarak analiz edilmiĢtir.  

 CD8+ T hücrelerinin oranları akıĢ sitometrisinden elden edilen 

görüntülerdeki sağ alt bölgedeki (LR) hücre oranıdır.  

 CD3 boyama yapılarak akıĢ sitometrisinde analiz edilen toplam T 

hücrelerin oranları akıĢ sitometrisinden elden edilen görüntülerdeki sağ 

yarımda görülen yüzdelik değerlerdir. 
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4.9 Ġstatistiksel Analizler 

 

Tez kapsamında analiz sonuçlarının istatistiksel olarak değerlendirilmesi 

IBM SPSS Statistics.20 Windows paket programı (SPSS 20 for Windows) ve 

Graphpad Prism 7 ile yapılmıĢtır. Ortalamalar arasındaki farklılık ANOVA 

(Analyses of Variance) ve Bonferroni çoklu karĢılaĢtırma testi kullanılarak 

değerlendirilmiĢtir.  
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5. BULGULAR 

 

5.1 Asidofilus Sütündeki L.acidophilus LA-5‘in Sayımı 

 

Asidofilus sütü üretimi sonunda L.acidophilus LA-5 sayısı 4,2 x10
8 

kob/mL 

olarak tespit edilmiĢtir. Asidofilus sütünün fermentasyondan önce (0. saat) ve 

fermentasyondan sonra (24. saat) ölçülen pH değerleri ve mikrobiyolojik sayım 

sonuçları Çizelge 5.1‘de gösterilmiĢtir. 

 

Çizelge 5.1. Asidofilus sütünün mikrobiyolojik sayım sonuçları ve pH değerleri. 

Analiz Fermentasyondan önce Fermentasyondan 

sonra 

L.acidophilus LA-5 

sayısı (kob/mL) 

1,66 x10
7
 4,2 x10

8
 

pH 6,54 4,85 

 

5.2 L.acidophilus LA-5 MRS Sıvı Besiyerinde Üreme Eğrisi 

 

L.acidophilus LA-5 üreme eğrisi ġekil 5.2.‘de görülmektedir.  0-6 saat arası 

lag faz olarak belirlenmiĢtir. Bu aĢamada bakterileri metabolik olarak üremeye 

hazırlık yapmaktadır. 6-11 saat arası logaritmik faz olarak belirlenmiĢtir. Bu fazda 

bakteriler sabit bir oranda çoğalmaktadır ve üreme oranı ölüm oranından fazladır. 

11-30 saat arası ise durağan olarak belirlenmiĢtir. Durağan fazda ölüm oranı 

çoğalma oranına eĢittir. Toplam bakteri sayısı değiĢmemektedir. 30-48 saat arası 

ise ölüm fazı olarak belirlenmiĢtir. Bakterilerin ölüm oranı üreme oranından 

fazladır ve toplam hücre sayısı azalmaktadır.  
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ġekil 5.2. L.acidophilus LA-5‘in Üreme Eğrisi 

 

5.3 PSE‘nin L.acidophilus LA-5 Üzerindeki Antimikrobiyal Etkisi  

 

PSE‘nin L.acidophilus LA-5 üzerindeki bakteriyostatik etkisini belirlemek 

için MĠK testi, bakterisidal etkisini belirlemek için ise MBK testi yapılmıĢtır. 

MĠK ve MBK testlerinde kullanılan orijinal ürün olan PSE‘nin konsantrasyonu 

10.000 ppm‘dir. MĠK testinde baĢlangıç çözeltisi 5000 ppm‘e ayarlanmıĢtır. 

PSE‘nin MĠK değeri L.acidophilus LA-5 için 5000 ppm, MBK değeri 5000 ppm 

olarak belirlenmiĢtir. 

 

5.4 PSE‘nin 4T1 Hücre Hattı Üzerindeki Sitotoksik Etkisi  

 

PSE‘nin 4T1 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi amacıyla 

MTT testi ile 4T1 hücrelerinin yüzde canlılıkları hesaplanmĢtır. Farklı PSE 

konsantrasyonlarındaki canlılık yüzdeleri ġekil 5.4‘te belirtilmiĢtir. 4T1 

hücrelerinin % canlılık değerleri kullanılarak IC50 değeri 129,25±1,90 µg/mL 

olarak hesaplanmıĢtır. 
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ġekil 5.4. PSE‘nin 4T1 hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkisi 

 

5.5   PSE‘nin 4T1 Hücre Hattı Üzerindeki Apoptotik Etkisi  

 

PSE‘nin 4T1 hücre hattı üzerindeki apoptotik etkisini tespit etmek amacıyla 

sitotoksisite testinde belirlenen IC50 değeri (129,25±1,90 µg/mL ) ve bu değerin 

yarı konsantrasyonundaki 0,5xIC50 (64,6 µg/mL) değeri konsantrasyonları ile 

muamele edilen 4T1 hücreleri akıĢ sitometrisi ile analiz edilmiĢtir. Geç apoptotik, 

proapoptotik ve nektorik 4T1 hücrelerinin yüzdeleri ġekil 5.5‘te belirtilmiĢtir. 

Herhangi bir madde ile muamele edilmeyen 4T1 hücrelerinin akıĢ 

sitometrisindeki görüntüsü ġekil 5.5.1‘de gösterilmiĢtir. ġekil 5.5.2‘de 

129,25±1,90 µg/mL (IC50) konsantrasyonu ile muamele edilmiĢ 4T1 hücrelerinin 

apoptotik görüntüsü ve örnek olarak akıĢ sitometrisi sonuçlarının yorumu 

gösterilmiĢtir. ġekil 5.5.3‘te ise 64,6 µg/mL (0,5xIC50) konsantrasyonu ile 

muamele edilmiĢ 4T1 hücrelerinin apoptotik görüntüsü gösterilmiĢtir.   
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ġekil 5.5.1. Herhangi bir madde ile muamele edilmeyen 4T1 hücrelerinin akıĢ 

sitometrisindeki görüntüsü 

 

ġekil 5.5.2. PSE‘nin 129,25±1.90 µg/mL (IC50 ) konsantrasyonu ile muamele edilmiĢ 4T1 

hücrelerinin akıĢ sitometrisindeki görüntüsü 
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ġekil 5.5.3. PSE‘nin 64,6 µg/mL (0,5x IC50 ) konsantrasyonu ile muamele edilmiĢ 4T1 

hücrelerinin akıĢ sitometrisindeki görüntüsü 

 

IC50 konsantrasyonu (129,25±1,90 µg/mL) 4T1 hücrelerinin %4,3‘ünü 

proapoptoza, %3,3‘ünü geç apoptoza ve %2,5‘ini nekroza sürüklemiĢtir. 0,5xIC50 

konsantrasyonu (64,6 µg/mL) 4T1 hücrelerinin %1,9‘unu proapoptoza, %0,4‘ünü 

geç apoptoza ve %1,4‘ünü nekroza sürüklemiĢtir. 

 

 

ġekil 5.5. PSE‘nin 4T1 hücre hattı üzerindeki apoptotik etkisi 
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AkıĢ sitometrisinde analiz edilmek üzere hazırlanan steril 6 bölmeli plastik 

hücre büyüme kabında inverted mikroskop ile elde edilmiĢ görüntüleri ile ġekil 

5.5.4 ve 5.5.5‘te görülebilmektedir. 

 

 

ġekil 5.5.4. PSE ile muamele edilmemiĢ 4T1 hücrelerinin (Kontrol) inverted 

mikroskoptaki görüntüsü (10X) 
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ġekil 5.5.5. PSE‘nin IC50 konsantrasyonu ile muamele edilmiĢ 4T1 hücrelerinin görüntüsü 

(1); PSE‘nin 0,5xIC50 konsantrasyonu ile muamele edilmiĢ 4T1 hücrelerinin inverted 

mikroskoptaki görüntüsü (2), (10X) 

 

5.6 In Vivo ÇalıĢmalar 

 

5.6.1 Farelerin Ağırlıkları 

 

Hayvan denemeleri boyunca fareler periyodik olarak tek tek tartılmıĢtır. 

Toksik etki sebebiyle herhangi bir ölüm gerçekleĢmemiĢtir. Farelerin tartımlarının 

ortalamaları Çizelge 5.6.1‘de ve ġekil 5.6.1‘de gösterilmiĢtir. 

    

 

 

 

1 

2 
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Çizelge 5.6.1. Farelerin Tartımlarının Ortalamaları. 

Grup 
Ortalama ağırlıklar (gram) Toksik etki 

sebebiyle 

ölüm sayısı 0. gün 5. gün 15. gün 

K1 24,6 25,6 23,4 0 

K2 25,06 24,54 23,54 0 

P 23,98 23,54 21,75 0 

AS 23,57 24,13 23,4 0 

P+AS 25,03 27,2 25,17 0 

 

 

ġekil 5.6.1. Deneme boyunca farelerin ağırlık ortalamaları (n=5) 

 

5.6.2  Tümör boyutlarının ölçüm sonuçları 

 

Tümör hacimleri her grup için ortalama olarak ifade edilmiĢtir ve aĢağıdaki 

formüle göre hesaplanmıĢtır (Carlsson et al., 1983); 

                                         V = a *  
  

 
 

V: tümör hacmi (mm
3
) 

a: geniĢlik (mm) 

b: uzunluk (mm) 

Deneme gruplarının ortalama tümör hacimlerinin ortalama vücut ağırlıklarına 

oranları ġekil 5.6.2‘de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 5.6.2. Deneme gruplarının ortalama tümör hacimlerinin ortalama vücut ağırlıklarına 

oranları K2 grubunun verileri ile karĢılaĢtırılmıĢtır  (n=5), (b: P≤ 0,01, c: P≤ 0,001)  

 

5.6.3  Splenosit proliferasyon analiz sonuçları 

 

Asidofilus sütü ve PSE‘nin in vivo olarak BALB/c farelerinin splenosit 

proliferasyonuna olan etkisi incelenmiĢtir. Splenosit proliferasyonunu analiz 

etmek amacıyla splenositler LPS (Lipopolisakkarit), ConA, PHA 

(Phytohaemagglutinin) mitojenleri ve inaktif L.acidophilus LA-5 ile 

indüklenmiĢtir. Splenosit proliferasyonu,  MTT testi ile ölçülüp stimülasyon 

derecesi stimülasyon indeksi olarak ifade edilmiĢtir. Elde edilen sonuçlar ġekil 

5.6.3‘te detaylandırılmıĢtır. 
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ġekil 5.6.3. Asidofilus sütü ve PSE‘nin in vivo olarak BALB/c farelerinin splenosit 

proliferasyonuna olan etkisi (n=5), her bir mitojen için elde edilen veriler K1 grubunun 

verileri ile karĢılaĢtırılmıĢtır  (a: P≤ 0,05, b: P≤ 0,01, c: P≤ 0,001) 

 

5.6.4. Farelerden Ġzole Edilen Splenositlerin 4T1 Hücre Hattı ile Ko-Kültüre 

Edilmesi 

 

Farelerden izole edilen dalak hücreleri steril 6 bölmeli plastik hücre büyüme 

kabına ekilip ConA ile uyarılmıĢtır ve inkübasyonu takiben her grubu temsil eden 

örneklerin inverted mikroskobundaki görüntüleri ġekil 5.6.4.1 (a,b,c,d,e,f)‘de 

gösterilmiĢtir.  

 

(a) K1 grubunun ConA ile uyarılmıĢ splenositlerinin 4T1 hücreleri ile etkileĢimi ve 

canlılığını koruyan 4T1 hücreleri 
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(b) K2 grubunun ConA ile uyarılmıĢ splenositlerinin 4T1 hücreleri ile etkileĢimi ve 

apoptoza uğramıĢ 4T1 hücrelerinin görüntüsü 

 

 

(c) PSE grubunun ConA ile uyarılmıĢ splenositlerinin 4T1 hücreleri ile etkileĢimi ve 

apoptoza uğramıĢ 4T1 hücrelerinin görüntüsü 
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(d) AS grubunun ConA ile uyarılmıĢ splenositlerinin 4T1 hücreleri ile etkileĢimi ve 

apoptoza uğramıĢ 4T1 hücrelerinin görüntüsü 

 

 

(e) PSE+AS grubunun ConA ile uyarılmıĢ splenositlerinin 4T1 hücreleri ile etkileĢimi ve 

apoptoza uğramıĢ 4T1 hücrelerinin görüntüsü 
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uğrayan 4T1 
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(f) K1 grubunun herhangi bir uyarıcı ile stimüle edilmeyen splenositlerinin 4T1 hücreleri 

ile etkileĢimi ve canlılığını koruyan 4T1 hücreleri 

 

5.6.5. CD8+ sitotoksik T hücre yanıtı 

 

Öncelikle farelerden toplanan dalak hücrelerindeki CD3 boyama yapılarak akıĢ 

sitometrisinde analiz edilen toplam T hücrelerin yüzdesel oranı tespit edilmiĢtir. Bu 

hücrelerin inaktif L.acidophilus LA-5 ile indüklenmeleri sonrasında akıĢ sitometrisi ile 

elde edilen görüntüleri ġekil 5.6.5.1‘de gösterilmiĢtir.  
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ġekil 5.6.5.1.  CD3 boyama yapılarak akıĢ sitometrisinde analiz edilen toplam T 

hücrelerin akıĢ sitometrisindeki görüntüsü 

 

Farelerden toplanan dalak hücrelerinden IFN-salgılayan CD8 T 

lenfositlerin yüzdesel oranı tespit edilmiĢtir. Bu hücrelerin inaktif L.acidophilus 

LA-5 ile indüklenmeleri sonrasında akıĢ sitometrisi ile elde edilen görüntüleri 

ġekil 5.6.5.2‘de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 5.6.5.2.  IFN-salgılayan CD8+ T lenfositlerin akıĢ sitometrisindeki görüntüleri 

   

Farelerden toplanan dalak hücre kültüründeki CD3 boyama yapılarak akıĢ 

sitometrisinde analiz edilen toplam T hücrelerin yüzdeleri ġekil 5.6.5.1‘de 

detaylandırılmıĢtır   

 

 

ġekil 5.6.5.1: CD3 boyama yapılarak akıĢ sitometrisinde analiz edilen toplam T 

hücrelerin yüzdeleri (n=5), veriler K1 grubunun verileri ile karĢılaĢtırılmıĢtır (a: P≤0,05, 

b: P≤0,01)  
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Farelerden toplanan dalak hücre kültüründeki IFN-γ  salgılayan CD8+ T 

hücrelerinin yüzdeleri ġekil 5.6.5.2‘de detaylandırılmıĢtır. 

 

 

ġekil 5.6.5.2.: CD8 + T lenfositlerinin yüzdeleri (n=5), veriler K1 grubunun verileri ile 

karĢılaĢtırılmıĢtır (b: P≤0,01, c: P≤0,001) 

 

 

Bu analizler sonucunda farelerden toplanan dalak hücreleri içindeki CD3 

boyama yapılarak akıĢ sitometrisinde analiz edilen toplam T hücrelerinin ve 

CD8+ T hücrelerinin yüzdeleri Çizelge 5.6.5‘te karĢılaĢtırmalı olarak 

gösterilmiĢtir. 

 

Çizelge 5.6.5: Dalak hücreleri içindeki toplam T ve CD8+ T hücrelerinin yüzdeleri 

 K1 K2 PSE AS PSE+AS 

CD3 boyama yapılarak 

akış sitometrisinde analiz 

edilen toplam T 

hücrelerin leri (%) 

12 11,6 15,9 14,2 18,3 

CD8+ Thücreleri (%) 5,2 6,9 5,3 6,1 9,3 
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6. SONUÇ VE TARTIŞMA 

 

Tez çalıĢması kapsamında ilk adım olarak asidofilus sütü üretilmiĢtir. 

Fermente süt ürünlerinin karakteristik aroması ve tekstürel özelliklerinin oluĢumu, 

üretimde kullanılan bakterilerin metabolik aktivitelerinin sonucunda oluĢmaktadır. 

Bu ürünlerin üretiminde kullanılan starter kültürler tarafından düzenlenen 

fermentasyon sırasında laktik asit ile asetaldehit baĢta olmak üzere aromatik 

bileĢenler oluĢmaktadır (Özer, 2006; Üçüncü, 2013). Tez kapsamında yarım yağlı 

UHT süte L.acidophilus LA5 %5 oranında inokülasyonu yapıldıktan hemen sonra 

sütteki canlı L.acidophilus LA5 sayısı 1,66x10
7 

kob/mL olarak tespit edilmiĢtir. 

24 saatlik fermentasyon sonunda ise oluĢan asidofilus sütündeki canlı 

L.acidophilus LA5 sayısı 4,2 x10
8
 kob/mL‘ye ulaĢmıĢtır. Lee ve Wong (1998), 

pH değeri 4 olan bir asidofilus sütünün içerdiği L.acidophilus LA5 bakterisinin 

sayısını 1x10
8
-3x10

8
 kob/mL olarak tespit etmiĢtir. Schaafsma et al. (1990), 

yaptıkları çalıĢmada L.acidophilus bakterisi ile fermente edilmiĢ üründeki 

L.acidophilus sayısının yaklaĢık olarak 10
7
-10

8
 kob/mL arasında olduğunu 

bildirmiĢlerdir. Savaiano et al. (1984), pastörize süt ve L.acidophilus starter 

kültürü kullanarak fermente ettikleri asidofilus sütlerindeki L.acidophilus sayısını 

1x10
7
 cfu/ml olarak belirlemiĢlerdir. Tez çalıĢması kapsamında üretilen asidofilus 

sütünün canlı probiyotik bakteri sayısı, literatürdeki çalıĢmalarla benzerlik 

göstermektedir. 

 
Türk Gıda Kodeksi Fermente Süt Ürünleri Tebliği‘nde Asidofilus sütünün 

içermesi gereken minimum canlı bakteri sayısı 106 kob/g olarak belirtilmiĢtir 

(Anon,2009). Tamime ve Robinson (1990), marketlerde satılan ürünlerin tüketime 

kadar 5x10
8
 kob/mL L.acidophilus içermesi gerektiğini ve 21 güne kadar 

üründeki bu bakteri sayısının korunması, ürünün dağıtımında ve satıĢında 5ºC‘nin 

altında muhafaza edilmesi gerektiğini ifade etmiĢlerdir. Yaygın (1999), asidofilus 

sütü üretiminde son ürünün gramında 10
7
-10

8
 canlı bakteri bulunması gerektiğini 

bildirmiĢtir. AraĢtırmacılar asidofilus sütü gibi probiyotik ürünlerden beklenen 

sağlık yararlarının sağlanması için bu ürünlerin içerdiği canlı probiyotik bakteri 

sayısının 10
5
 kob/mL‘nin üzerinde olması gerektiğini belirtmektedirler 

(Kailasapathy and Chin, 2000; Itsaranuwat et al., 2003). Bu çalıĢmada üretilen 
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asidofilus sütünün 14 günlük muhafaza süresi boyunca 10
8 

 kob/mL L.acidophilus 

içerdiği tespit edilmiĢ olup, literatürdeki bilgiler ile uyum sağlamaktadır. 

 

pH değeri süt ve süt ürünlerinin kalite kriterleri açısından oldukça önemli 

bir ölçüdür. Ürün içerisindeki hidrojen iyonlarının konsantrasyonunun bir ölçüsü 

olan pH değeri, özellikle fermente ürünlerin kalitesi ve randımanı açısından 

oldukça önemlidir. Bu tez kapsamında yapılan denemelerde, yarım yağlı UHT 

süte starter kültür inokülasyonundan hemen sonra ölçülen pH değeri 6,54 iken, 24 

saatlik fermentasyon sonunda oluĢan asidofilus sütünün pH değeri 4,85 olarak 

ölçülmüĢtür. Fermentasyon iĢlemi ürün pH‘sı 4,85 olana dek devam ettirilmiĢ ve 

istenilen pH değerine ulaĢıldığında iĢlem sonlandırılmıĢtır. Akpınar (2008), 

çalıĢma kapsamında üretilen asidofilus sütünün son pH değerinin 4,16 olduğunu 

bildirmiĢtir. AraĢtırmacılara göre asidofilus sütü üretiminde ulaĢılacak son pH 

değeri 5,5 ile 6,0 arasındadır ve bu değere ulaĢmak için gereken fermentasyon 

süresi 18-24 saattir (Kosikowski and Mistry 2004; Chandan,2006). Hui et al. 

(2004), ise asidofilus sütünün üretilmesi için gerekli fermentasyon süresinin 24 

saat olduğunu ve son üründe ulaĢılması gereken pH değerinin 4,5-4,6 arasında 

olduğunu belirtmiĢlerdir. 

 
Tez çalıĢmasında PSE‘nin L.acidophilus LA5 üzerindeki antibakteriyal 

etkisinin incelenmesi amacıyla MĠK ve MBK testleri yapılmıĢtır. Bu testlerde 

bakterilerin içinde bulundukları geliĢme fazlarının bilinmesi büyük önem 

taĢımaktadır. Sonuçların doğru yorumlanabilmesi amacıyla MĠK ve MBK testleri 

uygulanmadan önce L.acidophilus LA5‘in MRS sıvı besiyerine yapılan 

inokülasyonundan sonraki, logaritmik fazda bulunduğu saat aralığı tespit 

edilmiĢtir. L.acidophilus 6-11 saatler arasında logaritmik fazda olduğu 

bulunmuĢtur. AraĢtırmacılar L.acidophilus LA-K‘nin en az 10 saat boyunca 

logaritmik fazda kaldığını belirtmiĢtir (Muramalle and Aryana, 2011). Liong ve 

Shah (2005), L.acidophilus‘un çeĢitli suĢlarının 9-15 saatler arasında hızlı geliĢme 

gösterdiğini ve logaritmik fazda bulunduğunu tespit etmiĢlerdir. Bir diğer 

araĢtırmacı ise L.acidophilus‘un 0-2 saatler arasında lag fazda, 2-16 saatler 

arasında logaritmik fazda, 16-20 saatler arasında durağan fazda ve 20-25 saatler 

arasında ölüm fazında olduğunu bildirmiĢtir (Rieny, 2013). L.acidophilus‘un 
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farklı suĢları geliĢim evrelerinin benzer saatlerde bulunduğu literatür 

çalıĢmalarında tespit edilmiĢ olup, tez çalıĢması ile benzerlik göstermektedir. 

 

Tez çalıĢmasında yapılan MĠK ve MBK testleri sonucunda PSE‘nin  

L.acidophilus LA-5 için bakteriyostatik ve bakterisidal konsantrasyonları 

belirlenmiĢtir. PSE‘nin L.acidophilus LA-5 için MĠK ve MBK değeri 5000 ppm 

(mg/L) olarak bulunmuĢtur. Akça vd. (2006), propolisin etanol ekstraktının 

L.acidophilus üzerindeki antimikrobiyal etkisini incelemiĢ ve çalıĢma sonunda 

propolisin etanol ekstraktının L.acidophilus için MĠK ve MBK değerlerinin 512 

µg/mL olduğunu bildirmiĢlerdir. Özen vd. (2010), Türkiye‘nin farklı Ģehirlerinden 

toplanan propolis örneklerinin etanol ekstraktlarının L.acidophilus üzerindeki 

antimikrobiyal etkisini incelemiĢtir. Bartın, Erzincan, Artvin, Tekirdağ, 

Zonguldak ve Bursa‘dan toplanan propolis örneklerinin etanol ekstraktlarının 

L.acidophilus için MĠK değerlerinin 1,4 µg/mL ile 6,1 µg/mL arasında 

değiĢmekte iken MBK değerlerinin ise 1,4 µg/mL ile 12,1 µg/mL arasında 

değiĢmekte olduğunu belirtmiĢlerdir. ÇalıĢmalar doğrultusunda L.acidophilus‘un 

üzerinde antimikrobiyal etki gösteren maddelerin etkin konsantrasyonlarının 

oldukça değiĢken olduğu ancak propolis ekstraktlarının test edilen diğer 

antibiyotik maddelerden daha az antimikrobiyal etkiye sahip olduğu sonucuna 

varılabilmektedir. Propolisin bazı bakterilere karĢı antimikrobiyal etkilerinin test 

edildiği çalıĢmalar mevcuttur. Kacaniova (2012), propolisin etanol ekstraktının 

MĠK değerlerini Bacillus cereus için 64 µg/mL, Staphylococcus epidermis için 

128 µg/mL, Escherichia coli için 512 µg/mL olarak bildirmiĢtir. Literatürde 

propolisin su bazlı ekstraktlarının L.acidophilus LA-5 üzerindeki antimikrobiyal 

etkilerinin incelendiği çalıĢmaların eksikliği görülmüĢtür. ÇalıĢmalar genellikle 

propolisin etanol ekstraktları ile yapılmıĢtır.      

 

Bu tez kapsamında PSE‘nin 4T1 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri in 

vitro olarak MTT testi ile incelenmiĢtir. Bu amaçla propolisin su bazlı ekstraktının 

1000, 520, 500, 260, 100 ve 50 µg/mL konsantrasyonları test edilmiĢtir. MTT 

analizinin sonuçları kullanılarak IC50 değeri 129,25±1,90 µg/mL olarak 

hesaplanmıĢtır. Literatürde propolisin 4T1 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisinin 

araĢtırıldığı çalıĢmaların eksikliği görülmüĢtür. Ancak propolisin etanol 

ekstraktlarının ve bazı aktif bileĢenlerlerinin çeĢitli kanser hücreleri üzerindeki in 



55 
 

vitro anti-tümör etkilerinin incelendiği çalıĢmalar mevcuttur. Awale et al. (2008), 

MeOH ekstraktının insan pankreas kanser hücreleri (PANC-1) üzerindeki  

sitotoksik etkisini incelemiĢ ve 10 µg/mL konsantrasyonundaki propolis 

ekstraktının PANC-1 hücrelerinde %100 oranında nekroz tipteki morfolojik 

değiĢimler sonucu ölüm gözlendiği belirtmiĢlerdir. Carvalho et al. (2011), kanola 

yağı ile ekstrakte edilen propolisin 3 farklı kanser hücresi üzerindeki sitotoksik 

etkileri incelediklerinde IC50 değerlerini; insan promiyelositik lösemi hücrelerinde 

(HL-60) 28,87 µg/mL, insan kolon kanser hücrelerinde (HTC-8) 40 µg/mL ve 

insan meme kanseri hücrelerinde (MDA/MB-435)  22,19 µg/mL olarak tespit 

etmiĢlerdir. Chen et al. (2004), ise benzer bir çalıĢmada Tayvan‘a özgü 8 tip 

propolisten elde edilen etanol ekstraktlarının insan melanom hücrelerinde IC50 

değerlerinin 2-20 µg/mL konsantrasyonları arasında olduğunu belirtmiĢtir.  

 

Propolisin farklı ekstraktlarının in vitro olarak anti-tümör etkiler 

göstermesinin yanı sıra propolisten izole edilen bazı bileĢenlerin de benzer etkileri 

gösterdiği bilinmektedir.  Grunberger et al. (1988), propolisin aktif bir bileĢeni 

olan CAPE‘nin insan meme kanseri hücreleri (MCF-7) için IC50 değerinin 5 

µg/mL olarak tespit etmiĢ ve 10 µg/mL konsantrasyondaki CAPE‘nin insan cilt 

melanom hücrelerinde (SK-MEL-28) %100 oranında inhibisyon sağladığını 

belirtmiĢtir. Bu tez çalıĢmasında görüldüğü üzere PSE‘nin farklı 

konsantrasyonları 4T1 hücrelerinde sitotoksik etki sağlayabilmektedir. Popovic et 

al., (2012) immün sistem stimüle edici ve anti-tümör etkileri olduğu bilinen bir 

gıda destekleyicisinin (Korbazol) 4T1 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkilerini 

incelemiĢ ve 250 gram korbazolun 595,24 mg propolis ve 1,07 gram polen 

içerdiği bildirilmiĢtir. Korbazolun 1:8, 1:16, 1:32 oranlarında seyreltilerek 4T1 

hücrelerine direkt olarak ugyulandığında 4T1 hücrelerinde sırasıyla %73, %40 ve 

%28 oranlarında ölüm gözlendiği belirtilmiĢtir. Ayrıca bu ürünün lösemik 

hücrelerde sitotoksik etki gösterdiği bildirilmiĢtir (Popovic et al., 2012). 

Literatürde propolisin içeriğinde bulunan CAPE gibi önemli bileĢiklerin normal 

hücrelere zarar vermeden, mutasyona uğramıĢ hücrelerin geliĢimini inhibe 

edebildiğini bildiren çalıĢmalar mevcuttur (Guarini et al., 1992; Rao et al., 1993). 

Tez çalıĢmasında kullanılan PSE‘nin literatürdeki diğer sitotoksisite 

çalıĢmalarında elde edilen sonuçlardan daha yüksek konsantrasyonlarda IC50 

değeri oluĢturması, su ekstraktı olmasından ileri gelmektedir. Su ekstraktları daha 
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az miktarda flavonoid içermektedir ve etken madde konsantrasyonu propolisin 

alkol ekstraktlarından daha düĢüktür. 

 

Tez çalıĢmasında PSE‘nin 4T1 hücreleri için apoptotik etkilerinin 

incelenmesi amacıyla öncelikle PSE‘nin 4T1 hücreleri için belirlenen IC50 değeri 

ve 0,5xIC50 değeri tespit edilmiĢtir. IC50 değeri ve 0,5xIC50 değeri propolisin su 

bazlı ekstraktının 4T1 hücreleri üzerindeki apoptotik etkisini incelemek amacıyla 

yapılan akıĢ sitometrisi analizinde test konsantrasyonları olarak seçilmiĢlerdir. 

IC50 değerinin (129,25±1,90 µg/mL) 4T1 hücrelerinin %4,3‘ünde proapoptoza, 

%3,3‘ünde geç apoptoza ve %2,5‘inde nekroza sebep olduğu görülmüĢtür. 

0,5xIC50 değeri ise 4T1 hücrelerinin %1,9‘unda proapoptoza, %0,4‘ünde geç 

apoptoza ve %0,4‘ünde nekroza sebep olmuĢtur. Novak et al. (2014), Brezilya tipi 

propolisin etanol ekstraktının fare cilt melanomu (B16F10) üzerindeki apoptotik 

etkisini incelemiĢtir; 10 µg/mL konsantrasyonundaki propolis ekstraktının 

hücrelerin %18,4‘ünü apoptoza sürüklediğini ve 50 µg/mL konsantrasyonundaki 

propolis ekstraktının hücrelerin %34,5‘ini apoptoza, %68,5‘ini ise nekroza 

sürüklediğini belirtmiĢtir. Choudhari et al. (2013), sitotoksisite analizinde elde 

ettikleri IC50 değerini (250 µg/mL) kullanarak propolisin etanol ekstraktının Caco-

2, HT-29 ve B16F1 hücreleri üzerindeki apoptotik etkisini tespit etmiĢtir. Propolis 

ekstraktının Caco-2 hücrelerinin %99,3‘ünü,  HT-29 hücrelerinin %98‘ini,  B16F1 

hücrelerinin ise %87,2‘sini apoptoza sürüklediğini bildirmiĢtir. Ayrıca 

araĢtırmacılar çalıĢmalarında, nekroz tipte hücre ölümü görülmediğini de 

eklemiĢtir. Baliga et al., (2005) 4T1 hücrelerinin bir yeĢil çay polifenolü olan 

epigallokateĢin-3-gallatın (EPCGC) 4T1 hücreleri üzerindeki antiproliferatif 

etkileri olduğunu bildirmiĢ ve 80 µg/mL EPCGC‘nin 4T1 hücrelerinin %40,9‘unu 

proapoptoza, %49,1‘ini ise apoptoza sürüklediğini tespit etmiĢlerdir. Literatürdeki 

çalıĢmalarda düĢük konsantrasyonlarda yüksek apoptotik etkilerin görünmesine 

rağmen bu tez çalıĢmasında test edilen PSE‘nin 4T1 hücreleri üzerindeki 

apoptotik etkisi oldukça düĢük olarak tespit edilmiĢtir. PSE‘nin etanol 

ekstraklarından daha düĢük apoptotik etkileri olmasının sebebi ürünün su bazlı 

ekstrakt olmasından ileri geldiği düĢünülmektedir.  
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Bu tez çalıĢmasında tüm deneme gruplarının ortalama vücut ağırlıkları 

incelendiğinde, deneme sonunda tüm grupların ağırlık kaybı yaĢadığı tespit 

edilmiĢtir (P<0,05). En fazla ortalama ağırlık kaybı (3,13 gram) PSE+AS 

grubunda görülmüĢtür. En az ortalama ağırlık kaybı (0,17 gram) ise AS grubunda 

görülmüĢtür. Ağırlık kayıplarına oluĢan tümörlerin sebep olduğu ve kanser 

hastalığının yıpratıcı özelliğinden ileri geldiği tahmin edilmektedir. Deneklerde 

önemli bir ağırlık kaybı görülmemiĢtir. Tedavi uygulamalarından ileri gelen olası 

toksik etkiler sebebiyle hiçbir fare ölümü olmamıĢtır. Orsolic et al. (2005),  fare 

meme kanseri hücresi [MCa (1x 10
5
 hücre/mL)] enjekte edilen farelere 50 ve 150 

mg/kg dozlarında enjeksiyon ile CAPE,  kafeik asit ve suda çözünebilen propolis 

ekstraktı uygulamıĢlardır. Uygulamaya tabi tutulan farelerin hayatta kalma 

sürelerinin artırıldığını, tümör geliĢimlerinin yavaĢlatıldığını ve farelerin vücut 

ağırlıklarında azalma olmadığını bildirmiĢlerdir. Bir diğer çalıĢmada antikanser 

bir ilaç olan Irinotecan‘ın (IRI) suda çözünebilen propolis ekstraktı veya 

propolisin etanol ekstraktı arasındaki sinerjistik etkisi incelenmiĢtir. Denemede 

Swiss ırkı erkek albino fareler kullanılmıĢ ve Ehrlich tümör hücreleri 1x10
6 

hücre/fare
 
olacak Ģekilde kas içine enjekte edilmiĢtir. ArdıĢık 3 gün boyunca 

farelere propolis ekstraktları (100 mg/kg) ve denemenin 1., 13., 19. günlerinde IRI 

(50 mg/kg) enjekte edilmiĢtir. AraĢtırmacılar toplam vücut ağırlığındaki artıĢın 

indirekt olarak tümör proliferasyonunu ifade ettiğini belirtmiĢ ve deneme sonunda 

yalnızca IRI uygulanan farelerdeki ortalama ağırlık artıĢı 12 gram iken, suda 

çözünebilen propolis ekstraktı uygulanan farelerde 3 gram, propolisin etanol 

ekstraktı uygulanan farelerde ise 4 gram olduğu bildirmiĢtir (Lisicic, 2014). Filho 

ve ark. (2014), tarafından fareler üzerinde yapılan çalıĢmada 9,10-dimetil-1,2-

benzantrasin (DMBA) ile indüklenen cilt kanseri oluĢturulmuĢtur. 16 hafta 

boyunca propolisin hidroalkolik ekstraktının (50 ve 100 mg/kg) gavaj olarak 

verilmesi ile tümör geliĢiminin kısmen inhibe edilebildiği belirtilmiĢtir. 

Denemelerinin ilk 4 haftasında tüm deneme gruplarında ağırlık kaybı görülmüĢ 

ancak 16. haftada tüm gruplarda ağırlık arıĢı görülmüĢ olduğu ve deneme grupları 

arasında ağırlık farkı olmadığı bildirilmiĢtir. Gill et al. (2000), ise yaptıkları 

çalıĢmada bazı probiyotik bakteriler ile beslenen farelerdeki vücut ağırlıklarını 

incelemiĢlerdir. Fareler 28 gün boyunca 10
8
 kob/mL içeren L.acidophilus, 

L.rhamnosus ve Bifidobacterium lactis süspansiyonları ile gavaj yoluyla 

beslenmiĢtir. Deneme gruplarında ağırlık artıĢının veya azalıĢının görülmediği 
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bildirilmiĢtir.  Bu tez çalıĢmasında elde edilen vücut ağırlığı verileri, literatürdeki 

çalıĢmalar ile benzerlik göstermektedir. 

 

Tez çalıĢmasında asidofilus sütünün ve PSE‘nin kombine olarak ve ayrı ayrı  

in vivo olarak anti-tümör etkilerini incelemek amacıyla diĢi Balb/c farelere 2x10
6
 

hücre/fare olacak Ģekilde 4T1 hücreleri enjekte edilmiĢtir. Enjeksiyonu takiben 

ardıĢık 14 gün boyunca farelere gavaj yoluyla PSE ve asidofilus sütü verilmiĢtir. 

ÇalıĢma sonunda farelerdeki tümör boyutları ölçülüp, deneme gruplarının 

ortalama tümör hacimleri hesaplanmıĢtır. ÇalıĢma boyunca metastaz 

gözlenmemiĢtir, tümör oluĢumları yalnızca 4T1 hücrelerinin enjekte edildiği 

bölgede görülmüĢtür. K2 grubunun ortalama tümör hacmi 131,75 mm
3
 iken, PSE 

grubunun ortalama tümör hacmi 53,81 mm
3
, AS grubunun ortalama tümör hacmi 

94,48 mm
3
, PSE+AS grubunun ortalama tümör hacmi 48,23 mm

3
 olarak 

hesaplanmıĢtır. Tümör hacimleri farelerin ortalama vücut ağırlıkları arasındaki 

oranların karĢılaĢtırılması ile uygulamaların etkileri incelenmiĢtir. Elde edilen 

veriler K2 grubunun verileri ile karĢılaĢtırılmıĢtır. Bu oranlar karĢılaĢtırıldığında 

tümör geliĢiminin en iyi baskılandığı grupların PSE+AS ve PSE grupları olduğu 

görülmüĢtür (P<0,05). Bu grupları takiben AS grubu tümör geliĢimini baskılayıcı 

etki göstermiĢtir (P<0,05). Sonuçlar, hem PSE hem de AS ile beslenen gruptaki 

tümör geliĢimini baskılayıcı etkinin PSE uygulamasınından ileri geldiği tahmin 

edilmektedir.  

  

Maroof ve Hasan (2012), 4T1 enjekte edilen Balb/c fareleri 15 gün boyunca 

gavaj yoluyla L.acidophilus vermiĢ ve L.acidophilus uygulanan grupta 15. günde 

görülecek Ģekilde tümör geliĢiminin baskılandığı belirtilmiĢtir. Baliga et al. 

(2005), ise 4T1 hücreleri enjekte edilen farelere oral yol ile %0,2 ve %0,5 

oranlarında seyreltilmiĢ EPCGC uygulanması sonucunda, 30 gün sonra tümör 

hacimlerinin %32-42 arasında azaldığını bildirmiĢlerdir. Novak et al. (2014), ise 

B16F10 hücreleri enjekte edilen farelere günde 10 mg/kg dozda propolis enjekte 

etmiĢ ve kontrol grubunda 85,7 mm
3
 olan ortalama tümör hacminin propolis 

uygulanan grupta 57,2 mm
3
‘e düĢürüldüğünü bildirmiĢtir. Ġnoue et al. (2008), fare 

kanser hücreleri (4x10
6
 hücre/mL) enjekte edilen deneklere enjeksiyondan 24 saat 

sonra gavaj yolu ile 320 mg/kg ve 960 mg/kg dozlarında suda çözünebilen 
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propolis ektraktını, 10 gün boyunca günde 5 defa olacak Ģekilde uygulamıĢtır. 

Deneme sonunda kontrol grubunun ortalama tümör ağırlığının 700 mg iken 320 

mg/kg propolis uygulanan grupta 70 ve 960 mg/kg propolis uygulanan grupta 50 

mg olduğu bildirmiĢtir. Yazdi et al. (2010), ise L.acidophilus‘un kanserden 

koruyucu etkisini incelemek amacıyla Balb/c farelere 14 gün boyunca gavaj 

yoluyla L.acidophilus süspansiyonu uygulamıĢ ve 14. günün sonunda fare meme 

kanseri hücresi enjekte etmiĢlerdir. Enjeksiyondan sonraki 7 gün boyunca 

L.acidophilus süspansiyonu uygulamasına devam etmiĢ ve sonuç olarak kontrol 

grubunun ortalama tümör hacminin 5,47 cm
3
 iken L.acidophilus alan grupta 3,6 

cm
3
 olduğu belirtilmiĢtir. Baliga et al. (2005), ise 7 gün boyunca farelerin içme 

sularına %0,2 ve 0,5 (w/v) oranlarında yeĢil çay polifenolü eklemiĢlerdir. 7. gün 

sonunda farelerin sırt bölgesine 10
4
 ve 10

6
 hücre/fare olacak Ģekilde 4T1 hücreleri 

enjekte edip fareleri yüksek risk grubu ve alçak risk grubu olarak 2 gruba 

ayırmıĢlardır. Polifenol uygulaması deneme sonunda kadar devam etmiĢtir ve 

deneme sonucunda oluĢan tümör hacimlerinin %0,2‘lik polifenol uygulamasında 

%32, %0,5‘lik polifenol uygulamasında %42 oranında azaldığını belirtmiĢlerdir. 

Literatürde PSE ve asidofilus sütünün birlikte kullanıldığı bir çalıĢmanın 

bulunmadığı tespit edilmiĢtir ancak bu iki bileĢenin uygulama dozları ve süreleri 

bakımından sonuçların literatürdeki farklı çalıĢmalar ile benzerlik gösterdiği 

belirlenmiĢtir.  

 

Tez çalıĢması kapsamında yapılan in vivo denemelerin sonunda, farelerin 

anestezi altında sakrifiye edilmesinin ardından dalakları toplanmıĢtır ve farklı 

mitojenler (LPS, ConA, PHA, inaktif L.acidophilus LA5) ile indüklenen 

splenositlerin proliferasyonları MTT testi ile belirlenmiĢtir. Proliferasyon derecesi 

stimülasyon indeksi (SI) ile ifade edilmiĢtir. LPS ile indüklenen hücrelerin 

proliferasyon dereceleri karĢılaĢtırıldığında en yüksek SI değeri PSE ve PSE+AS 

gruplarında elde edilmiĢtir (P<0,05). K2 ve AS gruplarının SI değerleri ile K1 

grubunun SI değeri arasında anlamlı bir fark olmadığı tespit edilmiĢtir (P<0,05).  

ConA ile indüklenen hücrelerin proliferasyon dereceleri karĢılaĢtırıldığında en 

yüksek SI değerleri PSE, AS ve PSE+AS gruplarında elde edilmiĢtir (P<0,05). K2 

grubunun SI değeri ile K1 grubunun SI değeri arasında anlamlı bir fark olmadığı 

tespit edilmiĢtir (P<0,05). PHA ile indüklenen hücrelerin proliferasyon dereceleri 

karĢılaĢtırıldığında en yüksek SI değerleri AS ve PSE+AS gruplarında elde 
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edilmiĢtir, bu iki grubu takiben PSE grubunun SI endeksi sıralanmaktadır 

(P<0,05). K2 grubunun SI değeri ile K1 grubunun SI değeri arasında anlamlı bir 

fark olmadığı tespit edilmiĢtir (P<0,05). Ġnaktif L.acidophilus LA-5 hücreleri ile 

indüklenen hücrelerin proliferasyon dereceleri karĢılaĢtırıldığında en yüksek SI 

değeri PSE grubunda elde edilmiĢtir (P<0,05). PSE grubunu takiben PSE+AS 

grubunun SI değeri sıralanmaktadır. K2 ve AS gruplarının SI değerleri ile K1 

grubunun SI değeri arasında anlamlı bir fark olmadığı tespit edilmiĢtir (P<0,05).              

   

Maroof ve Hasan (2012), 4T1 enjekte edilen Balb/c farelere 15 gün boyunca 

gavaj yoluyla 2x10
8
 kob/mL L.acidophilus uygulamıĢlardır. Deneme sonunda 

grupların dalak hücrelerinin pfoliferasyonlarını MTT analiziyle belirlemiĢ ve 

kontrol grubunun stimülasyon indeksinin 0,8 iken L.acidophilus uygulanan 

grubun stimülasyon indeksinin 2,1 olduğunu belirmiĢtir. Aynı kanser hücre hattı 

kullanılmıĢ olan bu çalıĢmada splenositlerin stimülasyon indeksleri L.acidophilus 

kullanımı ile ancak 2,1 iken bu tez çalıĢmasında L.acidophilus, su bazlı propolis 

ekstraktı ile desteklenmiĢ ve stimülasyon indeksinin 3,6‘ya ulaĢabildiği tespit 

edilmiĢtir. Takahashi et al. (1993), 6 hafta boyunca farelere gavaj yolu ile 

uygulanan B.longum ve L.acidophilus’ un splenosit proliferasyonuna olan etkisini 

incelemiĢlerdir. ÇalıĢma sonunda B.longum ile beslenen grubun splenositlerinde 

proliferatif bir yanıt gözlenmediği ancak L.acidophilus ile beslenen grubun 

splenositlerinin stimülasyon indeksinin kontrol grubundan yüksek olduğu 

belirtilmiĢtir. Yazdi et al. (2010), L.acidophilus‘un kanserden koruyucu etkisini 

incelemek amacıyla Balb/c farelere 14 gün boyunca gavaj yoluyla L.acidophilus 

süspansiyonu uygulamıĢ ve 14. günün sonunda fare meme kanseri hücresi enjekte 

etmiĢlerdir. Enjeksiyondan sonraki 7 gün boyunca L.acidophilus süspansiyonu 

uygulamasına devam etmiĢ ve sonuç olarak L.acidophilus uygulanan gruptaki 

splenositlerin stimülasyon indeksinin 1,3, PBS uygulanan kontrol grubunda bu 

değerin 1,05 olduğunu belirtmiĢlerdir. Gill et al. (2000), ise yaptıkları çalıĢmada 

bazı probiyotik bakteriler ile beslenmenin farelerin splenositlerinde oluĢturduğu 

proliferatif etkiyi incelemiĢlerdir. Fareler 28 gün boyunca 10
8
 kob/mL içeren 

L.acidophilus, L.rhamnosus ve Bifidobacterium lactis süspansiyonları ile gavaj 

yoluyla beslenmiĢtir.10. ve 28. günlerde B.lactis alan grubun ConA ile uyarılan 

dalak hücrelerinin proliferatif yanıtının kontrolden daha yüksek olduğu ancak  10. 

günde L.acidophilus veya L.rhamnosus alan grubun ConA ile uyarılan dalak 
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hücrelerinin proliferatif yanıtının kontrolden farkının olmadığı bildirilmiĢtir. 

Denemenin 28. gününde yapılan analizde ise L.acidophilus veya L.rhamnosus 

alan grupların dalak hücrelerinin yüksek proliferatif yanıt gösterdiği belirtilmiĢtir. 

Literatürdeki mevcut çalıĢmalar incelendiğinde probiyotik bakterilerin immün 

sistem modülasyonu gibi beklenen yararlı sağlık etkilerini göstermeleri amacıyla 

oral alınımların sürelerinin etkili olduğu ve uzun vadede bu etkileri sağlayabildiği 

görülmektedir. Nunes et al. (2003), propolis ekstraktının (100 µg/mL) ConA ile 

uyarılan fare splenositleri ile direkt olarak etkileĢimi sonucunda splenosit  

proliferasyonunda %35 oranında inhibisyon tespit ettiklerini bildirmiĢlerdir. 

AraĢtırmacılar propolis uygulaması ile aktive olabilen makrofajların, lenfosit 

proliferasyonunda antiproliferatif etki gösteren nitrik oksit salgılamıĢ 

olabileceklerini ve bu mekanizma ile tespit edilen sonucun görüldüğünü 

belirtmiĢlerdir. Literatürdeki çalıĢmalar ile tez çalıĢmasında elde edilen sonuçlar 

karĢılaĢtırıldığında, probiyotiklerin splenosit proliferasyonunu benzer seviyelerde 

stimüle ettiği ancak bu uygulamanın PSE ile desteklendiğinde çok daha fazla 

proliferatif etki görülebildiği tespit edilmiĢtir. 

 

Tez çalıĢması kapsamında tüm deneme gruplarının dalakları toplanmıĢtır ve 

dalak hücre kültürü inaktif L.acidophilus LA-5 ile indüklenmiĢtir. Toplam T 

hücrelerinin dalak hücre kültüründeki yüzdesi ve IFN-  salgılayan CD8+ T 

hücrelerinin yüzdesel oranları akıĢ sitometrisi ile belirlenmiĢtir. Toplam T 

hücrelerinin en yüksek yüzde oranı PSE+AS grubunda tespit edilmiĢtir (P<0,05). 

PSE+AS grubunu takiben PSE ve AS grubu sıralanmıĢtır (P<0,05). K2 ve K1 

grubundaki veriler arasında anlamlı bir fark olmadığı tespit edilmiĢtir (P<0,05). 

IFN-  salgılayan CD8+ T hücrelerinin en yüksek yüzde oranı PSE+AS grubunda 

tespit edilmiĢtir (P<0,05). P+AS grubunu takiben sırasıyla K2 grubu ile AS grubu 

sıralanmıĢtır (P<0,05). Ġndüklenen toplam T hücreleri yalnızca CD8+ T 

hücrelerinden oluĢmamaktadır. Bu hücre popülasyonu içerisinde indüklenen CD4+ 

T hücreleri de bulunabilmektedir. Tümör hacimleri ve CD8+ T hücrelerinin yanıtı 

karĢılaĢtırıldığında, tümör geliĢiminin baskılanmasında uygulama sonunda CD8+ 

T hücrelerinin haricinde NK hücreleri gibi diğer hücresel mekanizmaların da 

indüklendiği sonucuna varılabilmektedir. 
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Park et al. (2004), CAPE‘nin immün sistem üzerindeki immünomodülatör 

etkisini incelemek amacıyla 14 gün boyunca Balb/c farelere oral olarak 5, 10 ve 

20 mg/kg dozlarda CAPE uygulamıĢtır. CAPE‘nin 20 mg/kg doz uygulanan 

grubun LPS ile uyarılan B lenfositlerin proliferasyonunda etkisi olmadığı ancak T 

lenfositlerin proliferasyonunda artıĢ sağladığı ve 20 mg/kg dozda uygulanan 

CAPE‘nin IFN- salgılanmasını indüklediği belirtilmiĢtir. Aynı çalıĢma 

kapsamında 20 mg/kg dozda CAPE uygulaması ile CD8 T lenfositlerinde 

uyarılma sağlanamadığı ancak CD4 T lenfositlerinde uyarılmanın %3 oranda 

artırıldığı belirtilmiĢtir. Maroof ve Hasan  (2012), 4T1 enjekte edilen Balb/c 

farelere 15 gün boyunca gavaj yoluyla 2x10
8
 kob/mL L.acidophilus 

uygulamıĢlardır. L.acidophilus uygulanan grubun splenositlerinden IL-4 

salgılanmasının azaldığını ve IFN- salgılanmasının artırıldığını bildirmiĢlerdir. 

Gill et al. (2000), 28 gün boyunca 10
8
 kob/mL içeren L.acidophilus, L.rhamnosus 

ve Bifidobacterium lactis süspansiyonları ile gavaj yoluyla beslenen farelerin 

splenositlerindeki değiĢimleri incelmiĢlerdir. Uygulamalarının ilk 10 gününde 

CD4 ve CD8 T lenfositlerinin proliferasyonunda anlamlı bir değiĢim 

sağlanmadığı ancak 28. günde CD4 T lenfositlerinin oranının %40-43 arasında, 

CD8 T lenfositlerinin oranının ise %14-15,82 arasında artıĢ gösterdiğini 

bildirmiĢlerdir. AraĢtırmacılar L.acidophilus ve L.rhamnosus alan farelerin dalak 

hücrelerinde IFN- salgılanmasının artırıldığını ancak Bifidobacterium lactis alan 

farelerin dalak hücrelerinde IFN- salgılanmasında artıĢ görülmediğini 

belirtmiĢlerdir.  Nunes et al. (2003), 3 gün boyunca 2,5, 5, 10 mg/kg dozlarında 

hidroalkolik propolis ekstraktını enjeksiyon yolu ile Balb/c farelere 

uygulamıĢlardır. Farelerin dalak hücrelerinden salgılanan IFN- miktarı ELISA ile 

ölçülmüĢ olup, propolis uygulamasının IFN- salgılanmasını artırdığını tespit 

etmiĢlerdir. Tez çalıĢmasında bu kapsamda elde edilen sonuçlar, literatürdeki 

çalıĢmalardan daha düĢük olarak belirlenmiĢtir. Benzer sonuçlar tez çalıĢmasında 

kullanılan PSE‘nin su bazlı ekstrakt olmasından, alkol içermemesinden ve 

dolayısıyla alkol ekstraktlarından daha az flavonoid içermesinden ileri 

gelmektedir.     

 

Bu tez çalıĢmasında elde edilen veriler propolis ve asidofilus sütü 

uygulamasının fare meme kanseri modelinde tümör geliĢimini baskılayıcı etkileri 
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olduğunu göstermiĢtir. Bu çalıĢma yalnızca fare meme kanseri modeli üzerinde 

yapılmıĢtır ancak gelecek yıllarda  çalıĢma farklı deney hayvanları hatta insanları 

kapsayacak Ģekilde geliĢtirilmeye açıktır. Tez çalıĢmasında in vivo denemeler; 

tümör kesitlerinin alınması ve biyokimyasal olarak incelenmesi, deneklerin kan 

örneklerinden ELISA ile sitokin ölçümlerinin yapılması gibi ek analizler ile 

ileride yapılabilecek çalıĢmalar ile daha kapsamlı olarak geliĢtirebilir. 

 

 

GeliĢen teknoloji ve yapılan çalıĢmalar sayesinde immünoterapi kanser 

tedavi yöntemlerine alternatif oluĢturma potansiyeline sahiptir. Kanser tedavisinde 

her hastaya özel bir tedavi yaklaĢımının daha etkin sonuçlar vermesi göz önüne 

alındığında, konağın kendi immün sistemini modüle ederek hastalıkların tedavi 

edilmesini sağlayan immünoterapinin gelecek yıllarda sıklıkla kullanılacağı 

düĢünülmektedir. Bu kapsamda immünoterapötik etkileri olduğu kanıtlanan 

propolis ve asidofilus sütünün medikal kullanımının yaygınlaĢabileceği 

düĢünülmektedir. Antimikrobiyal, antifungal, antiviral, anti-tümör etkileri gibi 

yararları olduğu kanıtlanan arı ürünü propolis, farklı ülkelerde gıda takviyesi veya 

ilaç olarak adlandırılmaktadır. Türkiye‘de bal, arı poleni, arı sütü gibi çeĢitli arı 

ürünleri kullanılmaktadır buna rağmen propolis bu ürünlerden daha az bilinmekte 

veya tüketiciler tarafından diğer arı ürünleri ile karıĢtırılmaktadır. Ülkemizde 

zengin bir bitki örtüsü vardır ve arıcılık oldukça yaygındır. Oldukça yararlı bir arı 

ürünü olan propolisin daha çok tanıtılması gerekmektedir. Dünyada ve ülkemizde 

gerek geleneksel gerekse endüstriyel anlamda üretilen pek çok fermente süt 

içecegi vardır.  Bu gıdaların insan sağlığına olumlu birçok özelliği kanıtlanmıĢtır. 

Tüketici bilincinin artması ve dolayısıyla probiyotik gıdalara eğilimin artması 

fermente ürünlere ilginin de artmasını sağlamıĢtır. Artan bu ürün talebinin 

karĢılanabilmesi için ülkemizdeki probiyotik ve prebiyotik ürün yelpazesinin 

artırılması gerektiği düĢünülmektedir. 
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