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OZET

ASIDOFILUS SUTU VE PROPOLISIN IN VIVO OLARAK KANSER
TEDAVISINDE KULLANIM POTANSIYELININ ARASTIRILMASI
ONUR, Elif

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Bilimleri Anabilim Dal1
Tez Danigmani: Prof. Dr. Duygu KISLA
Ikinci Danismani: Dog. Dr. Ayse NALBANTSOY
Ocak 2018, 78 sayfa

Bu tezde asidofilus siitliniin ve propolisin fare meme kanseri modelinde in

vivo olarak anti-tiimor etkisi incelenmistir.

Kanser hastaligi c¢agimizin en tehlikeli ve Oliimciil hastaliklarindandir.
Kanser tedavileri radyoterapi, kemoterapi gibi tedavi yontemlerini icermekte iken
son yillarda bu ydntemlere immiinoterapi de eklenmistir. Immiinoterapi sayesinde
konagin immiin sistemi modiile edilerek tiimoér olusumlarinin baskilanmasi
miimkiin oldugu bilinmektedir. Bu kapsamda ¢esitli immiinomodiilatér bilesenler

arastirilmaktadir.

Tez calismasinda asidofilus siitiiniin ve su bazli propolisin anti-timor
etkilerin belirlenmesi amaciyla dncelikle in vitro denemeler yapilmis olup, su bazli
propolisin 4T1 hiicre hatt1 i¢in ICsq degeri 129 pg/mL olarak saptanmistir. In vivo
denemeler kapsaminda ise 2x10* hiicre/fare olacak sekilde 4T1 hiicreleri enjekte
edilen Balb/c fareler, 14 giin boyunca gavaj yoluyla propolis (66 mg/kg) ve/veya
asidofilus siitii (108 kob/mL) ile beslenmistir. Caligma siiresince farelerin agirliklar
tartilmistir. Calisma sonunda ise olusan tiimor boyutlar1 kumpas ile Sl¢iilmiistiir.
Farelerden toplanan spenositlerin proliferasyonu dl¢iilmiistiir. Dalak hiicre kiiltiirii
ve 4T1 hiicreleri ko-kiiltlir hazirlanarak sitotoksik etki mikroskop ile incelenmistir.
CD8+ T hiicre yanit1 akis sitometrisi ile analiz edilmistir. Sonuglar kontrol grubuna
gore belirlenmistir. Splenosit proliferasyonu ve CD8+ T hiicre analizi bu sonuglari
dogrulamistir. En iyi anti-timor etkinin asidofilus siitiiniin ve propolisin birlikte

kullanimi ile elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: Asidofilus siitii, propolis, meme kanseri, immiinoterapi.






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 KISLA
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayse 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 1Cs, value for propolis on
4T1 cell line was determined as 129 pg/ mL. For in vivo experiments Balb /c mice injected
with 4T1 cells (2x10° cells / mouse) were fed with gavage propolis (66 mg / kg) and / or
acidophilus milk (10% 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






Xi

TESEKKUR

Calismamin her agsamasinda ihtiya¢ duydugum her tiirlii bilgiyi saglayan ve
tecriibesini benimle paylasip yardim eden saygideger hocam ve danismanim Sayin
Prof. Dr. Duygu KISLA’ya, tez ¢alismamin planlanmasinda, yiiriitiilmesinde ve
yorumlanmasinda bilgi ve tecriibeleri ile bana yol gosteren Dog¢. Dr. Ayse
NALBANTSOYa, laboratuvar ¢aligmalarim sirasinda yardimlarini esirgemeyen
Ar. Gor. Hatice Pmar YUKSEL, Cenk Serhan OZVEREL’e, Meltem DOGAN’a,
Tekn. Tiilay UZEL ve Tekn. Figen BECERIK’e, bu projenin
gerceklestirilmesinde destek saglayan E.U. Rektorliigii Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigii ve Prof. Dr. Sebnem TAVMAN’a ve son olarak
arastirmam boyunca her tiirlii maddi ve manevi destegi saglayan sevgili aileme

tesekkiirlerimi sunarim.






xiii

ICINDEKILER

Sayfa

OZET oottt bbb vii
ABSTRACT ettt ettt be et e st e sbe e teereesbeenbeaneenreas IX
TESEKKUR ..ottt en st n e as s Xi
SEKILLER DIZINT ....ocuiiiiiiiiicccceceee e XV
CIZELGELER DIZINT.....cciiiiiiiiiiciciceeceteecee e XVil
Lo GIRIS oottt ettt 1
2. ONCEKI CALISMALAR .....c.coovtiiititeeceteeee ettt 4
2.1 Kanser Ve Meme KaNSEI .........ooiiiireiieiieieeiee s 4
2.2 Immiinoloji ve Kanser Immiinoterapisi ..........cccoeevevevrvceverereneeeceereennns 5
2.3 Probiyotikler ve Asidofilus SUtl..........coceiviiiiiiiiiiiie 11
2.4 PrOPOLIS ... 13
3. MATERY AL ittt sttt sttt e aneesta e eneenteenee s 18
3.1  Calismada kullanilan KGItirler............ccooveeiiiiiic e 18
3.2 Siit Tozu, Siit, PTOPOLIS «..vviiiiiiiiiiiiiiie it 18
3.3 Besiyeri, Kitler ve Kimyasallar.............cccccocevvviiiiieiieieie e 18
3.4  Invivo Calismada Kullanilan Fareler.........c..cocovveviiiieeiie e, 19
A, IMETOT c bbbttt sttt b sbeeae s 20
4.1  L.acidophilus LA-5 Ureme EZIiSi.......ccccocrriiveriiererireiisseresissessesennnn, 20
4.2 Asidofilus Siitli Uretimi.......cocoevevereeeieieieeeeeieeee e, 20
4.2.1. Asidofilus siitiindeki L.acidophilus LA-51n Say1imi ..........cccoeevereiinenicenenne. 21
4.3  PSE’nin L.acidophilus LA-5 Uzerine Antibakteriyal EtKisi................... 22
4.4 Hiicre Kiltlirli Calismalart..........cccoocviiiiiiiiiiiiie e 23
4.4.1. PSE’nin 4T1 hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik etkisinin incelenmesi........... 24
4.4.2 PSE’nin 4T1 hiicre hatt1 lizerindeki apoptotik etkisinin analizi ..................... 26
45  INVIVO CaliSMAlar ........cccuveiiiiiieiiie et 27
45.1 AT1 in vivo timor modeli olusturulmast........cccoceeevreririiiiiinsieisseeaee, 28
45.2 Gava) uygulamalari..........ccooiiiiiiii e 28

45.3 Farelerin TartliMl .....oooeeeee oot ee e e e e e e e e e e e en e e e e 29



Xiv

4.5.4 Timor boyutlarinin S1GUMIT.........ovriiiiiiii e 30
4.6 Splenosit Proliferasyon ANaliZi...........cccccveveiiveiiiie i 30
4.7  Farelerden izole Edilen Splenositlerin 4T1 Hiicre Hatt1 ile Ko-Kiiltiire
EAHMEST...oeiiei 32
4.8 CD8+ Sitotoksik T Hiicre Yanitinin OIGHMI..........cccocvevvvreeieiierierernns 33
4.9  Istatistiksel ANAlIZIET ..........cccevevrieieireierieieee et 35

5. BULGULAR ...ttt sttt et 36
5.1 Asidofilus Siitiindeki L.acidophilus LA-5’in Sayimi...........ccceeevveieannnne 36
5.2  L.acidophilus LA-5 MRS S1v1 Besiyerinde Ureme EgtiSi...................... 36
5.3  PSE’nin L.acidophilus LA-5 Uzerindeki Antimikrobiyal Etkisi ............ 37
5.4  PSE’nin 4T1 Hiicre Hatt: Uzerindeki Sitotoksik EtKisi...........cccecevevnnnen. 37
5.5  PSE’nin 4T1 Hiicre Hatt: Uzerindeki Apoptotik BtKisi...........cccocevevnnen. 38
5.6 1IN VIVO CaliSMAlar.........ccoveiviieiiieiiree e iree et e sre e sre e sree s ve v 42

5.6.1 Farelerin AGIrliKIart......cccooooiiiiiiiii 42

5.6.2 Tiimor boyutlarinin lglim sonUGIArT.........oeiiiviiciicceee 43

5.6.3 Splenosit proliferasyon analiz sonuglart...........c.coovvvriiisvccccenns 44

5.6.4. Farelerden izole Edilen Splenositlerin 4T1 Hiicre Hatt1 ile Ko-

KGltlire EAIMEST ..o 45

5.6.5. CD8+ sitotoksik T hlicre yaniti.........cccceeeiriiiiiiiiiiieesses 48

6. SONUC VE TARTISMA ... .cooiiiiiiieiice et 52

7. KAYNAKLAR. ..ot bbbt n et 64

8. OZGECMIS ... 74



XV

SEKILLER DiZINI
Sekil Sayfa
2.2.: 1L-2’nin T, B ve NK hiicreleri tizerindeki etkisi ...........ccocvviieiiiiieieiiiiiee e, 8
2.2.1: Timor hiicresinin kontrolstiz ¢ogalmast ..........cccvveeiiiiiiiieniniinececee 9

2.2.2: Sitotoksik T hiicrelerinin  hiicresel immiin yanitin sonucunda timdr

hiicresini apoptoza SUITKIEMEST.....ccvviiiiiiiiiie i 10
2.3. Asidofilus STtll Gretim SEMASI.......ueeeiiiurereeiiiireeeiireeeeesrr e e e s rrrr e e s sire e e e s snaeeeas 13
4.2. Denemelerde kullanilmak tizere tiretilen asidofilus stitii.........cccooeiiiiiirnennn. 21
4.3. MIK testinde kullanilan steril plastik hiicre biiyiime kab1 sablonu ................ 22
4.4.1. Neu Bauer laminin sematik gOTintiisii .......covveiveeieeiieiiie e 24
4.5.1. Fareye 4T1 eNjEKSIYONU.......cc.cciueiieiieiie sttt 28
4.5.2. Farenin gavaj yoluyla Deslenmesi..........ccooeiiiiiniiiiiiiieecsc e 29
4.5.3. Farelerin tartimi .......cceieeeiee et 29
4.5.4. Timor boyutlariin kumpas ile S1gUMI .....oovvvviiveiiiiiicicec 30
4.6. Farelerden alinan dalak 6rneklerinin hazirlanisi.........c.ccoveeviiiinniciiennnnne 31
5.2. L.acidophilus LA-5"in Ureme EEriSi.......cccccovirerivereriiiiiireeiseeerese e, 37
5.4. PSE’nin 4T1 hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkisi .........ccccocvvriiviiiiirinnennne 38

5.5.1. Herhangi bir madde ile muamele edilmeyen 4T1 hiicrelerinin akis

sitometrisindeki gOTUNtUSTL ........ccviiiiiiiiiiie i 39

5.5.2. PSE’nin 129,25£1.90 pg/mL (ICsq ) konsantrasyonu ile muamele edilmis

4T1 hiicrelerinin akis sitometrisindeki gOrintlisii ...........ccovovvevveriiiiieeniieiee e 39

5.5.3. PSE’nin 64,6 pg/mL (0,5x ICsp ) konsantrasyonu ile muamele edilmis 4T1

hiicrelerinin akig sitometrisindeki gOTUNTHST .......eovveiveiiiciieee e 40
5.5. PSE’nin 4T1 hiicre hatt1 tizerindeki apoptotik etkisi...........ccccoevriviriiiieennnn. 40

5.54. PSE ile muamele edilmemis 4T1 hiicrelerinin (Kontrol) inverted

mikroskoptaki gOrtintisii (10X).......coeiiriiiiiiieieie s 41



XVi

5.5.5. PSE’nin ICsp konsantrasyonu ile muamele edilmis 4T1 hiicrelerinin

goriintlisii (1); PSE’nin 0,5xICsp konsantrasyonu ile muamele edilmis 4T1

hiicrelerinin inverted mikroskoptaki goriintiisii (2), (10X) ..ccccovvvrviiiiiiieniiieeiinen, 42
5.6.1. Deneme boyunca farelerin agirlik ortalamalart ............ccccceeveviviieiiicieennnn, 43
5.6.2. Deneme gruplarinin ortalama timor hacimleri........cccevvceeiiieeiiiee e, 44

(a) K1 grubunun ConA ile uyarilmis splenositlerinin 4T1 hiicreleri ile etkilesimi

ve canliligini koruyan 4T 1 hliCreleri.. ..o 45

(b) K2 grubunun ConA ile uyarilmis splenositlerinin 4T1 hiicreleri ile etkilesimi

ve apoptoza ugramis 4T 1 hiicrelerinin Orintlisti.........ccoveererriiieiiiriiiiesie e 46

(c) PSE grubunun ConA ile uyarilmis splenositlerinin 4T1 hiicreleri ile etkilesimi

ve apoptoza ugramis 4T1 hiicrelerinin gOrintlisti.........cccvvererriieeiieiiiesieeee e 46

(d) AS grubunun ConA ile uyarilmis splenositlerinin 4T1 hiicreleri ile etkilesimi

ve apoptoza ugramis 4T1 hiicrelerinin gOrintlisli........cccoovvvvvierieriiiniin e 47

(¢) PSE+AS grubunun ConA ile uyarilmis splenositlerinin 4T1 hiicreleri ile

etkilesimi ve apoptoza ugramis 4T1 hiicrelerinin gorintlisli........ccocevvvvrreeriveennn. 47

(f) K1 grubunun herhangi bir uyarici ile stimiile edilmeyen splenositlerinin 4T1

hiicreleri ile etkilesimi ve canliligini koruyan 4T1 hiicreleri............cccevvirinernnnn 48

5.6.5.1. CD3 boyama yapilarak akis sitometrisinde analiz edilen toplam T

hiicrelerin akis sitometrisindeki gOrintlisl .........cccoovvrvieiiiiiiiesie e 49
5.6.5.2. IFN-y salgilayan CD8+ T lenfositlerin akis sitometrisindeki goriintiileri50

5.6.5.1: CD3 boyama yapilarak akis sitometrisinde analiz edilen toplam T

hiicrelerin YUZAEIETL.......ccvi i 50

5.6.5.2.: CD8 + T lenfositlerinin yUzdeleri ...........ccoovervriiriieniiiiiie e 51



XVii

CIZELGELER DiZiNI

Cizelge Sayfa
2.2: Bazi sitokinleri tireten hiicreler ve bu sitokinlerin etkileri. ...........ccccoeiiinnene 8
2.4: Ham propolisteki bazi 6nemli bilesenlerin miktarlart ............ccceevvvieiiiennnnnn. 14
2.5: Propoliste bulunan bilesik gruplari.........ccccceviiiiiiiiiiiiiiiiie e 15

4.3. MIK ve MBK testinde kullanilan kuyucuklardaki ekstrakt konsantrasyonlari
23

4.4.1. Sitotoksisite analizinde test edilen PSE’nin konsantrasyonlart.................... 25
4.5.: Incelenen deney SrUPIATL. .......cocovveveeeverevevercesiee st eseeee et en e eeeans 27
5.1. Asidofilus siitiiniin mikrobiyolojik sayim sonuclart ve pH degerleri.............. 36
5.6.1. Farelerin Tartimlarinin Ortalamalart. ..........ccocovviiiiieniniiic e 43

5.6.5: Dalak hiicreleri i¢indeki toplam T ve CD8+ T hiicrelerinin yiizdeleri........ 51






1. GIRiS

Kanser hastaligi, kontrolden ¢ikan hiicrelerin siirekli olarak g¢ogalmasi
sonucu olusmaktadir. Kanser olusumunda X isinlari, ultraviyole isinlar gibi
fiziksel ve 3-metilkolantren, benz-alfa-piren gibi kimyasal faktorlerin disinda
onkojenik virlislerin de rolii vardir. Diinya’da en ¢ok tan1 konulan kanserler
akciger (%13,0), meme (%11,9) ve kolon (%9,7) iken kanser kaynakli 6liimlerin
en ¢ok akciger (%19,4), karaciger (%9,1) ve mide (%8,8) kanserlerinden
gerceklestigi belirtilmistir (Anon, 2017). Gelismis tilkelerde, 6liim nedenlerine
gore bir siralama yapildiginda kanser ikinci sirada yer almaktadir. Popiilasyon
yaslarinin artisi, fiziksel aktivite oraninin azalmasi, sigara gibi zararl aligkanlar ve
beslenme tarzlarinin da degismesi gibi bir¢ok nedenle yiliksek olan kanser orani
giderek daha da yilikselmektedir (Jemal et al., 2011). Tirkiye Halk Sagligi
Kurumu Kanser Daire Baskanligimin 2014 yilinda yayinladigi Diinya Kanser
Raporu’nda, toplanan verilerden yola ¢ikarak, 20 yil sonrasinda tespit edilecek
kanser vakalarin sayisinin 22 milyon olacagi ve bu siirecte kanser kaynakli

oliimlerin sayisinin ise 13 milyona ulasacagi 6ngoriilmektedir (Anon, 2013).

Insan viicudunda saniyede milyarlarca hiicre ¢ogalmakta ve bu hiicrelerin
yiizlercesi hiicre asamasina gelmeden elimine edilmektedir. Bu farkli hiicrelerin
elimine edilmesinde hiicresel immiin yanit mekanizmasi rol almaktadir (Ozbal,
2000). Immiin yanitin bazi bilesenler ile modiile edilerek ¢esitli hastaliklarin
tedavi edilmesi immiinoterapi olarak adlandirilmaktadir. Daha kapsamli olarak
immiinoterapi, bir hastaligin immiin yanitlar1 artiran veya azaltan terapotik
ajanlarla tedavisidir. Ornegin asilara ilave edilen adjuvant maddeler uyarici etkiye
sahip iken, doku transplantasyonlar1 sirasinda uygulanan bazi immiinosupressif
ilaglar immiin sistemin tiim antijenlerine karsi bir siire tepki gdstermemesini
saglamaktadir (Arda vd., 1998). Bu prensip ile kanser immiinoterapisine yonelik
calisilmakta olan pek ¢ok yeni strateji, konagin kendi immiin yanitinin timor
hiicrelerine kars1 giliglendirilmesi esasina dayanmaktadir. Buna goére kanser
immiinoterapisi; tiimor antijenlerine karst aktif immiin yanitlarin artirilmasi veya
anti-timor antikorlarin veya T hiicrelerinin pasif bagisiklik olusturmak amaciyla
uygulanmasini icermektedir. Immiin yanitlarin son derece spesifik olmasi

nedeniyle, timore 6zel bagisikligin, hastaya zarar vermeden secici olarak timari



yok etmede kullanmilabilecegi uzun zamandir iimit edilmektedir. Immiinoterapi
hala timdr immiinologlarin ana hedefidir ve bu tedaviye yonelik pek c¢ok
yaklasim, deney hayvanlarinda ve insanlar tizerinde denenmektedir (Abbas vd.,
2015). Giinimiizde cesitli bilesenler ve/veya mikroorganizmalar kullanilarak
kanser tedavisinde immiinolojik yaklasimlar {lizerinde dikkat ¢ekici caligmalar
yapilmaktadir. Devam eden yillarda, yiiksek miktarlarda biyolojik ajanin tiretimini
saglamayr miimkiin kilan, rekombinant DNA teknolojisi gibi biyoteknoloji
tizerine yapilan kesifler ise, immiinoterapinin de bir kanser tedavisi olarak

kullanimini miimkiin kilmistir (Muehlbauer vd., 2006).

Tiiketicilerin saglikli beslenme arayisinin artmasi ile probiyotik {irlinlere
olan ilgi her gecen giin artmaktadir. Artan bu ilgi ve ihtiyacin etkisi ile probiyotik
iiriinlerin ¢esitliligi zenginlesmektedir. Probiyotiklerin konagin sagligina direkt
etki gdstermesinin yani sira, ¢esitli calismalar immiinomodiilator etkisi, intestinal
mikrobiyotay1 diizenleme, anti-enflamatuar ve anti-patojenik aktiviteleri gibi
fonksiyonlar1 sayesinde tiimdr olusumunu azaltma ve bdylece kanser Onleme
ve/veya tedavisinde potansiyele sahip oldugunu gostermistir (Yu and Li, 2016).
Arastirmacilar probiyotiklerin kolon kanserine sebep olabilecek mutajenlerin
kolonda emilimini azalttigi, aktif karsinojen olusumuna sebep olan bazi
enzimlerin (glikosidaz, B-glilkkuronidaz, azorediiktaz, nitrorediiktaz) fekal
konsantrasyonlarint  azalttigini  bulmuglardir. Lactobacillus acidophilus ve
Lactobacillus casei destekli beslenme ile konagin bu etkiden korunabildigi ifade
edilmistir (Brown and Valiere, 2004). Ayrica laktik asit bakterileri immiin
sistemde gorev alan hiicrelerin ve onlarin iirlinlerinin olgunlasmasini etkileyerek
timor olusumunun inhibe edilmesini saglamaktadir (Yu and Li, 2016).
Prokarsinojenleri  karsinojenlere doniistiiren bakterilere karst gosterdikleri
antagonistik etki mekanizmasinin, probiyotiklerin anti-timor etkisinin temel
yapisini  olusturdugu  disiiniilmektedir (Kailasapatny and Chin, 2000).
Literatiirdeki ¢alismalarda probiyotiklerin antikanser etkilerinin deneysel olarak
modellerinin incelenmesi ve mekanizmalarinin detaylandirilabilmesi adina in vivo
ortamda fare ve siganlar kullanilmistir. Cogu c¢alismanin ¢iktilar1 tesvik edici
olmus ve klinik uygulamalara potansiyel olarak kullanilabilirligi uygun

goriilmiistir (Yu and Li, 2016). Probiyotik siit iiriinlerden biri olan asidofilus



sttiiniin, farkli kanser modellemeleri ile yapilan c¢aligmalarda umut vadedici

etkileri oldugu tespit edilmistir.

Giiniimiizde tiiketicilerin daha ¢ok dogal gida ve gida takviyelerine olan
yonelimi bilimsel arastirmalara farkli yonlerde ivme kazandirmis ve yoresel,
dogal friinlerin immiinoterapide  kullanim  potansiyelleri  arastirilmaya
baslanmistir. Bu baglamda antik ¢aglardan itibaren farkli amaglarla kullanilan bir
ar1 irlinli olan propolis birgok arastirmanin odak noktasi olmustur. Propolis arilar
tarafindan bitki tomurcuklarindan toplanan ve arilarin enzimleri ile degisime
ugrayan recineli dogal bir materyaldir. Rengi yesilden kirmiziya hatta koyu
kahverengiye kadar degisim gosterebilmektedir. Propolisin kendine 6zgii bir
kokusu vardir ve yapigkan bir dokuya sahiptir. 1klim ve bolgelere gore bilyiik
farkliliklar gosterebilen propolisin yapist genellikle %30 mum, %50 regine ve
sebze balsami, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen ve diger bilesenlerden

olusmaktadir (Burdock, 1998).

Bu tez calismasinda Karadeniz bdlgesinde iiretilen su bazli propolis
ekstraktinin ve L.acidophilus LA-5 susu ile iiretilen asidofilus siitiiniin fare meme
kanseri (4T1) modeli kullanilarak meme kanseri tedavisindeki kullanim

potansiyelinin arastirilmasi amaglanmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1 Kanser ve Meme Kanseri

Gelismis iilkelerde, 6liim nedenlerine gore bir siralama yapildiginda
kanser ikinci sirada yer almaktadir. Ozellikle gelismis iilkelerde, popiilasyon
yaslarinin artigi, fiziksel aktivite oraninin azalmasi, sigara gibi zararli alisgkanlar ve
beslenme tarzlarinin da degismesi gibi birgok nedenle yiiksek olan kanser orani
giderek daha da yiikselmektedir (Jemal et al., 2011). Amerika Birlesik
Devletleri’'ndeki kanser vakalarmmin yaklasitk %20°sinin obezite, yetersiz
beslenme, alkollii igeceklerin fazla tiiketimi, yetersiz fiziksel aktivite gibi
etmenlerden kaynaklanmaktadir (Sauer et al., 2017). Tirkiye Halk Saglig
Kurumu Kanser Daire Baskanliginin 2014 yilinda yayinladigi Diinya Kanser
Raporu’nda, toplanan verilerden yola ¢ikarak, 20 yil sonrasinda tespit edilecek
kanser vakalarin sayisinin 22 milyon olacagi ve bu siiregte kanser kaynakli
Olimlerin sayisinin ise 13 milyona ulasacagi Ongorilmektedir. Uluslararasi
Kanser Ajansi ozellikle teshis edilen meme kanseri vakalarinin artisina dikkat
cekmistir ve meme kanser insidansinin kadinlarda bir 6nceki tahminlere gore %20
arttigini, meme kanserinden kaynaklanan dliimlerin ise %14 arttigint belirtmistir.
Meme kanseri kadinlarda tanis1 konulan ve en fazla 6liime neden olan kanserdir.
Diinyada kanser olan her 4 kadindan birinin meme kanserine yakalandigi
bilinmektedir (Anon, 2017).

Kanser taramalar1 kanser sebebiyle gerceklesen Oliimlerin azalmasim
saglamaktadir. Kanser taramalarin yayginlagsmasi ve artirilmasi ile olusmakta olan
kanser erken teshis edilebilmekte veya kanser oncesinde olusan dokularin
hastadan erkenden alinmasi ile kanserin onlenebilmesi miimkiin olmaktadir. Bu
kapsamda ABD’de diizenli olarak mamografi uygulamasi yaptiran kadinlarin
orani 1987°den 2000’11 yillara dek %70 oraninda artmistir (Sauer, 2017). Kanser
tedavileri Oncelikli olarak ilag, radyoterapi ve kemoterapi gibi yontemler ile
saglanmaktadir. Hastaligin seviyesi ve hastanin durumuna gore kanserli doku

cerrahi operasyonlarla almabilmektedir. Ancak bu tedavi yontemlerine ek olarak



spesifik olarak hastanin kendi immiin sistem hiicrelerinin hastada gelisen timor
hiicrelerini yok edecek sekilde stimiile edilmesini saglayan yeni tedavi yontemleri
gelistirilmektedir. Bu tedaviler kapsaminda hastanin viicudundaki immiin sistem
hiicreleri stimiile edilebilmekte veya hastanin kanindan alinip laboratuvar
ortaminda gerekli yapisal degisiklikler saglanip hastaya tekrar verilebilmektedir
(Abbas et al., 2015).

Transplantasyonu yapilabilen 4T1 fare meme kanseri hiicre hattt Fred Miller
ve calisma arkadaslar tarafindan izole edilmistir (Dexter et al., 1978; Aslakson
and Miller, 1992). Balb/c farelere enjekte edildiginde 4T1 hiicreleri kendiliginden
oldukca metastatik timorler olusturabilmektedir. Asil  timoér olusumu
enjeksiyonun yapildigi yerde gerceklesirken metastaz; akciger, karaciger, lenf

diigtimleri ve beyinde ger¢eklesmektedir (Anon, 2016a).

2.2 Immiinoloji ve Kanser Immiinoterapisi

Immiinite dogal ve adaptif olarak iki ana baslikta incelenmektedir. Yapisal
ve genetik Ozelliklerine gore canlilarda dogal olarak ¢esitli savunma
mekanizmalart bulunmaktadir. Dogal immiinitede deri ve mukozalarin anatomik
yapisi, mukozalarin mukus salgisi, solunum sistemindeki silli epitel hiicrelerinin
disartya yonelik hareketi, bagirsagin peristaltik hareketi gibi bircok savunma
mekanizmas1 mevcuttur. Bu mekanik savunma mekanizmalariin yan sira dogal
immiinitenin hiicresel boyutu da mevcuttur. Dogal immiinitenin immiin hiicreleri
notrofiller, dendritik hiicreler, makrofajlar ve dogal 6ldiiriicii hiicrelerdir (NK).
Mikroorganizma ve {iriinlerinin konakla direkt iliski kurmasiyla veya yapay
yollarla patojenlere ait antijenlerin konaga verilmesi ile kazanilan immiinite ise
adaptif immiinitedir. Adaptif immiinitenin immiin hiicreleri ise T ve B
lenfositlerdir (Arda vd., 1998; Ozbal, 2000; Abbas vd., 2015). T lenfositler,
hiicresel tip immiin cevapta etkili olan timiis kontroliinde farklilagmaktadir. B
lenfositlerin olgunlasmasini saglayan lenfoid organlar ise memelilerde dogumdan
once dalak ve karaciger, dogumdan sonra ise mide-bagirsak sistemi mukoza alti
lenfoid dokular (tonsiller, appendiks, peyer plaklari) ile kemik iligidir (Arda vd.,
1998; Ozbal, 2000).



Immiin sistem ise lenfoid organlarin ve immiin cevabin olusturulmasinda
gorev alan hiicrelerin tiimiinii ifade etmektedir. Immiin sistem yaniti
mekanizmasina gore hiimoral (sivisal) ve hiicresel olarak ikiye ayrilmaktadir.
Antijeni spesifik olarak taniyan ve ortadan kaldirilmasini saglayan, B lenfositlerin
plazma hiicrelerine farklilagarak salgiladiklar1 antikorlar sayesinde ortaya ¢ikan
immiin yanit hiimoral imminite; antijeni spesifik olarak taniyan T lenfositler
sayesinde olusan immiin yanit ise hiicresel immiinitedir (Muehlbauer vd., 2006;

Mayer and Nyland, 2016).

Dogal immiinitenin hiicresel komponentlerinden olan nétrofiller akut
inflamatuvar etkilerin ¢ogunda inflamasyon bolgesine ilk ulasan ve viicuda giren
patojen mikroorganizmalarla ilk karsilasan hiicrelerdir. Yiizeyindeki c¢esitli
reseptorlerle yabanct mikroorganizmalara baglanip fagosite ederler. Fagositoz
mekanizmasinda biiyilk molekiil yapili maddeler, 6lii hiicreler ve yabanci
mikroorganizmalar bir miktar hiicre zar1 ile birlikte hiicre i¢ine alinmaktadir.
Dogal immiinitenin diger bir hiicresel bileseni olan dendritik hiicreler ise immiin
cevabin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan ve beyin, testis ve goz haricinde
tiim dokularda bulunan antijen eksprese eden hiicrelerdir. immatiir karakterdeyken
antijeni yakalama ve isleme tabi tutma 6zelligi olan dendritik hiicrelerin uyaranlar
sayesinde olgunlasma siireci ilerledik¢e, T hiicre uyarimi yapabilmektedir.
Dendritik hiicreler bu gorevlerine ek olarak B hiicrelerinin fonksiyonlarinin
olusumunda etkili olduklar1 i¢in hiimoral immiinitenin gelisiminde 6nemli rol
oynamaktadirlar. Bir diger dogal immiinite hiicresel komponenti ise
makrofajlardir. Makrofajlar bag dokuda, karacigerde, akcigerde, sinir sisteminde,
serdz bosluklarda, lenfoid organlarda, kemik ve eklemlerde bulunmaktadir.
Makrofajlar 1 pm’den biiylik molekiilleri fagositoz yoluyla hiicre igine alarak
sindirebilmektedir ve bu 6zellikleri sayesinde makrofajlar ¢opgii hiicreler olarak
da adlandirilmistir. NK hiicreleri ve K hiicreleri de dogal immiinetinin bir pargasi
olarak gorev yapmaktadirlar ve uyarildiklarinda hiicrelerin birbirleriyle iletisimini
saglayan protein ve peptidlerin bir grubu olan sitokinleri salgilayarak veya
yabanci mikroorganizmalara kars1 sitotoksik etki gdstererek hizli bir immiin yanit
olusturmaktadirlar. NK hiicreleri enfeksiyonlara karst dogal immiin yaniti

olusturmaya ek olarak, dentritik hiicrelerle birlikte patojenlere karsi olusan adaptif



immiin yamit1 olusturabilmektedirler (Ozbal, 2000; Muehlbauer vd., 2006; Abbas
vd., 2015).

Dogal immiinitenin hiicresel komponentleri oldugu gibi adaptif immiinitede
de B ve T lenfositleri mevcuttur. B lenfositleri yabanci antijenleri taniyarak ¢esitli
antikorlar1 salgilayip patojen mikroorganizmalari etkisiz hale getirebilmekte veya
fagositik hiicreleri aktive edebilmektedir. Kandaki toplam B lenfosit sayisi
3x10%/L’dir. B lenfositlerinin diger lenfositlerden en onemli farki membraninda
immiinoglobulin reseptdrleri tasimalaridir ve bu reseptorlerin ¢ok sayida olmast
nedeniyle yiizey goriiniimleri T lenfositlerin aksine piitiirliidiir (Arda vd., 1998;
Ozbal, 2000). Diger bir lenfosit grubu olan T lenfositler ise fonksiyonlarina gére
indiikleyici, aktivator, baskilayici ve sitotoksik olarak dorde ayrilmaktadir. Kan
dolasimindaki lenfositlerin  %70-80’1 T lenfositlerdir. T lenfositlerinin
yiizeylerindeki reseptorler sayesinde gruplandirilmalart ve adlandirilmalar
miimkiin olmaktadir. Bu adlandirma ¢esitli CD (farklilasma yigilim molekiilleri)
antikorlar1 tagimalar ile yapilmaktadir. CD4 T hiicreleri (yardimci) ve CD8 T
hiicreleri (sitotoksik) T lenfositlerin ana alt gruplarini olusturmaktadirlar (Sengiil,
2008). CD4 reseptorlii yardimer T lenfositlerin kandaki sayismimn 0,5-1,6x10%/L,
CD8 reseptorlii sitotoksik T lenfositlerin sayisinin 0,3-0,9x10%/L oldugu
bilinmektedir (Arda vd., 1998; Ozbal, 2000).

Enflamasyon ve immiinolojik olaylar sirasinda bazi immiin sistem hiicreleri
tarafindan  sitokin adi1 verilen hormon benzeri polipeptid molekiiller
sentezlenmektedir. Sitokinler immiin sistem hiicrelerinin aktivitelerine yon veren
ve hiicreler arasinda iletisimi saglayan kiig¢iik protein yapidaki birimlerdir.
Interferon gama (IFN-y), interldkin 2 (IL-2), tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-or)
ve tiimor gelisme faktorii beta (TGF-B) gibi sitokinler konagin antijenlere karsi
reaksiyonlarini, 16kosit ve bazi hiicrelerin gelismesini, hareketini, farklilasmasin
saglayan immiinomodiilatér molekiillerdir. Cizelge 2.2’de bazi sitokinlerin

kaynag1 ve aktivitesi gosterilmistir.



Cizelge 2.2: Baz sitokinleri tireten hiicreler ve bu sitokinlerin etkileri.

Sitokin Kaynak Etki Kaynak
hiicre/hiicreler

IL-1a, | Makrofaj, Tve B | Immiinitede artig, T

B lenfositleri lenfositlerinde Ozbal, 2000
farklilasma

IL-2 T lenfositleri T, Bve NK
hiicrelerinde
farklilagsma

IL-4 T lenfositleri T ve B lenfosit Abbas vd.,
farklilasma 2015

IL-9 T lenfositleri T lenfositlerinde

proliferasyon
IFN-Y | Tlenfositleri, NK | Immiinomodiilator

hiicreleri etki Ozbal, 2000
TNF-a | T lenfositleri Enflamasyon,
tiimorisidal etki
TNF- 3 | T lenfositleri Tiimorisidal etki
TGF- B | T lenfositleri, Immiinosiipresyon

makrofajlar

Immiin sistem hiicrelerinin aktivitesini artiran sitokinlerden biri IL-2’dir. IL-
2’nin T, B ve NK hiicrelerini uyararak bu hiicrelerin proliferasyonlarinda artis

saglamaktadir. Sekil 2.2’de IL-2’nin T, B ve NK hiicreleri iizerindeki etkisi

.\.

sematik olarak gosterilmistir.

T S
_»
v
T hiicresi B hiicresi e NK hiicresi
\ \
V
 Thiicrelerinin * B hiicrelerinin * NK hicrelerinin
i proliferasyonu artar. proliferasyonu artar.
proliferasyonu artar. * Antikor Uretimi artar. * Sitotoksik aktivite artar.

* IL-4 ve IFN-y Uretimi
artar.

Sekil 2.2.: IL-2’nin T, B ve NK hiicreleri lizerindeki etkisi



Kanser hastaligi, kontrolden c¢ikan hiicrelerin siirekli olarak ¢ogalmasi
sonucu olusur. Kanser olusumunda X 1sinlari, ultraviyole isinlar1 gibi fiziksel
faktorler ile 3-metilkolantren, benz-alfa-piren gibi kimyasal faktorlerin disinda
onkojenik viriislerin de rolii vardir. Bir saglikli hiicrenin herhangi bir dis etken
sonucu kontrolden ¢ikarak hizla biliylimesiyle olusan kanserli hiicrede, normal
hiicrede bulunmayan doku antijenleri eksprese edilmektedir (Ozbal, 2000; Abbas
vd., 2015). Ornek bir kanser hiicresi Sekil 2.2.1’de gosterildigi gibi apoptoza

ugramadan ¢ogalmaya devam etmektedir.
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Sekil 2.2.1: Tiimdr hiicresinin kontrolsiiz ¢ogalmasi

Konagin immiin sistemi yabanci doku antijenlerini kolayca tanimasina
ragmen tiimor dokusunu organizmadan kolayca atamamaktadir. Insanda saniyede
milyarlarca hiicre ¢gogalmakta ve bu hiicrelerin yiizlercesi mutasyonla farkli hiicre
olusturmaktadir. Bu farkli hiicrelerin temizlenmesinde hiicresel immiin yanit
mekanizmasi rol almaktadir. Timor hiicrelerinin gelismesinin baskilanmasinda
yardimc1 ve sitotoksik T hiicreleri, NK ve K hiicreleri sorumludur. Timor
antijenleri tarafindan uyarilan T lenfositler ¢esitli sitokinler salgilayarak sitotoksik
T hiicrelerini, makrofajlari, B lenfositlerini, K ve NK hiicrelerini aktive
etmektedir. Uyarillan bu hiicrelerin sentezledigi TNF-o tiimor hiicreleri i¢in
sitotoksik etki gostermektedir. Ayrica T lenfositlerinin salgiladiklar1 INF-y ile
uyarilan K ve NK hiicreleri timér hiicrelerini dldiirmektedir (Ozbal, 2000).
Timor hiicrelerine karst immiin  yanit sematik olarak Sekil 2.2.2°de

gosterilmektedir.
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Sekil 2.2.2: Sitotoksik T hiicrelerinin hiicresel immiin yanitin sonucunda tiimor hiicresini

apoptoza siiriiklemesi

Kemoterapi ve radyoterapinin, kanser tedavisinde oldukca etkili silahlar
oldugu kanitlanmistir. Fakat gilinlimiizde bu yontemlerin kullanimi akut
toksisiteler ve tiimorlerin ilag direngli fenotipler olusturma kabiliyeti veya
radyasyon sonucu olusan DNA hasarlarina karsi duyarliliklarint yitirmesi gibi
nedenlerle sinirlanmaktadir. Bunlara ek olarak, kanserle miicadelede en biiyiik
sorunlardan biri olan ge¢ teshis konulmasi durumunda da basar1 oranlar1 oldukca
disiiktiir (Wang et al.,, 2014). Bu nedenle de her gegcen giin, tedavi basari
oranlarimi artiracak, immiinoterapi gibi farkli tedavi yontemlerinin 6nemi de daha
cok ortaya ¢ikmaktadir (DeSantes et al., 2009). Kanser immiinoterapisine yonelik
calisilmakta olan pek ¢ok yeni stratejinin prensibi konagin kendi immiin yanitinin
timor hiicrelerine karsi giiglendirilmesine dayanmaktadir. Bu kapsamda farkli
bitkisel, kimyasal ve biyokimyasal bilesenler iizerine caligsmalar yapilmaktadir
(Schenk, 2002; Abbas vd., 2015). Cesitli hastaliklarin tedavi edilmesi amaciyla
kullanilan kimyasal immiinomodiilatér bilesenlere alternatifler gelistirmek
amaciyla arastirmacilar bitkisel, mikrobiyal ve hayvansal bilesenler {izerinde
yenilik¢i caligsmalar yiirlitmektedir. Bu kapsamda birgok bitkisel kaynakli

bilesigin in vivo ve in vitro olarak immiinomodiilator etkileri arastirilmistir (Jantan



11

vd., 2015). Immiinoterapinin, kemoterapi ve radyoterapi gibi tedavi yontemlerinin
aksine, dogrudan kanser hiicrelerini hedef aliyor olmasi, diger saglikli viicut
hiicrelerine zarar vermemesi immiinoterapinin bu alanda oldukg¢a giiclii bir
alternatif olmasin1  saglamistir (Barbaros ve Dikmen, 2015). Kanser
immiinoterapisine yonelik calisilmakta olan pek ¢ok yeni stratejinin prensibi
konagin kendi immiin yanitinin timor hiicrelerine karsi giiglendirilmesine

dayanmaktadir (Abbas vd., 2015).

2.3 Probiyotikler ve Asidofilus Siiti

Diinya Saglk Orgiitii (WHO) ve Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO) tarafindan yapilan tanima gore probiyotikler yeterli miktarda alindiginda
konake¢1 iizerinde sagliga yararli etkiler saglayan canli mikroorganizmalardir.
Probiyotiklerin gidalarin sindirimi, besin maddelerinin emilimi, immiin sistemi
diizenlemeleri gibi birgok bakimdan insan sagligma olumlu etkilerinin oldugu
bilinmektedir (Tannis, 2008). Dogal ve adaptif immiin yaniti gii¢lendirerek
enfeksiyonlarla miicadeleye katkida bulunmaktadirlar  (Ozden, 2013).
Probiyotiklerin konagin sagligina direkt etki gdstermesinin yani sira, cesitli
calismalar immiinomodiilator etkisi, intestinal mikrobiyotayr diizenleme,
antienflamatuar ve antipatojenik aktivite gibi fonksiyonlari sayesinde timor
olusumunu azaltma ve bdylece kanser onleme ve/veya tedavisinde potansiyele
sahip oldugunu gostermistir (Yu and Li, 2016). Probiyotiklerin saghk etkileri
bagirsak mikroflorasini modiile, antimikrobiyal bilesenler iireterek patojenlere
kars1 antagonistik etki gdstermek, besinler ve biiyiime faktorleri icin patojenler ile
rekabet etmek, immiin sistem hiicrelerini stimiile etmek gibi fonksiyonlar ile
ilgilidir (Marteau et al., 2001). Prokarsinojenleri karsinojenlere doniistiiren
bakterilere kars1 gosterdikleri antagonistik etki mekanizmasinin, probiyotiklerin
antitiimor etkisinin temel yapisini olusturdugu diisiiniilmektedir (Kailasapathy ve
Chin, 2000). Prebiyotikler, insanlarda sindirim enzimleri tarafindan
sindirilemeyen ve probiyotik bakterilerin aktivitesini segici olarak zenginlestiren
kisa zincirli karbonhidratlardir. Bagirsaklarda, prebiyotikler, kisa zincirli yag asidi
tiretmek probiyotik bakteriler tarafindan fermente edilirler. Prebiyotikler kanser
riskinin azaltilmas1 ve kalsiyum ve magnezyum absorpsiyonunun artirilmasi gibi

kalin bagirsaklarda diger birgok saglik iizerine faydal: etkilere sahiptir (Ozyurt ve
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Otles, 2014). Probiyotik bakteriler gastrik sivilara karsi direncli olmali, safra
varliginda iireyip gelisebilmeli, gida iiriinii olarak tiiketildiginde mide ve safradan
etkilenmeden hayatta kalarak bagirsakta tutunabilmelidir. Genellikle gram pozitif
bakterilerdir ve Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerine aittirler (Holzapel et
al., 1998; Klein et al., 1998; FAO/WHO, 2006). Probiyotik gida takviyeleri
hayvan veya insan tiiketimine uygun olacak sekilde halihazirda toz, tablet, kapsiil

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

Asidofilus siitli, Lactobacillaeceae familyasinin Lactobacillus cinsine dahil
olan Lactobacillus acidophilus tiirii starter kiiltiirii kullanilarak {iretilen bir ¢esit
fermente siit {riniidiir. Probiyotik ve termofilik bir starter kiiltiir olan
L.acidophilus, asidofilus siitii, biyo-yogurt ve benzeri diger fermente siit tiriinleri
iiretiminde tek basmna ya da diger laktik kiiltiirlerle birlikte kullanilmaktadir
(Kilig, 2001). L.acidophilus siitte yavas gelismekte ve asetat, nikotinik asit ve
riboflavin gibi maddelere gereksinim duymaktadir (Akin, 2006). Yaygin (1999),
olumlu saglik etkilerinin goriilebilmesi i¢in asidofilus siitiiniin giinde 0,5 ile 1 litre
kadar icilmesi gerektigini belirtmistir. Giiniimiizdeki tiikketim aligkanliklart ve
tilketici isteklerine uygun olarak iiretilen asidofilus siitleri fermente edilen ve
fermente edilmeyen (Sweet) iriinler olarak ikiye ayrilmistir. Fermente edilmeden
tretilen asidofilus siitleri yapiminda saf kdltiir, siitiin sicakligt 5°C’ye
distiriildiikten sonra siite eklenmekte ve bu sekilde depolanmaktadir. Fermente
asidofilus siitii iretiminde ise Oncelikle ¢ig siit 95°C’de 1s1l islemden gegirilip,
homojenize edilmektedir. Starter kiiltiir inokiilasyonuna hazirlamak amaciyla
siitin sicakligt 37°C'ye dusiiriiliir ve %2-5 (v/v) oraninda starter kiiltiir
eklenmesinin ardindan siit 12-24 saat boyunca 37°C'de inkiibe edilmektedir. Uriin
olustuktan sonra 4-5°C'de depolanmaktadir. Ornek bir fermente asidofilus siitii
tretim semast Sekil 2.3’te gosterildigi gibidir. Asidofilus siitlerinin tiiketici
tarafindan begenilirliginin artirllmasi amaciyla ¢esitli aromalandirma ¢alismalari

yapilmaya devam etmektedir (Akpinar, 2008).
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: °C’ %2-5 (viv
Isil islem | Homojenizasyon . 37,C ye o L acidéphil)us
(95°C) ) g sogutma g et

inokiilasyonu
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Depolama | 5°C’ye 12-24 saat
ve dagittm | sogutma ' | inkiibasyon

Sekil 2.3. Asidofilus siitii iiretim semasi

2.4 Propolis

Propolis Tiirk Standartlari Enstitiisii tarafindan Is¢i arilarin, kovan
icerisindeki  besinleri, yavru arillan ve kendilerini ¢esitli  patojen
mikroorganizmalardan (viriis, bakteri, fungus) korumak amaciyla bitkilerin
yaprak, govde, tomurcuk vb. kisimlarindan topladigi reginemsi maddeleri ve bitki
nektarlarini, baglarinda yer alan salgi bezlerinden salgilanan enzimler ile
biyokimyasal degisiklige ugratarak olusturduklar, ‘ar1 tutkali” olarak da

adlandirilan iiriin olarak tanimlanmigtir (TSE, 2003).

Bal arilar1 topladiklar1 propolisi agizlarinda nemlendirip yumusatarak ve
ayni zamanda bazi enzimler ekleyerek propolisi pelet haline getirir ve peleti 6n
bacaklarim1 kullanarak arka bacaklarindaki polen sepetine aktarirlar (Dogan ve
Hayoglu, 2012). Polen sepeti propolis ile dolduruldugunda kovana tasinmaktadir.
Propolis geng isci arilar tarafindan 25-30 dakikada bosaltilmaktadir (Pehlivan vd.,
2012). Ortalama propolis tiretimi her yil, her koloni i¢in 10 gramdan 300 grama
kadar degisebilmektedir. Fakat yine de bu miktar arilara, iklime, bitki gesitliligine
ve tuzaklama mekanizmalarina bagl olarak farkliliklar gosterebilmektedir (Dogan

ve Hayoglu, 2012).

Cogunlukla flavonoidleri iceren fenolikler, toplam propolis agirliginin
%50’sinden fazlasim1 olusturmaktadir (Kasote vd., 2014). Propoliste B1, B2, B6,
A, C, E ve niasin gibi vitaminler bulunmaktadir. Vitaminlerden farkli olarak

stiksinik dehidrogenaz, glukoz-6-fosfataz, adenozin trifosfotaz ve asit fosfotaz
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gibi enzimler de igermektedir (Castaldo and Capasso, 2012; Dogan ve Hayoglu,
2012).

Farkli ekstraksiyon metotlar1 propolisin ¢esitli biyolojik etkilerinin
aktivitesinde farkliliklara neden olmaktadir. Her bir farkli solvent, belirli
bilesenlerin ¢6ziinmesini ve ekstraksiyonunu saglamaktadir (Sforcin, 2007).
Bugiline kadar yapilan c¢alismalar ile propolisin 300’den fazla bileseni
tamimlanmistir ancak propolisin kimyasal kompozisyonu olduk¢a karmasiktir.
Ustelik bu kompozisyon propolisin toplandig1 bitki kaynagma, mevsime, yerel
floraya gore farkliliklar gostermektedir. Degisken kimyasal yapisi propolisin
medikal kullanim i¢in standardizasyonunda sorun teskil etmektedir (Ghisalberti
1979; De Castro, 2001). Propolis farkli iilkelerde farkli statiilere sahiptir.
Almanya, Isvigre gibi bazi Avrupa iilkelerinde ilag olarak kabul edilirken diger

birgok tilkede gida takviyesi olarak adlandirilmaktadir (Atayoglu, 2012).

Propolisin en ¢ok kullanilan formu olan etanol ekstraktinin (EEP) kuru
agirhgmin %50'sinden fazlasimi fenolik bilesikler olusturmaktadir. Bu %50'lik
paya en az 4 cesit kafeik asit esteri (kafeik asit benzil ester, salisilik asit benzil
ester, sinnamik asit benzil ester ve kafeik asit fenetil ester [CAPE]) dahildir
(Hepsen vd., 1996). Sinnamik alkol, sinnamik asit, vanilin, benzil alkol, benzoik
asit, kaffeik asit ve ferulik asit propoliste bulunan bazi 6nemli fenolik maddelerdir
(Yilmaz vd., 2004). 1995 yilinda yapilan bir ¢alismada ham propolis 6rneklerinde
bazi 6nemli bilesenlerin miktarlar1 Cizelge 2.4’te gosterilmistir (Markham et al.,
1995).

Cizelge 2.4: Ham propolisteki bazi 6nemli bilesenlerin miktarlart (Markham et al.,

1995).
Icerik Propolisteki Miktar: (mg/g)
3-1-dimetiloksisinnamik asit 3,84
Kuersetin 0,25
Kafeik asit 2,34
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Propolisin rengi, reginenin kaynagma bagli olarak acik saridan koyu
kahverengiye kadar degisebilir. Propolis, 25-45°C sicakliklarda yumusak, esnek
ve oldukg¢a yapigkan bir maddedir. 15°C’den az sicakliklarda kismen donmus
veya donmaya yakin halde olup, sert ve kirilgan haldedir. 45°C’nin iizerinde ise
yapigskanligr artar ve 60-70°C’siv1 hale gegmektedir. Fakat baz1 6rneklerde erime
noktast 100°C’yi bulabilmektedir (Krell, 1996). Kumova vd. (2002), propolis
igerisinde bulunan bilesik gruplarini belirtmistir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5: Propoliste bulunan bilesik gruplar1 (Kumova vd., 2002)

Bilesenler
1 | Flavonoidler 10 | Alkoller, ketonlar ve fenoller
2 | Hidroksiflavonlar 11 | Heteroaromatik bilesikler
3 | Hidroksiflavononlar 12 | Terpen ve sekuterpenler ve tiirevleri
4 | Kalkonlar 13 | Alifatik hidrokarbonlar
5 | Benzoik asit ve tiirevleri 14 | Sekuterpen ve triterpen
hidrokarbonlar
6 | Asitler 15 | Steroller ve steroid hidrokarbonlar
7 | Esterler 16 | Mineraller
8 | Benzaldehit tiirevleri 17 | Seker
9 | Sinnamil ve sinnamik asit ile | 18
P Amino asitler

Gaz kromatografisi (GC), gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS)
ve ince tabaka kromatografisi (TLC) analizleri ile Brezilya’dan toplanan propolis
orneklerinin igerikleri belirlendiginde, ana bilesenlerinin fenolik bilesikler
(flavonoidler, aromatik asitler ve benzo[a]pirenler), diterpenler ve triterpenler,
esansiyel yaglar oldugu belirlenmistir. Flavonoidlerin (kaemferol, 5,6,7-
trihidroksi-3,4’-dimetoksi  flavon, aromadendrin-4’-metil eter) bu propolis
orneginde az miktarda belirtilmistir (Boudourova-Krasteva et al., 1997). Cesitli
kaynaklara sahip propolislerin farkli kimyasal yapida olmasi, bu propolis
orneklerinin  biyolojik  ozelliklerinin ~ benzersiz  olabilecegi  Ongdriisiinii
yaratmaktadir (Bankova, 2005). Avrupa’ya 6zgii propolislerde antibakteriyal ve
fungal aktivitenin flanononlar, flavonlar, fenolik asitler ve onlarin esterlerinden

ileri gelirken, Brezilya’ya 6zgii propolislerde ise bu aktiviteler prenillenmis p-
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kumarik asitler ve diterpenler sayesinde goriilmektedir. Dolayisiyla propolisin

genel bir kimyasal standardizasyonu miimkiin olamamaktadir (Sforcin, 2007).

Propolisin  akut ve kronik toksisitesiyle ilgili yeterli ¢alisma
bulunmamaktadr. iki yiiz ve 5000 mg/kg viicut agirhigi/giin dozlarindaki propolis
uygulamasi deney hayvanlarinda toksik Oliimlere sebep olmamistir ve gerekli
hesaplamalar yapildiktan sonra insanlar i¢in toksik etki yaratmayan giivenli dozun
1,4 mg/kg viicut agirhigr oldugu bildirilmistir. Burdock (1998), propolisin
farelerdeki LDsy degerinin 2-7,3 g/kg arasinda degistigini belirtmistir ve 90 fare
ile yapilan denemeler ile propolisin NOAEL degerini (Gdzlenebilen hicbir yan
etki gostermeyen doz) 1400 mg/kg viicut agirhigi/giin oldugunu bildirmistir.
Propolisin insanlar iizerindeki bazi etkilerini incelemek amaciyla yapilan bir
arastirmada 30 giin boyunca saglikli goniillillere propolisin etanol ekstrakti
icirilmis ve viicudun serbest radikallere karst savunma olarak {rettigi
siiperoksidaz dismutaz enzimi aktivitesi, toplam kolestrol, yiiksek ve diisiik
yogunluklu lipoprotein kolesterol, trigliseritler, glukoz, trik asit, ferritin ve
transferrin, plazmadaki malondialdehit konsantrasyonu gibi bazi kan parametreleri
degerlendirilmistir. Giinlikk propolis aliniminin etkilerinin cinsiyete gore farkilik
gosterdigi goriilmiistiir. ilk 15 giinde erkeklerin %23,2’sinde malondialdehit
konsantrasyonunun diistiigii ve 30. giinde kadinlarin %20,9’unda siiperoksidaz
dismutaz enzimi aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir. Ancak propolis uygulamasinin
deneme kapsaminda oOlgiilen kan degerlerinde anlamli bir degisiklige sebep

olmadig1 belirtilmistir (Jasprica et al., 2007).

Tiim olumlu 6zellikleri yanisira propolisin bazi bireylerde alerjik tepki
olusturabildigi bilinmektedir. Hausen’in arastirmasinda propolis ile temas sonucu
olusan alerjinin sebebinin 4 ¢esit kafeat oldugunu bildirmistir. Bunlar fenil etil
kafeat, benzil kafeat, 3-metil-2-biitenil kafeat ve geranil kafeattir (Hausen, 2005).
Propolisin alerjik etkilerinin azaltilmasi amaciyla 2012 yilinda Italya’da yapilan
bir calismada ham propoliste ve etanol bazli propoliste bulunan, baz1 kisilerde
alerjik etkilere sebep olan kafeat esterlerinin laktik asit bakterilerinin kullanildig
biyotransformasyon yontemi ile giderilmesi amag¢lanmistir. Bu yontemin prensibi
ise propolisin Lactobacillus helveticus’un ‘sinnamol esteraz’ aktivitesinden

yararlanilarak alerjenik molekiillerin biyotransformasyon yolu ile azaltilmasina
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dayanmaktadir. Propolise uygulanan bu islemin propolisin flavonoid igerigini ve

antimikrobiyal aktivitesini etkilemedigi bildirilmistir (Gardana et al., 2012).

Ham propolisin ¢esitli solventler ile ekstraksiyonu sonucunda elde edilen
aktif bilesenlerin konsantrasyonlari farkli olmaktadir. Etanol ile yapilan
ekstraksiyon islemleri sonucunda ham propolisin igerigindeki flavonoidlerin
cogunlugu elde edilebilmektedir. Alerjik tepkimelere sebep olabildigi bilinen bu
flavonoidlerin su ile yapilan ekstraksiyonlarda daha az ekstrakte edildigi
bilinmektedir. Bunun yaninda propolisin anti kanser etkilerinin incelendigi
calismalarda, propolisin alkol ekstraktlarinin kanser hiicrelerinin gelisimi
engelleyebildigi gibi, saglikli hiicreleri de olumsuz yonde etkileyebildigi
goriilmistiir. Propolisin su bazli ekstraktinin ana bilesenleri kafeoilkinik asit ve
sinnamik asit tiirevleridir. Su bazli ekstrakt formunda hazirlanan propolisin
flavonoid igerigince etanol ekstraktindan daha zayif oldugu bildirilmistir

(Nakajima ve ark., 2007).

Bu tez calismasinda Karadeniz bdlgesinde {liretilen su bazli propolis
ekstraktinin ve L.acidophilus LA-5 susu ile iiretilen asidofilus siitiiniin fare meme
kanseri (4T1) modeli kullanilarak meme kanseri tedavisindeki kullanim

potansiyelinin arastirilmasi amaglanmistir.
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3. MATERYAL

3.1 Calismada kullanilan kiiltiirler

Arastirmada kullanilan Lactobacillus acidophilus LA-5 (Christian Hansen,
Danimarka) kiiltiirii Ege Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii, Gida
Mikrobiyolojisi Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Kiiltiir ¢aligma 6ncesinde De
Man, Rogosa Sharpe (MRS, Merck 110661, Almanya, pH: 5,7 + 0,2) sivi
besiyerinde %25 gliserol ¢ozeltisinde -20°C’de saklanmistir. Bakterilerin alt
kiiltiirleri De Man, Rogosa Sharpe (MRS, Merck 110661, Almanya, pH: 5,7 +

0,2) s1v1 besiyerinde hazirlanmistir.

Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan 4T1 fare meme kanseri hiicre hatti
Ege Universitesi Biyomiihendislik Béliimii Laboratuvari’ndan temin edilmistir.
Stok hiicre hatt1 ¢alisma Oncesinde sivi azot tankinda %5 DMSO (Dimethyl
sulfoxide, Merck 102952, Almanya) % 95 serum karisimi igerisinde saklanmustir.
Hiicrelerin pasaj islemleri Dulbeco’s Modified Eagle Medium F-12 Nutrient
Mixture [DMEM/F-12 (Gibco, 31330-038, ABD)] ortamu ile yapilmustir.

3.2 Siit Tozu, Siit, Propolis

Arastirmada Asidofilus siitii i¢in starter kiiltiir hazirlanmasinda kullanilan
yagsiz siit tozu (Pmar Siit Mamulleri Sanayi A.S., Izmir) ile asidofilus siitii
yapmminda kullanilan yarim yagli UHT siit (Arkadasim Siit, Kipa, Izmir)
marketlerden satin alinmigtir. Calisgmada organik propolisin su bazli ekstrakti

(PSE, Neptune Ila¢ San.ve Tic.Ltd.Sti., izmir) kullanilmistir.

3.3 Besiyeri, Kitler ve Kimyasallar

L. acidophilus LA-5 alt kiiltiirlerinin hazirlanmasinda ve biiyiime grafigi
olusturulmasinda MRS sivi besiyeri kullamilmistir. L. acidophilus LA-5
sayimlarinda MRSA kullanilmistir. Mikrobiyolojik sayimlarda seri diliisyonlar
%0,1’lik peptonlu su (PS, Merck 107214, pH: 6,9) ile hazirlanmistir. MRS s1vi
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besiyerinin L. acidophilus LA-5’ten ayrilmasinda fizyolojik su [% 0,85 NaCl
(Merck 106404, Almanya)] kullanilmistir.

4T1 hiicrelerinin alt kiiltiirlerinin hazirlanmasinda DMEM/F-12 ortam1
kullanilmigtir. Splenositlerin alt kiiltiirlerinin hazirlanmasinda Roswell Park
Memorial Institute 1640 (RPMI Medium 1640, Gibco, 21875-34, ABD) ortami1
kullanmilmustir.  Sitotoksisite denemelerinde MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-Diphenyltetrazolium Bromide, Thermo Fisher, M6494, ABD] soliisyonu ve
DMSO kullanilmistir. Splenositlerin uyarilmasi i¢in Concavalin A (Sigma-
Aldrich, Almanya), Lipopolysaccharides (LPS, Sigma-Aldrich, Almanya) ve
Phytohemagglutinin (PHA, Sigma-Aldrich, Almanya) kullanilmigtir. CD8+
sitotoksik T hiicrelerinin yanitinin incelenmesi igin Fixation/Permeabilization Kit
(BD Biosciences Cytofic/ Cytoperm Plus) kullanilmistir.

Hiicre kiiltiiri ¢aligmalarinda hiicre sayimi ve hiicre seyreltilmesi
islemlerinde PBS [Phosphate-Buffered Saline (Gibco, 10010023, ABD)],
tripsinizasyon isleminde Trypsin EDTA (Gibco, 25200-056, ABD) kullanilmustir.

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

kullanilmustir.

3.4 Invivo Calismada Kullanilan Fareler

In vivo ¢alismada tiimo6r fare modelinde kullanilmak iizere Balb/c irki 25
disi fare Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden satin almmmistir. Farelerin bakimi tez
calismast boyunca Ege Universitesi Laboratuvar Hayvanlari1 Uygulama ve
Aragtirma Merkezi tarafindan yapilmistir. Calisma i¢in 2016-067 onay numarasi

ile Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onay alinmustir.
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4. METOT

4.1 L.acidophilus LA-5 Ureme Egrisi

10 mL MRS siv1 besiyerine L.acidophilus LA-5 kiiltiirii stok kiiltiirden %2
oraninda inokiilasyon yapilip 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu
takiben gelistirilen kiiltirden 10 mL MRS sivi besiyerine %2 oraninda
inokiilasyon yapilip 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir ve ikinci alt kiiltiir elde
edilmistir. Inkiibasyon sonunda 10’ar mL MRS siv1 besiyeri igeren tiiplere ikinci
alt kiiltiirden %2 oraninda inokiilasyon yapilmistir. Mikrobiyolojik sayimlar 0., 6.,
9. 12., 15., 24., 30., 48. ve 72. saatlerde yapilmistir. Mikrobiyolojik sayimi
yapilacak MRS s1v1 besiyerindeki kiiltiirlerden aseptik kosullarda 1’er mL 6rnek
almip 9 mL peptonlu suya ilave edilerek ilk diliisyon hazirlanmustir. ilk
diliisyondan sonra seri diliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan son diliisyonlardan
dokme plak yontemine gore ekim yapilmistir ve petriler 37 °C’de 24 saat

inkiibasyona birakilmistir (Muramalle and Aryana, 2011).

4.2 Asidofilus Siitii Uretimi

Tez c¢alismasinda kullanilacak olan L.acidophilus LA-5 kiiltirii stok
kiiltirden 10 mL MRS siv1 besiyerine %2 oraninda inokiile edilmistir. Gelisen
kiiltirden 7 mL MRS siv1 besiyerine %2 inokiilasyon yapilip 37 °C’de 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Aktiflesen kiiltiirler 5000 rpm’de 30 dakika santrifiij
edilerek (Hettich Rotofix I, Almanya) steril fizyolojik su ile yikanmustir. iki kez
yikama islemi uygulanan kiiltiire son hacmine esit olacak sekilde steril fizyolojik
su eklenerek 10° kob/mL iceren hiicre siispansiyonu elde edilmistir. Tez ¢alismasi
kapsaminda yapilan 6n denemelerde kiiltiirlerin siit tozuna inokiilasyonunda %5
orant uygulandiginda, 24 saatlik inkiibasyonda en verimli pH diisiisii ve bakteri
gelisimi saglanmistir. Bu sebeple ¢alisma kiiltiirii elde etmek amaciyla 10 dakika
boyunca 115 °C’de steril edilmis, 50 mL % 10’ luk yagsiz siit tozlarina elde
edilen hiicre siispansiyonundan %35 olacak sekilde inokiilasyon yapilip 37 °C’de
24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Steril erlene aseptik olarak 600 mL yarim yagh
UHT siit eklenmistir. Yarim yagli siite %5 olacak sekilde ¢aligsma kiiltiirii inokiile
edilip steril kavanozlara yaklasik 100’er mL aseptik olarak bdoliinmiistiir.
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Ornekler 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Uretilen asidofilus siitii
Sekil 4.2°de gosterilmistir. Asidofilus siitiiniin pH’s1 fermentasyondan 6nce ve
fermentasyon sonunda pH metre (NEL model:821) ile 6l¢iilmiistiir. Inkiibasyonu
takiben Ornekler hayvan denemelerinde kullanilmak iizere +4 °C’de 14 giin

muhafaza edilmistir.

Sekil 4.2. Denemelerde kullanilmak tizere tiretilen asidofilus siitii

4.2.1. Asidofilus siitiindeki L.acidophilus LA-5’in sayim1

Mikrobiyolojik sayimlar inokiilasyondan hemen sonra (0. Saat),
inkiibasyon sonunda (24. saat), depolamanin 7. ve 14. giinlerinde yapilmstir.
Mikrobiyolojik analiz yapilacak asidofilus siitii 6rneklerinden aseptik kosullarda
I’er mL o6rnek alimip 9 mL PS’ye ilave edilerek ilk diliisyon hazirlanmistir.
Hazirlanan seri diliisyonlardan dokme plak yontemine gére ekim yapilip petriler

37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir (Yazdi, 2010).
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4.3 PSE’nin L.acidophilus LA-5 Uzerine Antibakteriyal Etkisi

PSE’nin L.acidophilus LA-5 iizerine antibakteriyal etkisini incelemek
amactyla minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK) ve minimum bakterisidal
konsantrasyon (MBK) testleri yapilmistir. 7mL MRS sivi besiyerine %2 oraninda
ekim yapilmis olup 37 °C’de 12 saat inkiibe edilmistir. Ekim islemi ikinci defa
aym sekilde gerceklestirilmistir. inkiibasyon sonunda elde edilen kiiltiirler 5000
rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Islem sonunda siipernatant uzaklastirilip,
peletin iizeri steril serum fizyolojik su ile ayni hacme tamamlanmistir. Hiicre
siispansiyonunun Mcfarland degeri steril fizyolojik su kullamlarak 5,8’¢ (10°
kob/mL) ayarlanmigtir. PSE’nin MIK degerleri mikrodiliisyon yontemi ile CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) onerilerine uyularak (Anon, 2012)
belirlenmistir. Deneylerde U tabanli 96 kuyucuklu mikrodiliisyon plaklar
kullanilmistir. MiK plakasina ait sablon Sekil 4.3’te gdsterilmistir.
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Sekil 4.3. MIK testinde kullanilan steril plastik hiicre biiyiime kab1 sablonu

Negatif kontrol satirinin 2. kuyucugundan baslayarak tiim kuyucuklara 100
uL MRS sivi besiyeri eklenmistir. Negatif kontrol i¢in plakanin ilk satirinin
birinci kuyucuguna 200 pL PSE eklenmistir. Bu ekstrakttan 100 pl alinip 2.
kuyucuga aktarilarak ekstrakt 2 kat seyreltilmistir (Cizelge 4.3). Bu islem 12.
kuyucuga kadar gerceklestirilerek 2 katli seri diliisyonlar elde edilmistir. Daha

sonra negatif kontrol satirindaki tiim kuyucuklara 100 pL fizyolojik su ilave
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edilerek kuyucuklarin hacimleri 200 pL’ ye tamamlanmistir. Birinci paralel
satirmin ilk kuyucuguna 200 pL su bazli propolis ekstrakti eklendikten sonra 2.
kuyucuktan baslanarak tiim kuyucuklara 100 uLL MRS siv1 besiyeri eklenmistir. 7.
kuyucuk dahil olacak sekilde 2 katli seri diliisyonlar hazirlanmistir. 7. kuyucuktan
aliman 100 pL karisim digar1 atilmistir. 8. kuyucuga ekstrakt eklenmeyerek pozitif
kontrol kuyucugu olusturulmustur. Birinci paralel satirindaki tiim kuyucuklara
100 pL bakteri kiiltiirti (108 kob/ml) ilave edilerek kuyucuklarin hacimleri 200
uL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan mikrodiliisyon plaklar1 37 °C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda iiremeye bagli bulanikligin

gdzlenmedigi son kuyucuk MIK degeri olarak belirlenmistir (Ak¢a vd., 2006).

Cizelge 4.3. MiK ve MBK testinde kullanilan kuyucuklardaki ekstrakt

konsantrasyonlari

Kuyucuk | Konsantrasyon
(Ppm)
5000
2500
1250
625
312,5
156,25
78,13

N[OOI WNE-

MBK degerini belirlemek i¢in ise, her kuyucuktan MRS kat1 besiyeri
igceren petrilere ¢izme plak yontemine gore ekim yapilip 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda iiremenin gozlenmedigi son petrideki

konsantrasyon MBK degeri olarak belirlenmistir (Ak¢a vd., 2006).

4.4  Hicre Kiiltiirii Caligmalari

Sivi azot tankinda muhafaza edilen 4T1 hiicreleri 37 °C’lik su banyosunda
hizlica ¢oziindiirilmustir. 5 mL ortam (DMEM/F-12) ile stoktaki hiicreler 15
mL’lik steril tiipe aktarilmistir. Karistirthip 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant aspire edilip, hiicreler 5 mL DMEM/F-12 ile siispanse
edilerek 25’lik flaska almip 37 °C’de, %5 CO; igeren inkiibatdrde inkiibe
edilmistir. Hiicreler flaskin ylizeyini kapladiginda pasajlanmistir. Aktif olarak

logaritmik fazda tireyen hiicreler testlerde kullanilmistir.
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4.4.1. PSE’nin 4T1 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisinin incelenmesi

In vivo ¢alismada kullanilacak PSE dozunun belirlenmesi i¢in PSE’nin
4T1 hiicreleri tzerindeki sitotoksik etkisi in vitro olarak MTT testi ile
belirlenmistir. Flasklarda c¢ogaltilan 4T1 hiicrelerinin tizerindeki ortam aspire
edilmistir. Hiicrelerin tizerine 0,5 mL Tripsin EDTA eklenip flaskin yiizeyi
hafifce yikanip eklenen Tripsin EDTA aspire edilmistir. Ikinci tripsinizasyon
islemi i¢in hiicrelerin {lizerine 0,5 mL Tripsin EDTA eklenip 37 °C’de, %5 CO,
iceren inkiibatorde 5 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler,
tizerlerine 5 mL DMEM/F-12 eklenip pipetleme yapilarak 15 mL’lik santrifiij
tiipline aktarilmistir. Homojenize edilen hiicre slispansiyonundan 100 pL alinip
icerisinde 900 pL PBS bulunan Eppendorf tiipiine aktarilmistir. Seyreltilmis
olan hiicre stispansiyonundan 100 pL hemositometreye eklenip 151k mikroskobu
ile hiicre sayimi yapilmistir. Hiicre sayiminin yapildigi numaralandirilmig

alanlarin gosterildigi 6rnek bir sema Sekil 4.4.1°de goriilmektedir.

Sekil 4.4.1. Neu Bauer laminin sematik goriintiisii

Hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Islem sonunda
stipernatant aspire edilip peletin tizerine 5 mL DMEM/F-12 eklenmistir. 96’1

steril plastik hiicre biiyiime kabina 5x10° hiicre/mL olacak sekilde hiicreler
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ekilmistir (Awale et al., 2008). Hiicreler homojenize edilip 90’ar uL 96’11 steril
plastik hiicre biiyiime kabina eklenmistir ve 24 saat 37 °C’de, %5 CO; igeren
inkiibatorde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda sitotoksisiteleri test edilecek
konsantrasyonlar DMEM/F-12 kullanilarak PSE’nin seyreltmeleri yapilarak elde
edilmis ve 96’Ih steril plastik hiicre biiyiime kabina eklenmistir. Bu
konsantrasyonlar PSE’nin genis konstantrasyon araligindaki sitotoksik etkisinin
goriilebilmesi amaciyla hazirlanmistir. Test edilen PSE’nin konsantrasyonlari
Cizelge 4.4.1°de gosterilmistir. 96’11 steril plastik hiicre biiylime kaplar1 48 saat
37 °C’de, %5 COyigeren inkiibatorde inkiibe edilmistir (Awale et al., 2008).

Cizelge 4.4.1. Sitotoksisite analizinde test edilen PSE’nin konsantrasyonlari

Kuyucuk Konsantrasyon
(ng/mL)

1000

520

500

260

100

50

OO WN|F-

Inkiibasyon sonunda kuyucuklara 25 pL MTT soliisyonu (2mg/mL)
eklenip 5 saat daha inkiibasyon (37 °C’de, %5 CO) yapilmistir. Bu islem
sonunda soliisyon bosaltilmistir ve her kuyucuga 150 pL DMSO eklenmistir.
Hafif¢e karistirilan steril plastik hiicre biiylime kaplari spektrometrede
(Versamax Microplate Reader, ABD) 570-620 nm’de analiz edilmistir
(Mosmann, 1983). Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak asagidaki formiil
ile 4T1 hiicrelerinin yiizde canlilik degerleri hesaplanmistir. 4T1 hiicrelerinin
yiizde canlilik verileri kullanilarak Graphpad Prism 7 programi ile PSE’nin 4T1

hiicreleri i¢in ICsg degeri hesaplanmistir.

Absorbans degeri x 100

0 lilik=

/o Canlil Kontrol absorbans degeri

Formiildeki absorbans degeri farkli konsantrasyonlarda PSE ile muamele
edilen 4T1 hiicrelerinin bulundugu kuyucuklardan elde edilen absorbans
degeridir. Kontrol absorbans degeri ise PSE ile muamele edilmemis 4Tl

hiicrelerinin bulundugu kuyucuklardan elde edilen absorbans degeridir.
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4.4.2 PSE’nin 4T1 hiicre hatt1 izerindeki apoptotik etkisinin akis sitometrisi ile

analizi

Denemede kullanilan 4T1 Hiicre silispansiyonu, hiicre konsantrasyonu
5x10° hiicre/mL olacak sekilde 4.4.1 boliimiinde belirtildigi gibi hazirlanmustir.
Hiicreler steril 6 bolmeli plastik hiicre biiylime kabinin kuyucuklarina 1’er mL
ekilmistir ve 24 saat 37 °C’de, %5 CO; igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir. 1
mL ortam igerisinde belirlenen konsantrasyonlarda [ICsy (129 pg/mL) ve
0,5XI1Cs¢ (64,6 ng/mL)] PSE, kontrol grubuna ise 1 mL ortam eklenmistir. 37
°C’de, %5 CO; igeren inkiibatorde 48 saat inkiibe edilmistir (Novak et al.,
2014).

Inkiibasyon sonunda steril plastik hiicre biiyiime kaplarindaki dolu
kuyucuklardaki ortamlar aspire edilip her 5 kuyucuga yikama amaciyla 400 uL
Tripsin EDTA eklenmistir. Bir dakika oda sicakliginda bekletilip steril plastik
hiicre biliylime kabindaki ortam tekrar aspire edilmistir. Ardindan her 5
kuyucuga tekrar 400 uL Tripsin EDTA eklenip bu kez 37 °C’de, %5 CO; igeren
inkiibatorde 5 dakika inkiibe edilmistir. Islem sonunda kuyucuklardaki ortamlar
ayri ayri eppendorf tiiplerinde toplanip 1600 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant aspire edilip peletin iizerine 0,5 mL soguk PBS

eklenmistir. Yikama islemi tekrarlanmistir.

Eppendorf tiiplerine alinan hiicrelere 100 pL Binding Buffer ¢ozeltisi
eklenmistir. Daha sonra kontrol (untreated) grubu disindaki tiim tiiplere 5 pL PE
Annexin ve 5 pL PI eklenerek karanlik ortamda 15 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Siire sonunda her 6rnek tiipine 400 pL Binding Buffer
cozeltisinden eklenip akis sitometrisi cihazinda (BD Accuri C6 Plus, ABD)

analiz edilmigtir.
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4.5 Invivo Calismalar

Calismada 25 adet Balb/c irk1 fare kullanilmistir. Her grupta 5 fare olacak
sekilde 5 grup olusturulmustur. Gruplar Cizelge 4.5’teki sekilde belirlenmistir.
Her gruptaki farenin kuyruguna sira numarasini belirtecek isaretlemeler
yapilmistir. Fareler 12 saat 151k, 12 saat karanlik periyodunda ad libitum olarak

beslenmistir.

Cizelge 4.5.: Incelenen deney gruplari.

1. grup | Timor hiicresi enjekte edilmeyen 1. kontrol (K1)

2. grup | Timor hiicresi enjekte edilen ancak tedavi uygulanmayan 2.
kontrol (K2)

3. grup | Tumor hiicresi enjekte edilen ve su bazli propolis ile beslenen
(PSE)

4. grup | Tumdr hiicresi enjekte edilen ve asidofilus siitii ile beslenen (AS)

5. grup | Timor hiicresi enjekte edilen ve asidofilus siitii ve su bazli propolis
ile beslenen (PSE+AS)
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4.5.1 4T1 in vivo timo6r modeli olusturulmasi

Enjeksiyonda kullanilan 4T1 hiicre siispansiyonun konsantrasyonu 2x10*

hiicre/fare olacak sekilde 4.4.1 boliimiinde belirtildigi gibi hazirlanmustir.

Hiicreler 1:1 oraninda matrijel ile karistirtlip her farenin sol alt meme
dokusunun altina Sekil 4.5.1°de gosterilen sekilde, 100 pL intraperitoneal (IP)

olarak enjekte edilmistir (Maroof and Hasan, 2012).
—

Sekil 4.5.1. Fareye 4T1 enjeksiyonu

4.5.2 Gavaj uygulamalari

Ardigik 14 giin boyunca PSE grubundaki fareler 200 uL propolis ile, AS
grubundaki fareler 100 pL asidofilus siitii ile, PSE+AS grubundakiler ise 200 pL
propolis ve 100 pL asidofilus siitii ile gavaj yoluyla beslenmistir (Orsolic and
Basic, 2003; Orsolic et al., 2004). Su bazli propolisin uygulanma dozu in vitro
sitotoksik analizler sonrasinda 66 mg/kg olacak sekilde belirlenmistir. Gavaj

yoluyla besleme Sekil 4.5.2°de gosterildigi sekilde uygulanmistir.
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Sekil 4.5.2. Farenin gavaj yoluyla beslenmesi

4.5.3 Farelerin Tartim1

Denemenin basinda, denemelerin baglamasindan 5 giin ve 15 giin sonra
fareler anestezi altinda iken sakrifiye edilmeden hemen 6nce farelerin teker teker
tartimlar1 alinmistir  (Orsolic et al., 2005). Sekil 4.5.3.’te yapilan islem

goriilmektedir.

Sekil 4.5.3. Farelerin tartimi
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4.5.4 Timor boyutlarinin 6lgiimii

Fareler anestezi altinda sakrifiye edilmeden hemen 6nce meme dokusu
yakinlarindaki tiimdrlerinin boyutlart (@ mm x b mm) kumpas ile 6l¢iilmiistiir

(Carlsson et al., 1983). Yapilan islem Sekil 4.5.4’te goriilmektedir.

Sekil 4.5.4. Tiimor boyutlarinin kumpas ile 6lglimi

4.6  Splenosit Proliferasyon Analizi

Fareler anestezi altinda servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye
edilmistir. Farelerin dalaklar1 steril pens ve makasla, her grup icin ayr1 ayri
hazirlanmis olan 50 mL PBS i¢ine alinmistir ve her grup i¢in hiicre havuzu
olusturulmustur. Dalak 6rnekleri Sekil 4.6.’da gosterilen sekilde steril elekler
iginde ezilip pargalanarak 10 mL RPMI 1640 ile santrifiij tlipitine aktarilmistir
(Nalbantsoy et al., 2011).
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Sekil 4.6. Farelerden alinan dalak 6rneklerinin hazirlanist

Her grup i¢in hazirlanan 6rnekler 700 rpm’de 7 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda siipernatantlar dokiiliip peletin {izerine 5 mL RPMI 1640
ilave edilmistir. Bu yikama islemi 3 kez tekrarlanmistir. Son yikama isleminden
sonra peletin {izerine 5 mL RPMI 1640 eklenip hiicre sayimi i¢in her drnekten

100 pL alimip igerisinde 900 pL bulunan eppendorf tiiplerine aktarilmuistir.
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Hiicre sayis1 5x10° hiicre/mL olacak sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonundan
100’er pL 96’11 steril plastik hiicre biiylime kabinin kuyucuklarina eklenmistir.
Kuyucuklara her ornek icin 4 tekrarli olacak sekilde ekim yapilmistir.
Splenositlerin uyarilmasi amaciyla kuyucuklara 100 uL inaktif L.acidophilus
LA-5 hiicre siispansiyonu, LPS, ConA ve PHA eklenmistir. Bu islemde
kullanilacak olan inaktif L.acidophilus LA-5 hiicrelerini igeren siispansiyonun
hazirlanmasi i¢in yikama islemi 4.1 boliimiinde belirtildigi sekilde yapilmistir.
Yikama islemi yapilan 10" kob/mL igeren hiicre siispansiyonu 7 mL RPMI 1640
ortami1 eklenip steril petri kabina aktarilarak (petri kabi ile UV lamba arasindaki
mesafe: 3,5 cm) 2 kez 30’ar dakika boyunca UV-C (15 W, Philips, Hollanda)
uygulanmistir. Bu uygulama sonunda canli L.acidophilus LA-5 kalmadigi MRS
kati besiyerine ekim yapilarak dogrulanmistir. Kontrol grubuna ortam
eklenmistir. Splenosit hiicrelerinin ve mitojenlerin eklendigi steril plastik hiicre
biliylime kaplar1 37 °C’de, %5 CO; igeren inkiibatorde 72 saat inkiibe edilmistir
(Nalbantsoy et al., 2011).

Inkiibasyon sonunda kuyucuklara 25 pL MTT soliisyonu (2,5 mg/mL)
eklenip 4 saat daha inkiibe (37 °C’de, %5 CO2) edilmistir. Bu islem sonunda
sollisyon bosaltilmistir ve her kuyucuga 150 pL Dimethyl Sulfoxide (DMSO)
eklenmigtir. Hafifce karistirilan steril plastik hiicre biiyiime kaplari
spektrometrede (Versamax Microplate Reader, ABD) 570-620 nm’de
okutulmustur (Nalbantsoy et al., 2011). Splenositlerin uyarilma seviyeleri
asagidaki formiil kullanilarak tespit edilen stimiilasyon indeksi ile ifade

edilmistir.

Absorbans degeri x 100

Stimiilasyon indeksi (SI)=

Kontrol absorbans degeri

4.7  Farelerden izole Edilen Splenositlerin 4T1 Hiicre Hatt: ile Ko-Kiiltiire
Edilmesi

Steril 6 bolmeli plastik hiicre biiylime kabinin kuyucuklarma 1 mL 4T1
hiicreleri (1x10° hiicre/mL) ve 1 mL splenosit kiiltiiri (5x10° hiicre/mL)

ekilmistir. Kontrol grubu disindakilere son konsantrasyon 5 ug/mL olacak
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sekilde Concanavalin A eklenmistir. Kontrol grubuna ise sadece ortam
eklenmistir. Steril 6 bolmeli plastik hiicre biiylime kab1 37 °C’de, %5 CO; igeren
inkiibatorde 72 saat inkiibe edilmistir (Kano, 2015). Inkiibasyon sonunda

hiicreler inverted mikroskopta (Leice) incelenmistir.
4.8 CD8+ Sitotoksik T Hiicre Yanitinin Ol¢iimii

Her gruptan toplanan dalak hiicre konsantrasyonu 5%10° hiicre/mL olacak
sekilde 4.6. boliimiinde belirtildigi gibi steril 6 bolmeli plastik hiicre biiyiime
kabinda hazirlanmistir. Hazirlanan hiicre siispansiyonundan ikiser mL steril 6
bolmeli plastik hiicre biiyiime kabina eklenmistir. Splenositlerin uyarilmasi
amaciyla kuyucuklara 100 pL inaktif L.acidophilus LA-5 hiicre siispansiyonu
eklenmistir. Kontrol grubuna ise yalnizca ortam eklenmistir. 37 °C’de, %5 CO;

iceren inkiibatdrde 72 saat inkiibe edilmistir.

CD8+ sitotoksik T hiicre yanitinin Ol¢iimii amaciyla Ornekler asagida

anlatildig: sekilde hazirlanmistir:

e Inkiibasyonu takiben steril plastik hiicre biiyiime kabindaki drnekler tek
tek toplanip Eppendorf tiiplerine aktarilmistir.

e Ornekler 1600 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Islem sonunda
siipernatant atilmistir.

e T hiicrelerinin isaretlenmesi i¢in tiiplere 50 pL FIT-C (Anti-fare CD3
antikoru) eklenmistir.

e Ornekler 4°C’de 30 dakika karanlikta inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyonu takiben tiim 6rneklere 250 uL PBS (%3 FBS’li) eklenip
tekrar 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij uygulanmistir. Siipernatant atilip
250 pL PBS (%3 FBS’li) eklenip tekrar 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij
uygulanmistir. Ardindan siipernatant atilmigtir.

e CDB8+ T hiicrelerinin isaretlenmesi i¢in tiiplere 50 pL Per CP (Anti-fare
CD8 antikoru) eklenmistir.

e Ornekler 4°C’de 30 dakika karanlikta inkiibe edilmistir.
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e Inkiibasyonu takiben tiim 6rneklere 250 pL PBS (%3 FBS’li) eklenip
tekrar 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij uygulanmistir. Siipernatant atilip
250 uL PBS (%3 FBS’li) eklenip tekrar 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij
uygulanmistir. Ardindan siipernatant atilmistir.

e Ornek tiiplerindeki hiicreler 100 uL fiksasyon/permeabilizasyon
soliisyonunda (BD Cytofix/Cytoperm Plus, A.B.D.) siispanse edilmis ve 4
°C’de, 30 dakika karanlikta inkiibe edilmistir.

e inkiibasyonu takiben tiim 6rneklere 250 pL PBS (%3 FBS’li) eklenip
tekrar 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij uygulanmistir. Stipernatant atilip
250 pL PBS (%3 FBS’li) eklenip tekrar 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij
uygulanmistir. Ardindan siipernatant atilmistir.

e |IFN-y isaretlenmesi i¢in tiiplere 50 uL PE (Anti-fare IFN-y monoklonal
antikoru) eklenmistir.

e Ornekler 4°C’de 30 dakika karanlikta inkiibe edilmistir.

e PBS (%3 FBS’li) ile 10 X’ten 1 X’e seyreltilmis 250 uL. Perm/Wash
tamponu ilave edilmis ve 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek
stipernatant atilmistir. Yikama islemi iki kez daha tekrar edilmistir.

e Son yikama sonrasinda siipernatant atilmis, hiicreler 200 pL PBS (%3
FBS’li) ile siispanse edilmis ve akis sitometrisine (BD Accuri C6 Plus,
ABD) ge¢ilmistir.

e CD3 boyama yapilarak akis sitometrisinde analiz edilen toplam T
hiicrelerin oran1 ve IFN-y salgilayan CD8+ T hiicrelerinin oranlari
ylzdesel olarak akis sitometrisi ile belirlenmistir. Akis sitometri cihazinin
floresan 15in  algilayan kanallarindan 6x10* dalak hiicre kiiltiirii
gecirilmistir. Elde edilen veriler BD Accuri C6 Software programi (BD
Biosciences, ABD) kullanilarak analiz edilmistir.

e CD8+ T hicrelerinin oranlar1 akis sitometrisinden elden edilen
goriintiilerdeki sag alt bolgedeki (LR) hiicre oranidir.

e CD3 boyama yapilarak akis sitometrisinde analiz edilen toplam T

hiicrelerin oranlar1 akis sitometrisinden elden edilen goriintiillerdeki sag

yarimda goriilen yiizdelik degerlerdir.
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4.9 Istatistiksel Analizler

Tez kapsaminda analiz sonuglarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi
IBM SPSS Statistics.20 Windows paket programi (SPSS 20 for Windows) ve
Graphpad Prism 7 ile yapilmistir. Ortalamalar arasindaki farkliik ANOVA
(Analyses of Variance) ve Bonferroni g¢oklu karsilastirma testi kullanilarak

degerlendirilmistir.
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5. BULGULAR
5.1 Asidofilus Sitiindeki L.acidophilus LA-5’in Sayimi
Asidofilus siitii iiretimi sonunda L.acidophilus LA-5 say1s1 4,2 x10° kob/mL
olarak tespit edilmistir. Asidofilus siitiiniin fermentasyondan 6nce (0. saat) ve
fermentasyondan sonra (24. saat) olgiilen pH degerleri ve mikrobiyolojik sayim

sonuclar1 Cizelge 5.1°de gosterilmistir.

Cizelge 5.1. Asidofilus siitiiniin mikrobiyolojik sayim sonuglar1 ve pH degerleri.

Analiz Fermentasyondan once Fermentasyondan
sonra

L.acidophilus LA-5 1,66 x10” 4,2 x10°

sayis1 (kob/mL)

pH 6,54 4,85

5.2 L.acidophilus LA-5 MRS Sivi Besiyerinde Ureme Egrisi

L.acidophilus LA-5 iireme egrisi Sekil 5.2.’de goriilmektedir. 0-6 saat arasi
lag faz olarak belirlenmistir. Bu asamada bakterileri metabolik olarak liremeye
hazirlik yapmaktadir. 6-11 saat arasi logaritmik faz olarak belirlenmistir. Bu fazda
bakteriler sabit bir oranda ¢ogalmaktadir ve tireme orani 6liim oranindan fazladir.
11-30 saat arasi ise duragan olarak belirlenmistir. Duragan fazda 6lim orani
cogalma oranina esittir. Toplam bakteri sayis1 degismemektedir. 30-48 saat arast
ise Olim faz1 olarak belirlenmistir. Bakterilerin 6liim orani iireme oranindan

fazladir ve toplam hiicre sayis1 azalmaktadir.
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Sekil 5.2. L.acidophilus LA-5’in Ureme Egrisi

5.3 PSE’nin L.acidophilus LA-5 Uzerindeki Antimikrobiyal EtKisi

PSE’nin L.acidophilus LA-5 tizerindeki bakteriyostatik etkisini belirlemek
icin MIK testi, bakterisidal etkisini belirlemek igin ise MBK testi yapilmustir.
MIK ve MBK testlerinde kullanilan orijinal iiriin olan PSE’nin konsantrasyonu
10.000 ppm’dir. MIK testinde baslangic ¢ozeltisi 5000 ppm’e ayarlanmustir.
PSE’nin MIK degeri L.acidophilus LA-5 i¢in 5000 ppm, MBK degeri 5000 ppm
olarak belirlenmistir.

5.4 PSE’nin 4T1 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

PSE’nin 4T1 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi amaciyla
MTT testi ile 4T1 hiicrelerinin ylizde canliliklar1 hesaplanmstir. Farkli PSE
konsantrasyonlarindaki canlilik yilizdeleri Sekil 5.4’te belirtilmigtir. 4T1
hiicrelerinin % canlilik degerleri kullanilarak ICsy degeri 129,25+1,90 pg/mL

olarak hesaplanmuistir.
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PSE'nin 4T1 hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etKisi
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Sekil 5.4. PSE’nin 4T1 hiicre hatti {izerindeki sitotoksik etkisi

5.5  PSE’nin 4T1 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Apoptotik Etkisi

PSE’nin 4T1 hiicre hatt1 iizerindeki apoptotik etkisini tespit etmek amaciyla
sitotoksisite testinde belirlenen 1Cso degeri (129,25+1,90 pg/mL ) ve bu degerin
yar1 konsantrasyonundaki 0,5XICsy (64,6 pg/mL) degeri konsantrasyonlart ile
muamele edilen 4T1 hiicreleri akis sitometrisi ile analiz edilmistir. Ge¢ apoptotik,
proapoptotik ve nektorik 4T1 hiicrelerinin yiizdeleri Sekil 5.5’te belirtilmistir.
Herhangi bir madde ile muamele edilmeyen 4T1 hiicrelerinin akis
sitometrisindeki  gorilintiisii  Sekil 5.5.1’de  gosterilmistir.  Sekil 5.5.2°de
129,25+1,90 pug/mL (ICso) konsantrasyonu ile muamele edilmis 4T1 hiicrelerinin
apoptotik goriintiisii ve Ornek olarak akis sitometrisi sonuglarinin yorumu
gosterilmigtir. Sekil 5.5.3’te ise 64,6 pug/mL (0,5xICsp) konsantrasyonu ile

muamele edilmis 4T1 hiicrelerinin apoptotik goriintiisii gosterilmistir.
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Sekil 5.5.1. Herhangi bir madde ile muamele edilmeyen 4T1 hiicrelerinin akis

sitometrisindeki goriintiisii
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Sekil 5.5.2. PSE’nin 129,25+1.90 pg/mL (ICs, ) konsantrasyonu ile muamele edilmis 4T1

hiicrelerinin akig sitometrisindeki goriintiisii
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Sekil 5.5.3. PSE’nin 64,6 pg/mL (0,5x ICsp) konsantrasyonu ile muamele edilmis 4T1

hiicrelerinin akis sitometrisindeki goriintiisii

ICso konsantrasyonu (129,25+1,90 ug/mL) 4T1 hiicrelerinin  %4,3’{inii
proapoptoza, %3,3’linll ge¢ apoptoza ve %2,5’ini nekroza siirtiklemistir. 0,5x1Csp
konsantrasyonu (64,6 pg/mL) 4T1 hiicrelerinin %1,9’unu proapoptoza, %0,4 lini

gec apoptoza ve %1,4’iinii nekroza siiriikklemistir.

5 -
4,5 A
SR
s 3,5 -
5 o B Proapoptoza ugrayan
§ 37 hiicre popiilasyonu
S 2,5 1
'§. Gec apoptoza ugrayan
a 2 hiicre popiilasyonu
g 15 -
S m Nekroza ugrayan hiicre
T 17 poptlasyonu
0,5 - =
0 -
Kontrol IC50 0,5x IC50

Sekil 5.5. PSE’nin 4T1 hiicre hatti {izerindeki apoptotik etkisi
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Akis sitometrisinde analiz edilmek tizere hazirlanan steril 6 bolmeli plastik
hiicre bliylime kabinda inverted mikroskop ile elde edilmis goriintiileri ile Sekil
5.5.4 ve 5.5.5’te goriilebilmektedir.

Sekil 5.5.4. PSE ile muamele edilmemis 4T1 hiicrelerinin (Kontrol) inverted

mikroskoptaki goriintiisii (10X)
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Sekil 5.5.5. PSE’nin ICsy konsantrasyonu ile muamele edilmis 4T1 hiicrelerinin goriintiisii
(1); PSE’nin 0,5xICsp konsantrasyonu ile muamele edilmis 4T1 hiicrelerinin inverted

mikroskoptaki gériintiisii (2), (10X)

5.6 InVivo Calismalar

5.6.1 Farelerin Agirliklar

Hayvan denemeleri boyunca fareler periyodik olarak tek tek tartilmistir.

Toksik etki sebebiyle herhangi bir 6liim gergeklesmemistir. Farelerin tartimlarinin

ortalamalar1 Cizelge 5.6.1°de ve Sekil 5.6.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 5.6.1. Farelerin Tartimlarinin Ortalamalart.

Ortalama agirhklar (gram) Toksik etki
Grup - - - sebebiyle
0. giin 5. giin 15.giin | s1iim sayisi
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
27
26 -
25 -
24 -
23 -
22 -
21 -
20 -

K1 K2 PSE AS PSE+AS

Sekil 5.6.1. Deneme boyunca farelerin agirlik ortalamalari (n=5)

5.6.2 Tiumor boyutlarinin 6lgiim sonuglari

Tiimdr hacimleri her grup i¢in ortalama olarak ifade edilmistir ve asagidaki

formiile gore hesaplanmistir (Carlsson et al., 1983);

v=a* 2
2
V: tiimér hacmi (mm?®)
a: genislik (mm)
b: uzunluk (mm)
Deneme gruplarinin ortalama tiimor hacimlerinin ortalama viicut agirliklarina

oranlar Sekil 5.6.2’de gosterilmistir.
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K2 PSE AS PSE+AS

Sekil 5.6.2. Deneme gruplarinin ortalama tiimor hacimlerinin ortalama viicut agirliklarina

oranlart K2 grubunun verileri ile karsilastirilmistir (n=5), (b: P< 0,01, c: P<0,001)

5.6.3 Splenosit proliferasyon analiz sonuglari

Asidofilus siiti ve PSE’nin in vivo olarak BALB/c farelerinin splenosit
proliferasyonuna olan etkisi incelenmistir. Splenosit proliferasyonunu analiz
etmek amaciyla splenositler LPS  (Lipopolisakkarit), ConA, PHA
(Phytohaemagglutinin)  mitojenleri ve inaktif L.acidophilus LA-5 ile
indiiklenmistir. Splenosit proliferasyonu, MTT testi ile Ol¢iiliip stimiilasyon
derecesi stimiilasyon indeksi olarak ifade edilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil

5.6.3’te detaylandirilmstir.
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Sekil 5.6.3. Asidofilus siitii ve PSE’nin in vivo olarak BALB/c farelerinin splenosit

proliferasyonuna olan etkisi (n=5), her bir mitojen i¢in elde edilen veriler K1 grubunun
verileri ile karsilagtirilmistir (a: P< 0,05, b: P< 0,01, c: P<0,001)

5.6.4. Farelerden Izole Edilen Splenositlerin 4T1 Hiicre Hatt1 ile Ko-Kiiltiire
Edilmesi

Farelerden izole edilen dalak hiicreleri steril 6 bolmeli plastik hiicre biiyiime
kabina ekilip ConA ile uyarilmistir ve inkiibasyonu takiben her grubu temsil eden
orneklerin inverted mikroskobundaki gortintiileri Sekil 5.6.4.1 (a,b,c,d,e,f)’de

gosterilmistir.

?a-—a; ﬁ
| 4TI hiicresi (5

L
1

(a) K1 grubunun ConA ile uyarilmis splenositlerinin 4T1 hiicreleri ile etkilesimi ve

canliligini koruyan 4T1 hiicreleri
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(b) K2 grubunun ConA ile uyarilmis splenositlerinin 4T1 hiicreleri ile etkilesimi ve

apoptoza ugramis 4T1 hiicrelerinin goriintiisii

A

Apoptoza
ugrayan 4T1 [
hiicresi &)

"

(c) PSE grubunun ConA ile uyarilmis splenositlerinin 4T1 hiicreleri ile etkilesimi ve

apoptoza ugramis 4T1 hiicrelerinin goriintiisi



47

& Sy

Apoptoza
ugrayan 4T1
hiicresi

® s

(d) AS grubunun ConA ile uyarilmis splenositlerinin 4T1 hiicreleri ile etkilesimi ve

apoptoza ugramis 4T1 hiicrelerinin goriintiisii

?
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(e) PSE+AS grubunun ConA ile uyarilmis splenositlerinin 4T 1 hiicreleri ile etkilesimi ve

apoptoza ugramis 4T1 hiicrelerinin goriintiisii
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(f) K1 grubunun herhangi bir uyarici ile stimiile edilmeyen splenositlerinin 4T1 hiicreleri

ile etkilesimi ve canliligini koruyan 4T1 hiicreleri

5.6.5. CD8+ sitotoksik T hiicre yaniti

Oncelikle farelerden toplanan dalak hiicrelerindeki CD3 boyama yapilarak akis
sitometrisinde analiz edilen toplam T hiicrelerin yiizdesel orani tespit edilmistir. Bu

hiicrelerin inaktif L.acidophilus LA-5 ile indiiklenmeleri sonrasinda akis sitometrisi ile

elde edilen goriintiileri Sekil 5.6.5.1°de gosterilmistir.
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Sekil 5.6.5.1. CD3 boyama yapilarak akis sitometrisinde analiz edilen toplam T

hiicrelerin akis sitometrisindeki goriintiisii

Farelerden toplanan dalak hiicrelerinden [IFN-y salgilayan CD8 T
lenfositlerin yiizdesel orani tespit edilmistir. Bu hiicrelerin inaktif L.acidophilus
LA-5 ile indiiklenmeleri sonrasinda akis sitometrisi ile elde edilen goriintiileri

Sekil 5.6.5.2°de gosterilmistir.
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Sekil 5.6.5.2. IFN-y salgilayan CD8+ T lenfositlerin akis sitometrisindeki goriintiileri

Farelerden toplanan dalak hiicre kiiltiirindeki CD3 boyama yapilarak akis
sitometrisinde analiz edilen toplam T hiicrelerin yiizdeleri Sekil 5.6.5.1°de

detaylandirilmigtir

25 ~

= = N
o (6} o
1 1 1

Toplam T hiicreleri (%)

w
1

K2 PSE AS PSE+AS

Sekil 5.6.5.1: CD3 boyama yapilarak akis sitometrisinde analiz edilen toplam T
hiicrelerin ytizdeleri (n=5), veriler K1 grubunun verileri ile karsilastirilmstir (a: P<0,05,

b: P<0,01)
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Farelerden toplanan dalak hiicre kiiltiiriindeki IFN-y salgilayan CD8+ T
hiicrelerinin yiizdeleri Sekil 5.6.5.2°de detaylandirilmistir.

12 -
_ 10 A
s
= 8 -
[}
2
5
= 6 -
=
o
+ 4
®
a
U 2 .
0 )
K1 K2 PSE AS PSE+AS

Sekil 5.6.5.2.: CD8 + T lenfositlerinin yiizdeleri (n=5), veriler K1 grubunun verileri ile
karsilastirilmustir (b: P<0,01, c: P<0,001)

Bu analizler sonucunda farelerden toplanan dalak hiicreleri i¢indeki CD3
boyama yapilarak akis sitometrisinde analiz edilen toplam T hiicrelerinin ve
CD8+ T  hiicrelerinin ylizdeleri Cizelge 5.6.5’te karsilastirmali olarak

gosterilmistir.

Cizelge 5.6.5: Dalak hiicreleri i¢indeki toplam T ve CD8+ T hiicrelerinin yiizdeleri

K1 K2 PSE | AS PSE+AS
CD3 boyama yapilarak 12 11,6 159 | 14,2 18,3
akis sitometrisinde analiz
edilen toplam T
hiicrelerin leri (%0)
CD8+ Thiicreleri (%) 5,2 6,9 53 6,1 9,3
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6. SONUC VE TARTISMA

Tez calismasi kapsaminda ilk adim olarak asidofilus siitii iiretilmistir.
Fermente siit tirlinlerinin karakteristik aromasi ve tekstiirel 6zelliklerinin olusumu,
tiretimde kullanilan bakterilerin metabolik aktivitelerinin sonucunda olusmaktadir.
Bu irilinlerin {iiretiminde kullanilan starter kiiltiirler tarafindan diizenlenen
fermentasyon sirasinda laktik asit ile asetaldehit basta olmak iizere aromatik
bilesenler olusmaktadir (Ozer, 2006; Ugiincii, 2013). Tez kapsaminda yarim yagh
UHT siite L.acidophilus LA5 %5 oraninda inokiilasyonu yapildiktan hemen sonra
siitteki canli L.acidophilus LA5 sayist 1,66x10” kob/mL olarak tespit edilmistir.
24 saatlik fermentasyon sonunda ise olusan asidofilus siitiindeki canl
L.acidophilus LA5 sayis1 4,2 x10® kob/mL’ye ulasmustir. Lee ve Wong (1998),
pH degeri 4 olan bir asidofilus siitiiniin igerdigi L.acidophilus LAS5 bakterisinin
sayisim 1x10%-3x10® kob/mL olarak tespit etmistir. Schaafsma et al. (1990),
yaptiklart ¢aligmada L.acidophilus bakterisi ile fermente edilmis iriindeki
L.acidophilus sayisinin yaklagik olarak 107-10° kob/mL arasinda oldugunu
bildirmislerdir. Savaiano et al. (1984), pastorize siit ve L.acidophilus starter
kiiltiri kullanarak fermente ettikleri asidofilus siitlerindeki L.acidophilus sayisini
1x10" cfu/ml olarak belirlemislerdir. Tez calismasi kapsaminda iiretilen asidofilus
siitlinlin canli probiyotik bakteri sayisi, literatiirdeki ¢alismalarla benzerlik

gostermektedir.

Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi’nde Asidofilus siitiiniin
icermesi gereken minimum canli bakteri sayis1 106 kob/g olarak belirtilmistir
(Anon,2009). Tamime ve Robinson (1990), marketlerde satilan iiriinlerin tiiketime
kadar 5x10°® kob/mL L.acidophilus igermesi gerektigini ve 21 giine kadar
iiriindeki bu bakteri sayisinin korunmasi, iiriiniin dagitiminda ve satisinda 5°C’nin
altinda muhafaza edilmesi gerektigini ifade etmislerdir. Yaygin (1999), asidofilus
siitii tiretiminde son iiriiniin graminda 10-10° canli bakteri bulunmas gerektigini
bildirmistir. Arastirmacilar asidofilus siitii gibi probiyotik iiriinlerden beklenen
saglik yararlarinin saglanmasi icin bu iiriinlerin icerdigi canli probiyotik bakteri
say1sinin 10> kob/mL’nin iizerinde olmasi gerektigini  belirtmektedirler

(Kailasapathy and Chin, 2000; Itsaranuwat et al., 2003). Bu ¢alismada firetilen
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asidofilus siitiiniin 14 giinliik muhafaza siiresi boyunca 10® kob/mL L.acidophilus

icerdigi tespit edilmis olup, literatiirdeki bilgiler ile uyum saglamaktadir.

pH degeri siit ve siit liriinlerinin kalite kriterleri agisindan olduk¢a 6nemli
bir 6lgiidiir. Uriin igerisindeki hidrojen iyonlarinin konsantrasyonunun bir 6l¢iisii
olan pH degeri, ozellikle fermente Uriinlerin kalitesi ve randimani agisindan
oldukca onemlidir. Bu tez kapsaminda yapilan denemelerde, yarim yagli UHT
siite starter kiiltiir inokiilasyonundan hemen sonra 6l¢iilen pH degeri 6,54 iken, 24
saatlik fermentasyon sonunda olusan asidofilus siitiiniin pH degeri 4,85 olarak
Olciilmiistiir. Fermentasyon islemi {iriin pH’s1 4,85 olana dek devam ettirilmis ve
istenilen pH degerine ulasildiginda islem sonlandirilmigtir. Akpinar (2008),
calisma kapsaminda {iretilen asidofilus siitiiniin son pH degerinin 4,16 oldugunu
bildirmistir. Arastirmacilara gore asidofilus siitii tiretiminde ulasilacak son pH
degeri 5,5 ile 6,0 arasindadir ve bu degere ulasmak icin gereken fermentasyon
stiresi 18-24 saattir (Kosikowski and Mistry 2004; Chandan,2006). Hui et al.
(2004), ise asidofilus siitiinlin iretilmesi igin gerekli fermentasyon siiresinin 24
saat oldugunu ve son iiriinde ulasilmasi gereken pH degerinin 4,5-4,6 arasinda

oldugunu belirtmislerdir.

Tez c¢alismasinda PSE’nin L.acidophilus LAS5 iizerindeki antibakteriyal
etkisinin incelenmesi amaciyla MIK ve MBK testleri yapilmistir. Bu testlerde
bakterilerin i¢inde bulunduklari gelisme fazlarinin bilinmesi biiyilk Onem
tasimaktadir. Sonuglarin dogru yorumlanabilmesi amaciyla MIK ve MBK testleri
uygulanmadan Once L.acidophilus LA5’in MRS sivi besiyerine yapilan
inokiilasyonundan sonraki, logaritmik fazda bulundugu saat araligi tespit
edilmistir. L.acidophilus 6-11 saatler arasinda logaritmik fazda oldugu
bulunmustur. Arastirmacilar L.acidophilus LA-K’nin en az 10 saat boyunca
logaritmik fazda kaldigini belirtmistir (Muramalle and Aryana, 2011). Liong ve
Shah (2005), L.acidophilus’un gesitli suglarinin 9-15 saatler arasinda hizli gelisme
gosterdigini ve logaritmik fazda bulundugunu tespit etmislerdir. Bir diger
aragtirmaci ise L.acidophilus’un 0-2 saatler arasinda lag fazda, 2-16 saatler
arasinda logaritmik fazda, 16-20 saatler arasinda duragan fazda ve 20-25 saatler

arasinda Olim fazinda oldugunu bildirmistir (Rieny, 2013). L.acidophilus’un
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farkl1 suslar1 gelisim evrelerinin  benzer saatlerde bulundugu literatiir

caligmalarinda tespit edilmis olup, tez calismasi ile benzerlik gostermektedir.

Tez calismasinda yapilan MIK ve MBK testleri sonucunda PSE’nin
L.acidophilus LA-5 icin bakteriyostatik ve bakterisidal konsantrasyonlari
belirlenmistir. PSE’nin L.acidophilus LA-5 i¢in MIK ve MBK degeri 5000 ppm
(mg/L) olarak bulunmustur. Akca vd. (2006), propolisin etanol ekstraktinin
L.acidophilus iizerindeki antimikrobiyal etkisini incelemis ve g¢alisma sonunda
propolisin etanol ekstraktinin L.acidophilus icin MiK ve MBK degerlerinin 512
pg/mL oldugunu bildirmislerdir. Ozen vd. (2010), Tiirkiye nin farkl1 sehirlerinden
toplanan propolis Orneklerinin etanol ekstraktlariin L.acidophilus tizerindeki
antimikrobiyal etkisini incelemistir. Bartin, Erzincan, Artvin, Tekirdag,
Zonguldak ve Bursa’dan toplanan propolis orneklerinin etanol ekstraktlarinin
L.acidophilus i¢in MIK degerlerinin 1,4 pg/mL ile 6,1 pg/mL arasinda
degismekte iken MBK degerlerinin ise 1,4 pg/mL ile 12,1 pg/mL arasinda
degismekte oldugunu belirtmislerdir. Calismalar dogrultusunda L.acidophilus’un
iizerinde antimikrobiyal etki gosteren maddelerin etkin konsantrasyonlarinin
oldukca degisken oldugu ancak propolis ekstraktlarinin test edilen diger
antibiyotik maddelerden daha az antimikrobiyal etkiye sahip oldugu sonucuna
varilabilmektedir. Propolisin bazi1 bakterilere karsi antimikrobiyal etkilerinin test
edildigi calismalar mevcuttur. Kacaniova (2012), propolisin etanol ekstraktinin
MIK degerlerini Bacillus cereus icin 64 pg/mL, Staphylococcus epidermis igin
128 pg/mL, Escherichia coli i¢in 512 pg/mL olarak bildirmistir. Literatiirde
propolisin su bazl ekstraktlarmin L.acidophilus LA-5 iizerindeki antimikrobiyal
etkilerinin incelendigi calismalarin eksikligi goriilmiistiir. Calismalar genellikle

propolisin etanol ekstraktlari ile yapilmistir.

Bu tez kapsaminda PSE’nin 4T1 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri in
vitro olarak MTT testi ile incelenmistir. Bu amagla propolisin su bazli ekstraktinin
1000, 520, 500, 260, 100 ve 50 ug/mL konsantrasyonlar test edilmistir. MTT
analizinin sonuglart kullanilarak ICso degeri 129,25+1,90 pg/mL olarak
hesaplanmigstir. Literatiirde propolisin 4T1 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin
arastirlldigr  ¢aligmalarin  eksikligi  goriilmiistiir. Ancak propolisin etanol

ekstraktlarinin ve bazi aktif bilesenlerlerinin gesitli kanser hiicreleri {izerindeki in
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vitro anti-tiimor etkilerinin incelendigi ¢aligmalar mevcuttur. Awale et al. (2008),
MeOH ekstraktinin insan pankreas kanser hiicreleri (PANC-1) {izerindeki
sitotoksik etkisini incelemis ve 10 upg/mL konsantrasyonundaki propolis
ekstraktinin PANC-1 hiicrelerinde %100 oraninda nekroz tipteki morfolojik
degisimler sonucu 6liim gozlendigi belirtmislerdir. Carvalho et al. (2011), kanola
yag1 ile ekstrakte edilen propolisin 3 farkli kanser hiicresi lizerindeki sitotoksik
etkileri incelediklerinde ICsy degerlerini; insan promiyelositik 16semi hiicrelerinde
(HL-60) 28,87 ug/mL, insan kolon kanser hiicrelerinde (HTC-8) 40 pg/mL ve
insan meme kanseri hiicrelerinde (MDA/MB-435) 22,19 pg/mL olarak tespit
etmiglerdir. Chen et al. (2004), ise benzer bir ¢alismada Tayvan’a 6zgii 8 tip
propolisten elde edilen etanol ekstraktlarinin insan melanom hiicrelerinde ICsg

degerlerinin 2-20 pg/mL konsantrasyonlari arasinda oldugunu belirtmistir.

Propolisin farkli ekstraktlarimin in  vitro olarak anti-timor etkiler
gbstermesinin yani sira propolisten izole edilen bazi bilesenlerin de benzer etkileri
gosterdigi bilinmektedir. Grunberger et al. (1988), propolisin aktif bir bileseni
olan CAPE’nin insan meme kanseri hiicreleri (MCF-7) i¢in ICso degerinin 5
png/mL olarak tespit etmis ve 10 pg/mL konsantrasyondaki CAPE’nin insan cilt
melanom hiicrelerinde (SK-MEL-28) %100 oraninda inhibisyon sagladigini
belirtmistir. Bu tez c¢alismasinda  goriildiigii iizere PSE’nin  farkh
konsantrasyonlar1 4T1 hiicrelerinde sitotoksik etki saglayabilmektedir. Popovic et
al., (2012) immiin sistem stimiile edici ve anti-timor etkileri oldugu bilinen bir
gida destekleyicisinin (Korbazol) 4T1 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerini
incelemis ve 250 gram korbazolun 595,24 mg propolis ve 1,07 gram polen
icerdigi bildirilmistir. Korbazolun 1:8, 1:16, 1:32 oranlarinda seyreltilerek 4T1
hiicrelerine direkt olarak ugyulandiginda 4T1 hiicrelerinde sirasiyla %73, %40 ve
%28 oranlarinda 6lim gozlendigi belirtilmistir. Ayrica bu {riiniin 16semik
hiicrelerde sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir (Popovic et al., 2012).
Literatlirde propolisin igeriginde bulunan CAPE gibi 6énemli bilesiklerin normal
hiicrelere zarar vermeden, mutasyona ugramis hiicrelerin gelisimini inhibe
edebildigini bildiren ¢alismalar mevcuttur (Guarini et al., 1992; Rao et al., 1993).
Tez caligmasinda kullanilan PSE’nin literatiirdeki  diger sitotoksisite
calismalarinda elde edilen sonuglardan daha yiiksek konsantrasyonlarda 1Csg

degeri olusturmasi, su ekstrakt: olmasindan ileri gelmektedir. Su ekstraktlar1 daha
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az miktarda flavonoid i¢cermektedir ve etken madde konsantrasyonu propolisin

alkol ekstraktlarindan daha diistiktiir.

Tez ¢alismasinda PSE’nin 4T1 hiicreleri igin apoptotik etkilerinin
incelenmesi amaciyla 6ncelikle PSE’nin 4T1 hiicreleri i¢in belirlenen 1Csq degeri
ve 0,5xICsq degeri tespit edilmistir. ICsy degeri ve 0,5xICso degeri propolisin su
bazli ekstraktinin 4T1 hiicreleri lizerindeki apoptotik etkisini incelemek amaciyla
yapilan akis sitometrisi analizinde test konsantrasyonlar1 olarak seg¢ilmislerdir.
ICs50 degerinin (129,25+£1,90 pg/mL) 4T1 hiicrelerinin %4,3’{inde proapoptoza,
%3,3’linde ge¢ apoptoza ve %2.,5’inde nekroza sebep oldugu goriilmiistiir.
0,5x1Csq degeri ise 4T1 hiicrelerinin %1,9’unda proapoptoza, %0,4’linde geg
apoptoza ve %0,4’linde nekroza sebep olmustur. Novak et al. (2014), Brezilya tipi
propolisin etanol ekstraktinin fare cilt melanomu (B16F10) iizerindeki apoptotik
etkisini incelemistir; 10 ug/mL konsantrasyonundaki propolis ekstraktinin
hiicrelerin %18,4’{inii apoptoza siiriikledigini ve 50 pg/mL konsantrasyonundaki
propolis ekstraktinin hiicrelerin  %34,5’ini apoptoza, %68,5’ini ise nekroza
stiriikledigini belirtmistir. Choudhari et al. (2013), sitotoksisite analizinde elde
ettikleri 1Cso degerini (250 pg/mL) kullanarak propolisin etanol ekstraktinin Caco-
2, HT-29 ve B16F1 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisini tespit etmistir. Propolis
ekstraktinin Caco-2 hiicrelerinin %99,3’iinii, HT-29 hiicrelerinin %98’ini, B16F1
hiicrelerinin  ise  %87,2’sini  apoptoza siiriikledigini  bildirmistir.  Ayrica
aragtirmacilar caligmalarinda, nekroz tipte hiicre Oliimii goriilmedigini de
eklemistir. Baliga et al., (2005) 4T1 hiicrelerinin bir yesil cay polifenolii olan
epigallokatesin-3-gallatin (EPCGC) 4T1 hiicreleri tizerindeki antiproliferatif
etkileri oldugunu bildirmis ve 80 pg/mL EPCGC’nin 4T1 hiicrelerinin %40,9’unu
proapoptoza, %49,1’ini ise apoptoza siiriikledigini tespit etmislerdir. Literatiirdeki
caligmalarda diisiik konsantrasyonlarda yiiksek apoptotik etkilerin gdriinmesine
ragmen bu tez calismasinda test edilen PSE’nin 4T1 hiicreleri iizerindeki
apoptotik etkisi oldukca diisiik olarak tespit edilmistir. PSE’nin etanol
ekstraklarindan daha diisiik apoptotik etkileri olmasinin sebebi iiriiniin su bazl

ekstrakt olmasindan ileri geldigi diigiiniilmektedir.
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Bu tez caligmasinda tiim deneme gruplarinin ortalama viicut agirliklart
incelendiginde, deneme sonunda tiim gruplarin agirhik kaybi yasadigi tespit
edilmistir (P<0,05). En fazla ortalama agirlik kaybi (3,13 gram) PSE+AS
grubunda goriilmiistlir. En az ortalama agirlik kaybi1 (0,17 gram) ise AS grubunda
goriilmustir. Agirlik kayiplarina olusan tiimorlerin sebep oldugu ve kanser
hastaliginin yipratict 6zelliginden ileri geldigi tahmin edilmektedir. Deneklerde
onemli bir agirlik kaybir goriilmemistir. Tedavi uygulamalarindan ileri gelen olasi
toksik etkiler sebebiyle hicbir fare 6liimii olmamistir. Orsolic et al. (2005), fare
meme kanseri hiicresi [MCa (1x 10° hiicre/mL)] enjekte edilen farelere 50 ve 150
mg/kg dozlarinda enjeksiyon ile CAPE, kafeik asit ve suda ¢oziinebilen propolis
ekstrakti uygulamiglardir. Uygulamaya tabi tutulan farelerin hayatta kalma
stirelerinin artirildigini, tiimor gelisimlerinin yavaslatildigini ve farelerin viicut
agirliklarinda azalma olmadigini bildirmislerdir. Bir diger ¢alismada antikanser
bir ilag olan Irinotecan’in (IRI) suda c¢oziinebilen propolis ekstrakti veya
propolisin etanol ekstrakti arasindaki sinerjistik etkisi incelenmistir. Denemede
Swiss 1rk1 erkek albino fareler kullanilmis ve Ehrlich tiimor hiicreleri 1x10°
hiicre/fare olacak sekilde kas icine enjekte edilmistir. Ardisik 3 giin boyunca
farelere propolis ekstraktlari (100 mg/kg) ve denemenin 1., 13., 19. giinlerinde IRI
(50 mg/kg) enjekte edilmistir. Arastirmacilar toplam viicut agirligindaki artigin
indirekt olarak tlimor proliferasyonunu ifade ettigini belirtmis ve deneme sonunda
yalnizca IRI uygulanan farelerdeki ortalama agirlik artist 12 gram iken, suda
¢Oziinebilen propolis ekstrakti uygulanan farelerde 3 gram, propolisin etanol
ekstrakti uygulanan farelerde ise 4 gram oldugu bildirmistir (Lisicic, 2014). Filho
ve ark. (2014), tarafindan fareler iizerinde yapilan galismada 9,10-dimetil-1,2-
benzantrasin (DMBA) ile indiiklenen cilt kanseri olusturulmustur. 16 hafta
boyunca propolisin hidroalkolik ekstraktinin (50 ve 100 mg/kg) gavaj olarak
verilmesi ile timor gelisiminin kismen inhibe edilebildigi belirtilmistir.
Denemelerinin ilk 4 haftasinda tiim deneme gruplarinda agirlik kaybi goriilmiis
ancak 16. haftada tiim gruplarda agirlik arig1 goriilmiis oldugu ve deneme gruplari
arasinda agirhik farki olmadigi bildirilmistir. Gill et al. (2000), ise yaptiklari
calismada bazi probiyotik bakteriler ile beslenen farelerdeki viicut agirliklarini
incelemislerdir. Fareler 28 giin boyunca 10° kob/mL igeren L.acidophilus,
L.rhamnosus ve Bifidobacterium lactis siispansiyonlar1 ile gavaj yoluyla

beslenmistir. Deneme gruplarinda agirlik artisinin veya azalisinin goriilmedigi
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bildirilmistir. Bu tez calismasinda elde edilen viicut agirlig: verileri, literatiirdeki

caligmalar ile benzerlik gostermektedir.

Tez calismasinda asidofilus siitiiniin ve PSE’nin kombine olarak ve ayr1 ayr1
in vivo olarak anti-timor etkilerini incelemek amaciyla disi Balb/c farelere 2x10°
hiicre/fare olacak sekilde 4T1 hiicreleri enjekte edilmistir. Enjeksiyonu takiben
ardisik 14 giin boyunca farelere gavaj yoluyla PSE ve asidofilus siitii verilmistir.
Calisma sonunda farelerdeki tiimoér boyutlar1 6l¢iiliip, deneme gruplarinin
ortalama timoOr hacimleri hesaplanmistir. Calisma boyunca metastaz
gozlenmemistir, timor olusumlar1 yalnmizca 4T1 hiicrelerinin enjekte edildigi
bélgede goriilmiistiir. K2 grubunun ortalama tiimér hacmi 131,75 mm® iken, PSE
grubunun ortalama tiimér hacmi 53,81 mm®, AS grubunun ortalama timér hacmi

3 olarak

94,48 mm°®, PSE+AS grubunun ortalama tiimér hacmi 48,23 mm
hesaplanmistir. Tiimo6r hacimleri farelerin ortalama viicut agirliklar1 arasindaki
oranlarin karsilastirilmasi ile uygulamalarin etkileri incelenmistir. Elde edilen
veriler K2 grubunun verileri ile karsilagtirilmistir. Bu oranlar karsilagtirildiginda
timor gelisiminin en iyi baskilandig1 gruplarin PSE+AS ve PSE gruplar oldugu
goriilmistiir (P<0,05). Bu gruplar1 takiben AS grubu tiimor gelisimini baskilayici
etki gostermistir (P<0,05). Sonuglar, hem PSE hem de AS ile beslenen gruptaki

timor gelisimini baskilayici etkinin PSE uygulamasinindan ileri geldigi tahmin

edilmektedir.

Maroof ve Hasan (2012), 4T1 enjekte edilen Balb/c fareleri 15 giin boyunca
gavaj yoluyla L.acidophilus vermis ve L.acidophilus uygulanan grupta 15. giinde
goriilecek sekilde timor gelisiminin baskilandigi belirtilmistir. Baliga et al.
(2005), ise 4T1 hiicreleri enjekte edilen farelere oral yol ile %0,2 ve %0,5
oranlarinda seyreltilmis EPCGC uygulanmasi sonucunda, 30 giin sonra timor
hacimlerinin %32-42 arasinda azaldigini bildirmislerdir. Novak et al. (2014), ise
B16F10 hiicreleri enjekte edilen farelere giinde 10 mg/kg dozda propolis enjekte
etmis ve kontrol grubunda 85,7 mm? olan ortalama tiimér hacminin propolis
uygulanan grupta 57,2 mm?®e diisiiriildiigiinii bildirmistir. Inoue et al. (2008), fare
kanser hiicreleri (4x10° hiicre/mL) enjekte edilen deneklere enjeksiyondan 24 saat

sonra gavaj yolu ile 320 mg/kg ve 960 mg/kg dozlarinda suda ¢6ziinebilen
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propolis ektraktini, 10 giin boyunca giinde 5 defa olacak sekilde uygulamistir.
Deneme sonunda kontrol grubunun ortalama tiimoér agirliginin 700 mg iken 320
mg/kg propolis uygulanan grupta 70 ve 960 mg/kg propolis uygulanan grupta 50
mg oldugu bildirmistir. Yazdi et al. (2010), ise L.acidophilus’un kanserden
koruyucu etkisini incelemek amaciyla Balb/c farelere 14 giin boyunca gavaj
yoluyla L.acidophilus siispansiyonu uygulamis ve 14. giiniin sonunda fare meme
kanseri hiicresi enjekte etmislerdir. Enjeksiyondan sonraki 7 giin boyunca
L.acidophilus siispansiyonu uygulamasina devam etmis ve sonug¢ olarak kontrol
grubunun ortalama tiimér hacminin 5,47 cm® iken L.acidophilus alan grupta 3,6
cm® oldugu belirtilmistir. Baliga et al. (2005), ise 7 giin boyunca farelerin igme
sularina %0,2 ve 0,5 (w/v) oranlarinda yesil ¢ay polifenolii eklemislerdir. 7. giin
sonunda farelerin sirt bolgesine 10* ve 10° hiicre/fare olacak sekilde 4T1 hiicreleri
enjekte edip fareleri yiiksek risk grubu ve algak risk grubu olarak 2 gruba
ayirmiglardir. Polifenol uygulamasi deneme sonunda kadar devam etmistir ve
deneme sonucunda olusan tiimor hacimlerinin %0,2’lik polifenol uygulamasinda
%32, %0,5’lik polifenol uygulamasinda %42 oraninda azaldigini belirtmislerdir.
Literatirde PSE ve asidofilus siitiiniin birlikte kullanildigi bir ¢alismanin
bulunmadig: tespit edilmistir ancak bu iki bilesenin uygulama dozlar1 ve siireleri
bakimindan sonuglarin literatiirdeki farkli calismalar ile benzerlik gosterdigi

belirlenmistir.

Tez cgaligmasi kapsaminda yapilan in vivo denemelerin sonunda, farelerin
anestezi altinda sakrifiye edilmesinin ardindan dalaklari toplanmistir ve farkli
mitojenler (LPS, ConA, PHA, inaktif L.acidophilus LAS5) ile indiiklenen
splenositlerin proliferasyonlart MTT testi ile belirlenmistir. Proliferasyon derecesi
stimiilasyon indeksi (SlI) ile ifade edilmistir. LPS ile indiiklenen hiicrelerin
proliferasyon dereceleri karsilastirildiginda en yiliksek SI degeri PSE ve PSE+AS
gruplarinda elde edilmistir (P<0,05). K2 ve AS gruplarinin SI degerleri ile K1
grubunun SI degeri arasinda anlamli bir fark olmadig: tespit edilmistir (P<0,05).
ConA ile indiiklenen hiicrelerin proliferasyon dereceleri karsilastirildiginda en
yiiksek SI degerleri PSE, AS ve PSE+AS gruplarinda elde edilmistir (P<0,05). K2
grubunun Sl degeri ile K1 grubunun SI degeri arasinda anlamli bir fark olmadigi
tespit edilmistir (P<0,05). PHA ile indiiklenen hiicrelerin proliferasyon dereceleri

karsilastirildiginda en yiiksek SI degerleri AS ve PSE+AS gruplarinda elde
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edilmistir, bu iki grubu takiben PSE grubunun SI endeksi siralanmaktadir
(P<0,05). K2 grubunun SI degeri ile K1 grubunun SI degeri arasinda anlamli bir
fark olmadig1 tespit edilmistir (P<0,05). Inaktif L.acidophilus LA-5 hiicreleri ile
indiiklenen hiicrelerin proliferasyon dereceleri karsilastirildiginda en yiiksek SI
degeri PSE grubunda elde edilmistir (P<0,05). PSE grubunu takiben PSE+AS
grubunun SI degeri siralanmaktadir. K2 ve AS gruplarinin SI degerleri ile Kl

grubunun SI degeri arasinda anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir (P<0,05).

Maroof ve Hasan (2012), 4T1 enjekte edilen Balb/c farelere 15 giin boyunca
gavaj yoluyla 2x10°® kob/mL L.acidophilus uygulanuslardir. Deneme sonunda
gruplarin dalak hiicrelerinin pfoliferasyonlarint MTT analiziyle belirlemis ve
kontrol grubunun stimiilasyon indeksinin 0,8 iken L.acidophilus uygulanan
grubun stimiilasyon indeksinin 2,1 oldugunu belirmistir. Ayn1 kanser hiicre hatti
kullanilmis olan bu galismada splenositlerin stimiilasyon indeksleri L.acidophilus
kullanimi ile ancak 2,1 iken bu tez ¢alismasinda L.acidophilus, su bazli propolis
ekstrakti ile desteklenmis ve stimiilasyon indeksinin 3,6’ya ulasabildigi tespit
edilmigtir. Takahashi et al. (1993), 6 hafta boyunca farelere gavaj yolu ile
uygulanan B.longum ve L.acidophilus’ un splenosit proliferasyonuna olan etkisini
incelemislerdir. Calisma sonunda B.longum ile beslenen grubun splenositlerinde
proliferatif bir yamit gozlenmedigi ancak L.acidophilus ile beslenen grubun
splenositlerinin stimiilasyon indeksinin kontrol grubundan yiiksek oldugu
belirtilmistir. Yazdi et al. (2010), L.acidophilus’un kanserden koruyucu etkisini
incelemek amaciyla Balb/c farelere 14 giin boyunca gavaj yoluyla L.acidophilus
siispansiyonu uygulamis ve 14. giiniin sonunda fare meme kanseri hiicresi enjekte
etmislerdir. Enjeksiyondan sonraki 7 giin boyunca L.acidophilus siispansiyonu
uygulamasina devam etmis ve sonu¢ olarak L.acidophilus uygulanan gruptaki
splenositlerin stimiilasyon indeksinin 1,3, PBS uygulanan kontrol grubunda bu
degerin 1,05 oldugunu belirtmislerdir. Gill et al. (2000), ise yaptiklar1 ¢calismada
baz1 probiyotik bakteriler ile beslenmenin farelerin splenositlerinde olusturdugu
proliferatif etkiyi incelemislerdir. Fareler 28 giin boyunca 10® kob/mL igeren
L.acidophilus, L.rhamnosus ve Bifidobacterium lactis siispansiyonlari ile gavaj
yoluyla beslenmistir.10. ve 28. giinlerde B.lactis alan grubun ConA ile uyarilan
dalak hiicrelerinin proliferatif yanitinin kontrolden daha yiiksek oldugu ancak 10.

giinde L.acidophilus veya L.rhamnosus alan grubun ConA ile uyarilan dalak
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hiicrelerinin proliferatif yanitinin kontrolden farkinin olmadigi bildirilmistir.
Denemenin 28. giiniinde yapilan analizde ise L.acidophilus veya L.rhamnosus
alan gruplarin dalak hiicrelerinin yiiksek proliferatif yanit gosterdigi belirtilmistir.
Literatiirdeki mevcut caligmalar incelendiginde probiyotik bakterilerin immiin
sistem modiilasyonu gibi beklenen yararli saglik etkilerini gdstermeleri amaciyla
oral alinimlarin siirelerinin etkili oldugu ve uzun vadede bu etkileri saglayabildigi
goriilmektedir. Nunes et al. (2003), propolis ekstraktinin (100 pg/mL) ConA ile
uyarilan fare splenositleri ile direkt olarak etkilesimi sonucunda splenosit
proliferasyonunda %35 oraninda inhibisyon tespit ettiklerini bildirmislerdir.
Aragtirmacilar propolis uygulamasi ile aktive olabilen makrofajlarin, lenfosit
proliferasyonunda antiproliferatif —etki gOsteren nitrik oksit salgilamig
olabileceklerini ve bu mekanizma ile tespit edilen sonucun goriildiigiini
belirtmislerdir. Literatiirdeki ¢alismalar ile tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar
karsilastirildiginda, probiyotiklerin splenosit proliferasyonunu benzer seviyelerde
stimiile ettigi ancak bu uygulamanin PSE ile desteklendiginde ¢ok daha fazla
proliferatif etki goriilebildigi tespit edilmistir.

Tez ¢aligmast kapsaminda tiim deneme gruplarinin dalaklari toplanmistir ve
dalak hiicre kiiltiirti inaktif L.acidophilus LA-5 ile indiiklenmistir. Toplam T
hiicrelerinin dalak hiicre kiiltiiriindeki yiizdesi ve IFN-y salgilayan CD8+ T
hiicrelerinin yiizdesel oranlari akis sitometrisi ile belirlenmistir. Toplam T
hiicrelerinin en yliksek yiizde oran1 PSE+AS grubunda tespit edilmistir (P<0,05).
PSE+AS grubunu takiben PSE ve AS grubu siralanmistir (P<0,05). K2 ve K1
grubundaki veriler arasinda anlamli bir fark olmadig: tespit edilmistir (P<0,05).
IFN-y salgilayan CD8+ T hiicrelerinin en yiiksek yiizde oran1 PSE+AS grubunda
tespit edilmistir (P<0,05). P+AS grubunu takiben sirasiyla K2 grubu ile AS grubu
stralanmigtir  (P<0,05). Indiiklenen toplam T hiicreleri yalmzca CD8+ T
hiicrelerinden olusmamaktadir. Bu hiicre popiilasyonu igerisinde indiiklenen CD4+
T hiicreleri de bulunabilmektedir. Tiimor hacimleri ve CD8+ T hiicrelerinin yaniti
karsilastirildiginda, tiimor gelisiminin baskilanmasinda uygulama sonunda CD8+
T hiicrelerinin haricinde NK hiicreleri gibi diger hiicresel mekanizmalarin da

indiiklendigi sonucuna varilabilmektedir.
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Park et al. (2004), CAPE’nin immiin sistem tlizerindeki immiinomodiilator
etkisini incelemek amaciyla 14 giin boyunca Balb/c farelere oral olarak 5, 10 ve
20 mg/kg dozlarda CAPE uygulamistir. CAPE’nin 20 mg/kg doz uygulanan
grubun LPS ile uyarilan B lenfositlerin proliferasyonunda etkisi olmadig1 ancak T
lenfositlerin proliferasyonunda artis sagladigi ve 20 mg/kg dozda uygulanan
CAPE’nin IFN-y salgilanmasin1 indiikledigi belirtilmistir. Ayn1  ¢alisma
kapsaminda 20 mg/kg dozda CAPE uygulamasi ile CD8 T lenfositlerinde
uyarilma saglanamadigi ancak CD4 T lenfositlerinde uyarilmanin %3 oranda
artirlldig1 belirtilmistir. Maroof ve Hasan (2012), 4T1 enjekte edilen Balb/c
farelere 15 gin boyunca gavaj yoluyla 2x10® kob/mL L.acidophilus
uygulamiglardir.  L.acidophilus uygulanan grubun splenositlerinden IL-4
salgilanmasinin azaldigin1 ve IFN-y salgilanmasinin artirildigini bildirmislerdir.
Gill et al. (2000), 28 giin boyunca 10° kob/mL igeren L.acidophilus, L.rhamnosus
ve Bifidobacterium lactis siispansiyonlar1 ile gavaj yoluyla beslenen farelerin
splenositlerindeki degisimleri incelmislerdir. Uygulamalarmin ilk 10 giiniinde
CD4 ve CD8 T Ilenfositlerinin proliferasyonunda anlamli bir degisim
saglanmadig1 ancak 28. giinde CD4 T lenfositlerinin oraninin %40-43 arasinda,
CD8 T lenfositlerinin oranmnin ise %14-15,82 arasinda artis gosterdigini
bildirmislerdir. Arastirmacilar L.acidophilus ve L.rhamnosus alan farelerin dalak
hiicrelerinde IFN-y salgilanmasinin artirildigini ancak Bifidobacterium lactis alan
farelerin dalak hiicrelerinde IFN-y salgilanmasinda artis goriilmedigini
belirtmislerdir. Nunes et al. (2003), 3 giin boyunca 2,5, 5, 10 mg/kg dozlarinda
hidroalkolik  propolis ekstraktini  enjeksiyon yolu ile Balb/c farelere
uygulamiglardir. Farelerin dalak hiicrelerinden salgilanan IFN-y miktar1 ELISA ile
Ol¢iilmiis olup, propolis uygulamasmin IFN-y salgilanmasini artirdiini tespit
etmislerdir. Tez ¢alismasinda bu kapsamda elde edilen sonuglar, literatiirdeki
calismalardan daha diisiik olarak belirlenmistir. Benzer sonuclar tez ¢alismasinda
kullanilan PSE’nin su bazli ekstrakt olmasindan, alkol icermemesinden ve
dolayisiyla alkol ekstraktlarindan daha az flavonoid igermesinden ileri

gelmektedir.

Bu tez calismasinda elde edilen veriler propolis ve asidofilus siitii

uygulamasinin fare meme kanseri modelinde timor gelisimini baskilayici etkileri
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oldugunu gostermistir. Bu caligma yalnizca fare meme kanseri modeli iizerinde
yapilmistir ancak gelecek yillarda c¢alisma farkli deney hayvanlar hatta insanlar
kapsayacak sekilde gelistirilmeye agiktir. Tez c¢alismasinda in vivo denemeler;
tiimor kesitlerinin alinmasi ve biyokimyasal olarak incelenmesi, deneklerin kan
orneklerinden ELISA ile sitokin oOl¢limlerinin yapilmasi gibi ek analizler ile

ileride yapilabilecek calismalar ile daha kapsamli olarak gelistirebilir.

Gelisen teknoloji ve yapilan calismalar sayesinde immiinoterapi kanser
tedavi yontemlerine alternatif olusturma potansiyeline sahiptir. Kanser tedavisinde
her hastaya 6zel bir tedavi yaklasiminin daha etkin sonuglar vermesi goz oniine
alindiginda, konagin kendi immiin sistemini modiile ederek hastaliklarin tedavi
edilmesini saglayan immiinoterapinin gelecek yillarda siklikla kullanilacagi
diistiniilmektedir. Bu kapsamda immiinoterapotik etkileri oldugu kanitlanan
propolis ve asidofilus siitiinlin medikal kullaniminin yayginlasabilecegi
diisiniilmektedir. Antimikrobiyal, antifungal, antiviral, anti-timoér etkileri gibi
yararlari oldugu kanitlanan ari tirtinii propolis, farkl: lilkelerde gida takviyesi veya
ilag olarak adlandirilmaktadir. Tiirkiye’de bal, ar1 poleni, ar1 siitii gibi cesitli ar1
tiriinleri kullanilmaktadir buna ragmen propolis bu iiriinlerden daha az bilinmekte
veya tiiketiciler tarafindan diger ari firiinleri ile karistirilmaktadir. Ulkemizde
zengin bir bitki Ortiisii vardir ve aricilik olduk¢a yaygindir. Oldukga yararl bir ar1
irlinli olan propolisin daha c¢ok tanitilmasi gerekmektedir. Diinyada ve iilkemizde
gerek geleneksel gerekse endiistriyel anlamda iiretilen pek ¢ok fermente siit
icecegi vardir. Bu gidalarin insan sagligina olumlu birgok 6zelligi kanitlanmistir.
Tiiketici bilincinin artmasi ve dolayisiyla probiyotik gidalara egilimin artmasi
fermente iriinlere ilginin de artmasini saglamistir. Artan bu {riin talebinin
karsilanabilmesi icin iilkemizdeki probiyotik ve prebiyotik {iriin yelpazesinin

artirtlmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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