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OZET

Ekzopolisakaritler (EPS’ler), okaryotlar ve prokaryotlar tarafindan iiretilen makromolekiillerdir.
Lactobacillus salivarius (Ligilactobacillus salivarius) KC27L susundan izole edilen
ekzopolisakkarit (EPSkczrr), 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini ve siiperoksit anyon
radikalini (O%") siipiiriicii aktivitesi ve demir iyonu (Fe?*) selatlama aktivitesi ile antioksidan dzellik
gosterir. Bu ¢alisma, EPSkcz7’nin in vitro genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin arastirildigr ilk
caligmadir. EPSkcor (12,50; 25,00; 50,00 ve 100,00 pg/mL), genotoksisite i¢in tek basimna ve
antigenotoksisite i¢in ise mitomisin-C (MMC; 0,20 pg/mL), metil metansiilfonat (MMS; 5,00
pg/mL) veya hidrojen peroksit (H2O2; 100 uM) ile eszamanli olarak uygulanmistir. Bu amagla insan
periferal lenfositlerinde kromozom anormallikleri (KA), kardes kromatid degisimi (KKD),
mikroniikleus (MN) ve comet testleri gergeklestirilmistir. EPSkco7.’nin yapisi ve EPSkcor. ve
EPSkcore + MMC  uygulamalarindan  sonra hiicrelerdeki  degisiklikler taramali elektron
mikroskobunda (SEM) incelenmistir. EPSkc27e tek basina KA, KKD, MN ve comet testlerinde
onemli bir genotoksik etkiye neden olmamustir. EPSkcz7.'nin tek bagina muamelesi, negatif kontrol
(distile su) ile karsilastirildiginda tiim uygulamalarda yalnizca en yiiksek konsantrasyonda (100
ng/mL) mitotik indeksi (MI) dnemli 8lgiide azaltmustir. EPSkco7 + MMC uygulamasi, pozitif kontrol
(MMQ) ile karsilagtirildiginda, tiim konsantrasyonlarda KA, KKD ve MN'leri (12,50 pg/mL harig)
onemli 6l¢iide azaltmistir. EPSkcz71 ayrica MMS tarafindan indiiklenen KA, KKD ve MN sikligim
da onemli Ol¢iide azaltmustir. EPSkcor, EPSkcore + MMC ve EPSkcor + MMS uygulamalart
replikasyon indeksi (RI) ve niikleer béliinme indeksini (NBI) onemli diizeyde etkilememistir.
EPSkca71, H20; tarafindan indiiklenen DNA hasarint da anlamli oranda azaltmigtir. Bu ¢alismanin
sonuglari, EPSkce7i'nin genotoksik aktiviteye sahip olmadigini, ancak MMC, MMS ve H:0:
mutajenlerine karsi antigenotoksik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. EPSkcz7. ve EPSkcor
+ MMC uygulamalar1 SEM’de gozlenen lenfosit ve eritrositlerde dnemli degisikliklere neden
olmamustir. Sonug olarak, EPSkco7'nin genotoksik ajanlara karsi kemopreventif aktivite sergiledigi
bulunmustur. Bu etkinin EPS’nin gii¢lii antioksidan 6zelliklerinden kaynaklandig diisiiniilmektedir.
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ABSTRACT

Exopolysaccharides are macromolecules produced by eukaryotes and prokaryotes.
Exopolysaccharide isolated from Lactobacillus salivarius (Ligilactobacillus salivarius) KC27L
strain (EPSkczr) demonstrates antioxidant properties including 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazase
(DPPH) radical and superoxide anion radical (O,~) scavenging activity, and iron ion (Fe?*) chelating
activity. This is the first study to investigate in vitro genotoxic and antigenotoxic effects of EPSkcz7..
EPSKC27L (12.50; 25.00; 50.00 ve 100.00 pg/mL) was applied alone for genotoxicity and
simultaneously in combination with mitomycin C (MMC; 0.20 pg/mL), methyl methanesulfonate
(MMS; 5.00 pg/mL) and hydrogen peroxide (H202; 100 uM) for antigenotoxicity. For this purpose,
chromosome aberration (CA), sister chromatid exchange (SCE), micronucleus (MN), and comet
assays were performed in human peripheral lymphocytes. The structure of EPSKC27L and changes
in cells after EPSKC27L and EPSKC27L + MMC treatments were studied using scanning electron
microscopy (SEM). EPSKC27L alone did not cause a significant genotoxic effect in CA, SCE, MN,
and comet tests. Treatment of EPSKC27L alone significantly reduced mitotic index (MI) at the
highest concentration (100 pg/mL) in all treatments, compared to the negative control (distilled
water). Treatment of EPSKC27L + MMC significantly decreased CA, SCE, and MN (except 12.50
ug/mL) at all concentrations, compared to positive control (MMC). EPSKC27L, also significantly
decreased the frequency of CA, SCE and MN induced by MMS. EPSKC27L, EPSKC27L + MMC
ve EPSKC27L + MMS treatments did not significantly affect the replication index (RI) and nuclear
division index (NDI). EPSKC27L also significantly reduced DNA damage induced by H202. The
results of this study show that exopolysaccharide EPSKC27L has no genotoxic activity, but it has
antigenotoxic activity against MMC, MMS, and H202 mutagens. EPSKC27L and EPSKC27L +
MMC treatments did not cause significant changes in lymphocytes and erythrocytes in SEM
observations. Consequently, EPS was found to exhibit chemopreventive activity against genotoxic
agents. This effect is considered to be due to the strong antioxidant properties of EPS.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

% Yiizde

°C Santigrat derece
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M Molar
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nm Nanometre
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Kisaltmalar Aciklamalar

BN Bintikleat

BrduU 5-Bromo-2-deoksiuridin, Bromodeoksitiridin
Cyt-B Sitokalasin-B

DNA Deoksiribontikleik asit

EPS Ekzopolisakkarit

EPSkca7L L. salivarius KC27L susundan izole edilen EPS
EtBr Etidyum bromiir

H202 Hidrojen peroksit

KA Kromozomal anormallik

KA/hiicre Hiicre basina diisen kromozom anormalligi

KCI Potasyum klortir
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Ultraviyole



1. GIRIS

Hipokrat 2400 yil 6nce “Besinler ilaciniz, ilaciniz besininiz olsun” diyerek besinlerin saglik
icin olduk¢a Onemli oldugunu belirtmistir. Giiniimiizde, bilimsel arastirmalardaki
gelismeler, diyetin beslenme ihtiyaglarini karsilayabilecegi ve bazi hastaliklarin tedavisinde
yararli bir rol oynayabilecegi fikrini desteklemektedir (Corbo ve digerleri, 2014; Huang ve
digerleri, 2019). Fonksiyonel gida, giday1 sadece yasam i¢in degil, ayn1 zamanda zihinsel ve
fiziksel sagligin kaynagi olarak kullanmayir amaglamakta, g¢esitli hastaliklar igin risk
faktorlerinin  azaltilmasina/Onlenmesine  veya  belirli  fizyolojik  fonksiyonlarin
gelistirilmesine katkida bulunmaktadir (Lobo ve digerleri, 2010). Vitaminler, mineraller,
antioksidanlar, bitki 6zleri, lifler, prebiyotikler ve probiyotikler fonksiyonel bilesikler olarak
kullanilabilmektedir (Grajek ve digerleri, 2005; Corbo ve digerleri, 2014). Probiyotikler,
fermente edilmis fonksiyonel gidalar gelistirmek ic¢in baslangig kiiltiirleri olarak
kullanilabilir. Ayrica probiyotiklerin fonksiyonel gidalarla iliskili saglik yararlari, kismen
ekzopolisakkaritlere (EPS) atfedilmistir. Laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan iiretilen
EPS, umut verici islevsel rollere sahip onemli bilesenler arasindadir (Nampoothiri ve
digerleri, 2017). Gastrointestinal sistemde kolonilesen bakteri, mantar veya arke gibi
mikroorganizmalar ‘mikrobiyota’ olarak adlandirilmaktadir. Genel olarak, dengeli bagirsak
mikrobiyotasi insanlara yarar saglarken, mikrobiyal dengesizlikler metabolik ve bagisiklik
aracilt bozukluklarla iligkilidir. Bagirsak mikrobiyotas1 ve fonksiyonel gida bilesenleri
arasindaki karsilikli etkilesimler, insan sagligi iizerinde olumlu etkilere neden olmaktadir
(Laparra ve Sanz, 2010; Thursby ve Juge, 2017).

Hiicre icinde sentezlenip hiicre disina salgilanan veya hiicre duvarina sabitlenmis enzimler
tarafindan hiicre disinda sentezlenen bakteriyel polisakkaritler, ekzopolisakkaritler (EPS’ler)
olarak adlandirilabilir. EPS'ler, olumsuz c¢evresel kosullara karsi koruma saglamakta,
biyofilm olusumuna yardimci olmaktadir. Ayrica karbon ve enerji rezervi gorevi
bulunmaktadir. Gastrointestinal sistemde uzun siire kalabilirler ve bu sayede probiyotik
bakterilerin  kolonizasyonunu artirabilirler. Bakteriyel ekzopolisakkaritlerin dogal
biyouyumlulugu ve toksik olmayan dogasi, onlarin ¢ok sayida tibbi uygulamada
kullanilmasina yol agmistir. Doku miihendisliginde, ila¢ tasimada ve yara sargisinda matris
olarak kullanimi, bitkilerden ve mikroalglerden elde edilen polisakkaritlere kiyasla onlar1
daha ¢ekici kilmaktadir (Nwodo ve digerleri, 2012). Ek olarak, prebiyotik, antioksidan,

antimikrobiyal, antiviral, immiinomodiilator, antikanser, kolesterol diisiiriicii, antidiyabetik,



antililser ve antihipertansif aktiviteler dahil olmak {izere insan sagliginda onemli rollere
sahiptirler (Nampoothiri ve digerleri, 2017). Bakteriyel ekzopolisakaritler, gida, tip,
eczacilik, kozmetik, tarim, tekstil, insaat ve petrol sondaj operasyonlar1 da dahil ¢ok ¢esitli

alanlarda kullanilmaktadir (Ryan ve digerleri, 2015).

Lactobacillus cinsi bakteriler GRAS (Genel Olarak Giivenli Taninan - Generally Recognized
as Safe) olarak tanimlanan Gram-pozitif, spor olusturmayan gida sinifi bakterilerdir. Bu
bakterilerden elde edilen EPS’ler de GRAS olarak tanimlanmakta ve gidalarda hukuki
acidan sorunsuz kullanilabilmektedirler (Badel ve digerleri, 2011). Lactobacillaceae ve
Leuconostocaceae'nin taksonomileri, genom dizileri, fizyolojik kriterler, organizmanin
ekolojisi, klada 6zgli genler gibi parametreler degerlendirilerek tekrar siniflandirilmistir.
Lactobacillus salivarius’un bu siniflandirmadan sonraki adi Ligilactobacillus salivarius
olarak degistirilmistir (Zheng ve digerleri, 2020). 2020 yilinda yapilan bu degisiklik
nedeniyle daha eski tarihli literatiirlerde bakterinin ismi Lactobacillus salivarius seklinde
ge¢mektedir. Tez kapsaminda ise L. salivarius olarak kullanilacaktir. L. salivarius,
insanlarin, kedilerin, hamsterlerin, tavuklarin ve domuzlarin agiz ve bagirsak yollarinda
bulunabilir ve buralardan izole edilebilir. insan bagirsak sisteminde en bol bulunan
bakterilerden biri olmakla birlikte bagirsak mikrobiyotasini modiile etme, immiin yaniti
uyarma ve gastrointestinal inflamasyonu hafifletme gibi saghigr gelistirici 6zellikleri

bulunmaktadir (Smithson ve digerleri, 2017; Wang ve digerleri, 2020).

L. salivarius KC27L susundan izole edilen ekzopolisakkarit (EPSkco7) antioksidan
ozelligini, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini giderme etkisi, demir iyonu (Fe*?)
selatlama aktivitesi ve siiperoksit anyon radikali (O2”) stipiiriicii aktivitesi ile gostermektedir.
EPSkc27.’nin giiglii biyofilm olusturma kapasitesine sahip olan Escherichia coli ATCC
11229, Enterococcus feacalis 29212 ve Staphylococcus aureus EB1 {izerine antibiyofilm
etkisi de bulunmaktadir. Ayrica L. salivarius KC27L izolat: yiiksek EPS iiretim miktarlarina
sahiptir (Celik, 2018).

Toksikoloji ‘zehir bilimi’dir. Daha spesifik olarak zehirlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
ile canli organizmalar {izerindeki fizyolojik ve/veya davranigsal etkilerini inceleyen bilim
dalidir. Biyoloji, kimya, tip ve farmakolojiyle oOrtiisen bir disiplindir. Yeterli miktarda
alindiginda hastalik veya 6liime neden olacak herhangi bir madde zehir veya toksik madde

olarak kabul edilmektedir. Anahtar kelime ‘yeterli miktar’dir. Doz-cevap iliskisi



‘toksikolojinin babasi’ olarak anilan ve on altinci yiizyil doktorlarindan olan Paracelsus’a
atfedilmektedir. Viicudun bu kimyasallara verdigi tepkinin alinan doza bagli oldugunu
belgelemistir. Calismalari, bir maddenin diisiik dozlarinin zararsiz ve hatta faydal
olabilecegini, daha yiiksek dozlarin ise toksik olabilecegini ortaya koymustur. Paracelsus bu
durumu “Her sey zehirlidir. Sadece doz, bir seyin zehir olup olmadigini belirler” 6ngoriisii

ile aciklamistir (Langman ve Kapur, 2006; Grandjean, 2016; Shaheen ve digerleri, 2018).

Genetik toksikoloji, fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlarin genetik materyalle etkilesimini,
hasara tepki mekanizmalarini ve organizmalar tizerindeki etkilerini inceleyen multidisipliner
bir bilimdir (Lopez-Romero ve digerleri, 2018). Mutajenler, genotoksik karsinojenler olarak
da tanimlanir. Ekstragenik, gen, kromozomal ve genomik mutasyonlar dahil olmak iizere
cesitli mutasyon siniflarina neden olabilmektedirler (Schrader, 2016). Mutasyonlar DNA
dizilerinde olusan degisimlerdir. Hem germ hem de somatik hiicrelerde olusabilir. Germ
hiicrelerinde olusan mutasyonlar bir dizi genetik hastalikta kendini gosterirken, somatik
hiicre mutasyonlar1 karsinogenezin baslamasiyla iliskilidir (Beranek, 1990). Genotoksik
ajanlar, birgok hastaligin baglamasi ve ilerlemesinde rol oynamaktadir. Bu nedenle
genotoksik ajanlarin mutajenik ve karsinojenik etkilerinin belirlenmesi 6nemlidir
(Izquierdo-Vega ve digerleri, 2017). Genetik toksikoloji testleri, gen mutasyonlar
(mutajenite) ve/veya kromozomal hasar (klastojenite) yoluyla DNA ile etkilesime girebilen
ve DNA’nin yapisint degistirebilen bilesikleri tanimlamak i¢in tasarlanmistir. Tek bir
genetik toksikoloji testi, her tiirden genetik hasar1 6ngérmez (Blomme ve Will, 2016). Son
yillarda en ¢ok tercih edilen testler arasinda kromozomal anormallik (KA), kardes kromatid
degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) ve comet testleri bulunmaktadir (Lopez-Romero ve
digerleri, 2018).

Mitomisin-C (MMC) ve metil metansiilfonat (MMS) gibi alkilleyici ajanlar, DNA ile
reaksiyona girerek mutajenik ve kanserojenik lezyonlar olusturmaktadir (Chatterjee ve
Walker, 2017). Hidrojen peroksit (H202) reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) miktarlarini
artirarak oksidatif hasara neden olmaktadir (Chen ve digerleri, 2021). Antimutajenler,
mutajenlerin etkilerini azaltabilir ve/veya onleyebilir. Mutajenlerin etki sekilleri hakkindaki
bilgiler, antimutajenik bilesiklerin calisma mekanizmasini aydinlatabilmektedir (Stoczynska
ve digerleri, 2014). Antimutajenler, mutajenleri DNA’ya saldirmadan once etkisiz hale
getiren desmutajenler ve DNA hasarindan sonra ¢esitli mekanizmalar ile mutasyonu azaltan

biyoantimutajenler olarak siniflandirilmaktadir (De Flora ve Ferguson, 2005).



Bu c¢alismada probiyotik bir bakteri olan L. salivarius KC27L susundan izole edilen
ekzopolisakkaritin  (EPSkco7L) in vitro genotoksik ve mitomisin-C (MMC), metil
metansiilfonat (MMS) ile hidrojen peroksitin (H202) neden oldugu hasarlara karsi
antigenotoksik etkileri aragtirilmistir. Bu ¢alisma s6z konusu eksopolisakkaritin genotoksik
ve antigenotoksik potansiyelinin incelendigi ilk arastirmadir. Bu amagla kromozom
anormallikleri (KA), kardes kromatid degisimi (KKD) ve mikroniikleus (MN) testleri
kiiltire alinmis insan periferal lenfostilerinde; comet testi ise izole edilmis insan
lenfositlerinde gergeklestirilmistir. Ayrica taramali elektron mikroskobunda (Scanning
Electron Microscope, SEM) EPSkcori’nin yapisi, EPSkcor ve EPSkcore + MMC

uygulamalarinin hiicrelerde degisiklige neden olup olmadigi incelenmistir.



2.GENEL BiLGILER

2.1. Mikrobiyota

Insan kolonu, binlerce farkli mikroorganizma tiiriiyle en ¢ok ¢esitlendirilmis organlardan
biridir ve oldukga aktiftir (Yildiz ve Karatas, 2018). Giiniimiizde mikrobiyom terimi tipik
olarak belirli bir mikrohabitatta yasayan mikroorganizmalarin genomlarinin bir
koleksiyonunu ifade etmekte olup bakteri, mantar veya arke gibi mikroorganizmalarin
grubuna mikrobiyota denmektedir (Hooper ve digerleri, 2002; Liu, 2016). Bunlarin ¢cogu
bakteriyel olup konakta g¢esitli yararli etkiler gostermektedir (Oerlemans ve digerleri, 2020).
Mikrobiyal yogunluk bagirsak iceriginin grami basmna; mide ve duodenumda 10%-10*
hiicreden, jejunum ve ileumda 10%-108 hiicreye ve kolon ve diskida 10°-10'? hiicreye
yiikselmektedir (Dethlefsen ve digerleri, 2006; Gerritsen ve digerleri, 2011). Mikrobiyom;
insan genomundan 100 kat daha fazla gen igermektedir (Vael ve Desager, 2009).

Mikrobiyal kiitlenin %99'u gastrointestinal sistem i¢inde olmakla birlikte etkilerini lokal ve
uzun mesafede gosterebilmektedir. Karaciger gibi bir¢ok organ, bilinen bir mikrobiyom
icermemesine ragmen, anatomik baglantilar ile bagirsak mikroorganizmalariyla iligkilidir
(Schwabe ve Jobin, 2013). Bagirsak mikrobiyotasi, insan viicudundaki metabolik, fizyolojik,
immiinolojik siireclerde ve beslenme siirecinde etkilidir. Kolonizasyon direnci ve
antimikrobiyal bilesiklerin iiretimi gibi mekanizmalarla patojenlere kars1 savunmaya
katilirlar. Gastrointestinal sistemin duyusal ve motorik fonksiyonlarinin, bagirsak
bariyerinin ve mukozal bagisiklik sisteminin  gelistirilmesi, olgunlagmasit ve
stirdiirilmesinde de rol oynamaktalardir. Bagirsak epitel hiicrelerinin ¢ogalmasinin,
biiylimesinin ve farklilagmasinin kontroliinii saglamaktalardir (Vael ve Desager, 2009;
Gerritsen ve digerleri, 2011). Kisa zincirli yag asitlerinin (SCFA'lar) iiretimi, vitaminlerin
sentezi (K vitamini ve biyotin, kobalamin, folatlar, nikotinik asit, pantotenik asit, piridoksin,
riboflavin ve tiamin gibi suda ¢oziiniir B vitaminleri), kalsiyum, magnezyum ve demirin
emilimi, sindirilemeyen diyet bilesiklerinin sindirilmesi, bagisiklik fonksiyonunun
gelistirilmesi ve siirdiiriilmesi de dahil olmak tizere konakg1 sagliginin korunmasinda bir dizi
anahtar rol oynadig1 diistiniilmektedir (Guarner ve Malagelada, 2003; LeBlanc ve digerleri,

2013; Greiner ve digerleri, 2014; Lee-Sarwar ve digerleri, 2020).



Cesitli hastaliklarin patogenezinde bagirsak mikrobiyotasinin rol oynadigi bilinmektedir
(Ghosh ve digerleri, 2020). Disbiyoz olarak da bilinen mikrobiyota bilesiminin bagirsaktaki
patojenlerin baskinligi nedeniyle bozulmasi, bir¢ogunun gastrointestinal yol ile iligkili
oldugu ¢esitli hastaliklarla baglantilidir. Ancak, filogenetik kompozisyondaki degisikliklerin
belirli bir hastaligin nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu tartigmalidir (Gerritsen ve digerleri,
2011; Ambalam ve digerleri, 2016). Anormal mikrobiyotanin, iltihabi bagirsak hastaligi
(IBD), irritabl bagirsak sendromu (IBS), obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, Tip 2 diyabet,
astim ve atopi gibi oldukca yaygin hastaliklarla iliskisi bulunmaktadir. Benzer sekilde,
karsinojenez de disbiyotik mikrobiyota ile iligkilidir (Schwabe ve Jobin, 2013; Greiner ve
digerleri, 2014; Castro-Bravo ve digerleri, 2018). Birka¢ metabolik ve norolojik hastaligin
gelisimi dogrudan karaciger fonksiyon bozuklugu ile iligkilidir. Bagirsak bariyeri
fonksiyonunun hedefe yonelik gelisimi, karaciger fonksiyonlarinda iyilesmeye yol agarak
bu hastaliklarin zayiflamasina neden olur (Ghosh ve digerleri, 2020). Beyin fonksiyonu ve
duygusal davranis, bagirsak mikrobiyotasindaki degisikliklerden etkilenmektedir (Ryan ve
digerleri, 2014). Bebek mikrobiyotasindaki gelisim bozuklugu, daha sonraki yaslarda
hastaliklarmn gelisimi ile iliskilendirilmistir. Ornegin, bebeklerde disbiyoz, sonraki yillarda
cocukluk c¢ag1 obezitesi ile atopik ve alerjik hastaliklarin gelisimi arasinda iliski

bulunmaktadir (Vael ve Desager, 2009; Gerritsen ve digerleri, 2011).

Mikrobiyota erken bebeklik doneminde nispeten basit olmakla birlikte beslenme, dogum
sekli, yaslanma, ilag ve antibiyotik kullanimi1 gibi ¢esitli faktorlerden biiylik oSlciide
etkilenmektedir (Ambalam ve digerleri, 2016; Salazar ve digerleri, 2016). Bagirsak
mikrobiyotasinin insan sagligi ve hastalifinda onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Bu
nedenle, bu mikroorganizmalarin antibiyotikler, prebiyotikler, probiyotikler ve sinbiyotikler
tarafindan diizenlenmesi saglig1 iyilestirme ve koruma agisindan énemlidir (Gerritsen ve
digerleri, 2011). Diyet bilesenleri, bagirsak mikrobiyotasinin ¢esitliligini sekillendirmekte
ve mikrobiyal metabolizmada degisiklikler yoluyla bagirsak bariyeri fonksiyonunu
dogrudan veya dolayl olarak diizenlemektedirler (Ghosh ve digerleri, 2020). Probiyotiklerin
cogu dogal olarak insan gastrointestinal sisteminde bulunmaktadir (Gerritsen ve digerleri,
2011). Bircok probiyotik bakteri, EPS salgilayarak mikrobiyota bilesimini degistirmektedir.
EPS’lerin, patojenik bakterileri inhibe etme, bagirsakta probiyotik kolonizasyonu
destekleme ve bagirsak mikroflora 6zelliginin dengesini koruma gibi fizyolojik 6zellikleri
bulunmaktadir (Zhou ve digerleri, 2019; Tang ve digerleri, 2019; Oerlemans ve digerleri,

2020). EPS iireten bakteriler, bu yol ile diisiikk pH, safra tuzlar1 ve gesitli sindirim enzimleri



gibi olumsuz gastrointestinal sistem ortamina toleranslarini artirarak, bagirsak sisteminde

hayatta kalma sanslarini artirabilirler (Xu ve digerleri, 2019).

2.2. Fonksiyonel Gidalar

Fonksiyonel gidalar ‘temel beslenmenin Otesinde saglik yarari saglayan gidalar ve gida
bilesenleri’ olarak tanimlanmaktadir (Corbo ve digerleri, 2014). Fonksiyonel gida bilimi,
prebiyotiklerin kullanimi yoluyla kolon mikrobiyotasini tesvik etmeyi amaglamaktadir
(Yildiz ve Karatas, 2018). Laktik asit bakterileri (LAB) ve laktik asit bakterilerinden
tiretilen EPS’ler, insan sagligi acisindan faydali etkileri olan, besin agisindan zengin
fonksiyonel gida tiriinlerinin gelistirilmesi i¢in 6nemli ekonomik ve terapotik potansiyele
sahiptirler (Bajpai ve digerleri, 2016). EPS’ler fonksiyonel gida endiistrisinde
immiinostimiilan (bagisiklik sistemini uyaran) veya immiinsiipresif (bagisiklik sistemini
baskilayan) ajanlar olarak gida katki maddeleri gibi potansiyel kullanima sahip olabilirler
(Ryan ve digerleri, 2014; Singh ve Saini, 2017). Antioksidanlar, oksidatif stresi azaltma
yetenekleri nedeniyle fonksiyonel gida, terapotik ajan, gida katki maddesi ve besinlerin

korunmasinda koruyucu ajan olarak kullanilirlar (Andrew ve Jayaraman, 2020).

2.3. Ekzopolisakkaritler

Polisakkaritler, hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunan bir
tir dogal makromolekiil polimerlerdir. Yap1 veya kaynaklarina bagl olarak farkli kimyasal
cesitlilik, fizyolojik 6zellik ve biyolojik aktivite sergilemektedirler. Antikanser, antiviris,
antioksidasyon ve bagisiklik regiilasyonu gibi ¢esitli biyolojik aktivitelere sahiptirler (Laifio
ve digerleri, 2016; Chen ve Huang, 2018; Zhou ve digerleri, 2019). Polisakkaritler, cogu
hiicrenin yiizeyini kaplayan, bagisiklik yaniti, yapisma, enfeksiyon ve sinyal iletimi gibi
cesitli biyolojik mekanizmalarda énemli rol oynayan, dogal, toksik olmayan ve biyolojik
olarak parcalanabilen polimerlerdir (Adebayo-Tayo ve Popoola, 2017). Gidalarda viskozite
arttirici, dengeleyici, emiilgator, jellestirici, koyulastirici, stabilizatér ve su baglayict

maddeler olarak islev gorebilirler (Patel ve Prajapat, 2013; Zhou ve digerleri, 2019).

Mikrobiyal polisakkaritler, yiiksek molekiiler agirlikli karbonhidrat polimerleridir ve
kapsiiler polisakkaritler (CPS), lipopolisakkaritler (LPS) ve ekzopolisakkaritler (EPS) olarak

gruplandirilabilirler. Bu polisakkaritler mikrobiyal biitiinliigii korurlar ve hayatta kalmay1



saglayan farkli gorevleri yerine getirirler. CPS’ler ¢ogunlukla bakterilerin patojenisitesiyle
ve viriilans tesvik edici faktorlerle iliskilidir. LPS'ler ise genellikle hiicre duvari bileseni olup
Gram negatif bakterilerin dis zarinda bulunur. Ayrica patojenik organizmalarda 6nemli bir
viriilans faktorii olarak islev goriirler (Patel ve digerleri, 2010; Y1ldiz ve Karatas, 2018; Zhou
ve digerleri, 2019).

Ekzopolisakkaritler (EPS), kompozisyonlarina ve fizikokimyasal 6zelliklerine gore degisen,
cesitli uzun zincirli ve yiiksek molekiiler kiitleli polisakkarit grubudur (Lynch ve digerleri,
2018). EPS'ler, seker ve seker tlirevlerinin monosakkarit rezidiilerinden olusan, bitkiler,
algler, mantarlar ve bakteriler tarafindan tiretilen, suda ¢6ziinebilen polimerlerdir. Bakteriyel
hiicre yiizeyine zayif veya kuvvetli bir sekilde baglanabilir veya ¢evreye salgilanmis formda
bulunabilirler (Ruas-Madiedo ve digerleri, 2002; Dilna ve digerleri, 2015; Caggianiello ve
digerleri, 2016).

Ticari olarak temin edilebilen EPS’lerin biiyiikk bir kismi mikroorganizmalardan
uretilmektedir (Yildiz ve Karatag, 2018). Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus,
Pediococcus, Leuconostoc ve Weissella gibi LAB tiirlerinden siklikla EPS tiretilmektedir
(Behare ve Kumar, 2019). EPS’ler mikrobiyal fermentasyon yoluyla iiretildiklerinden,
cesitli uygulamalar icin yliksek miktarda ve saflikta kolayca temin edilebilirler. Ayrica
bitkilerden ekstrakte edilen polisakaritlere kiyasla ¢ok daha ytliksek verimle elde edilebilirler
(Badel ve digerleri, 2011; Moscovici, 2015). Sentezlenen EPS miktar1 ve karakteri; pH,
sicaklik ve inkiibasyon siiresinden etkilenmekte olup substrat miktarina ve bilesimine gore
de degisiklik gosterebilir (Altun, 2018). EPS’lerin hiicre etrafindaki kalinlig1 genellikle 0,2-
Ium'dir (Shukla ve digerleri, 2019). Mikrobiyal EPS'ler, liretici mikroorganizma tarafindan
enerji kaynaklar olarak kullanilmazlar (Ruas-Madiedo ve digerleri, 2002). Ancak karbon ve

enerji rezervleri olarak islev goriirler (Yildiz ve Karatas, 2018).

Mikrobiyal EPS'nin dogal ortamlarindaki mikrobiyal hiicrenin; sicaklik, 151k yogunlugu,
degisken pH, kuruma, osmotik stres, antibiyotikler veya toksik bilesikler (6rnegin, toksik
metal iyonlar, kiikiirt dioksit ve etanol), protozoanlar tarafindan avlanma, fagositoz ve faj
saldirist olmak {izere biyotik ve/veya abiyotik stresler gibi olumsuz durumlara karsi
korunmasinda bir rol oynadig diisiiniilmektedir (Ruas-Madiedo ve digerleri, 2002; Patel ve

Prajapat, 2013; Caggianiello ve digerleri, 2016). Ayrica mikroorganizmalarda kayma



hareketi, detoksifikasyon ve metallerin selasyonu gibi fonksiyonlar da EPS'yle iligkilidir.
(Adebayo-Tayo ve Popoola, 2017).

QPS (Nitelikli Giivenilirlik Varsayimi - Qualified Presumption of Safety) ve GRAS (Genel
Olarak Giivenli Taninan - Generally Recognized as Safe) statiisiinde olan Lactobacillus cinsi
LAB’lardan ve Bifidobacterium cinslerinden iretilen EPS’ler de GRAS olarak
tanimlanmaktadir. Mikrobiyal EPS’ler bitki ve hayvan kaynakli EPS'ye alternatif olarak
kullanilabilirler (Dilna ve digerleri, 2015; Ryan ve digerleri, 2015; Escarcega-Gonzalez ve
digerleri, 2018). Ornegin bakteriyel seliiloz, yiiksek gerilme mukavemeti ve daha iyi su

tutma kapasitesi ile bitki seliilozunun yerini alabilir (Shukla ve digerleri, 2019).

2.3.1. Ekzopolisakkaritlerin kullamim alanlar:

EPS’ler, gida (biyolojik olarak parcalanabilir gida ambalaji, kivam arttiric1, emiilgator,
jellestirici ajan), saglik (asilar i¢in adjuvan, biyofilm matrisi, kontrollii ila¢ salimi i¢in
nanopargacik), tarim (kok suyunun tutulmasi, tuz toleransini artirma), kozmetik (reolojik
stabilizator, koku tasiyici) ve nanopartikiil alanlari da dahil birgok alanda siklikla
kullanilmaktadir (Altun, 2018; Santos ve Amorim, 2018). EPS'lerin endiistriyel ve
miihendislik uygulamalarinin ¢ogu dokusal ve yapisma O6zellikleriyle iliskilidir (Zhou ve

digerleri, 2019). Bu kullanim alanlarindan en 6nemlilerini agiklayacak olursak;

(Gida alani

EPS peynir, tereyagi ve yogurt gibi siit ve siit tiirevli iirlinlerin dokusunu, reolojisini ve
arttirtlmis agiz hissini gelistirmenin yam sira, yogurtta emiilsiyonlastirma, kalinlastirma,
jellestirme, sinerez azaltma, su baglama ve viskozite gibi fonksiyonel &zelliklere katkida
bulunmak i¢in fermente siit iirlinlerinde kullanilmaktadir (Dilna ve digerleri, 2015; Ryan ve
digerleri, 2015; Singh ve Saini, 2017; Saadat ve digerleri, 2019). Mozzarella peyniri iiretimi
icin kullanilan EPS; nem tutma ve doku 6zelliklerinde artisa neden olmus ve peynire sertlik

kazandirmistir (Bhaskaracharya ve Shah, 2000).

EPS kullanilarak tiretilen dondurmanin daha uzun stirede ¢6ziildiigli ve daha diisiik hacimde
oldugu tespit edilmistir. Uygun EPS'nin tek basina veya ticari olarak dengeleyicilerle birlikte

dondurma iiretiminde kullanilmasi miimkiindiir, ancak secilen EPS'nin 6zgiilliigli veya
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fizikokimyasal 6zellikleri derinlemesine arastiritlmalidir (Altun, 2018). Tahil alanlarinda,
unlu mamullerin iyilestirilmesi i¢in uygulanmaktadir. EPS’nin hamur ve ekmekte
kullanilmasi, hamurun su emilimini ve kirinti yumusakligini arttirir, mikrobiyal bozulmay1
geciktirir ve daha iyi hamur reolojisi saglar. Ayrica ekmegin yapisini koruyarak raf émriiniin
artmasina neden olur (Lynch ve digerleri, 2018). LAB tarafindan {iretilen EPS, gidalarda
yerinde iiretimin yani sira dogal katki maddeleri olarak da kullanilabilir (Adebayo-Tayo ve
Popoola, 2017).

Saglik alani

EPS ve tiirevleri; kolay ulasilabilen, yenilenebilir kaynaklardan elde edilen, biyouyumlu,
potansiyel olarak toksik olmayan, biyolojik olarak ¢oziinebilir ilag tasiyicilart gibi tibbi
alanlarda oldukga genis bir uygulama alani bulmustur. EPS’ler cilt ve kemik onarimu,
kontrollii salimim sistemleri, yapay organlarin implantasyonu, protezler, antikanser ilag
hedeflemesi, as1 iiretimi, gen teslimi, teshis, yara iyilestirme, dis hekimligi, ortopedik
cerrahi, doku miihendisligi ve tibbi cihazlarin kaplanmasi gibi ¢ok ¢esitli biyomedikal
alanlarda da kullanilabilir. Teshislerde kullanilan polisakarit kapli nanopar¢aciklar, tibbi
goriintiilemede ve teranostiklerde (teshis ve tedavi) kilit rol oynayabilir (Moscovici, 2015;
Shih, 2010; Barcelos ve digerleri, 2019; Saadat ve digerleri, 2019). EPS, cildin ana kismi1
olan dermal fibroblastlarinin 4°C'de canliligini arttirir. Bu nedenle, insan cildini soguk

yaralanmalardan korumak icin kriyoprotektif olarak kullanilabilir (Sun ve digerleri, 2015).

EPS adjuvan sistemi olarak, ozellikle influenza pandemik suslar1 gibi zorlu patojenleri
(H1N1, sitma gibi parazitler, AIDS gibi viriisler veya tiiberkiiloz gibi direngli mikobakteriler
gibi) hedef alan gii¢lii bir bagisiklik tepkisi saglayarak asi kaynakli korumay1 arttirabilir
(Saadat ve digerleri, 2019).

Tekstil endiistrisi

EPS’nin viskozite, stabilizator 6zellikleri ve kumaslarla ¢apraz baglanma yetenekleri
boyalarda ve hidrojellerde etkili baglayici ajan olarak kullanilmasini saglar. Akilli kumaslar
da EPS'min yeni uygulamalarindan biridir. Yiksek gozeneklilik sayesinde yanik

tedavilerinde, yara Ortlisii malzemesi ve 0zel kiyafetlerin hazirlanmasinda, hidrofilik
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ozellikleri nedeniyle de spor kiyafetlerinin hazirlanmasinda kullanilirlar (Shukla ve

digerleri, 2019).

Tarim

EPS {ireten bakteriler topragin verimliligini arttirmada onemli bir rol oynamaktadir. EPS
bitkide nodiil olusumunu, kdk suyu tutma oranini ve tuz toleransini arttirmada etkilidir.
Tohumlar1 canlandirmay1 saglamakla birlikte kurumaya ve toksik metallere kars
korumaktadir. Ayrica, patojenleri ortadan kaldirarak ve besin maddelerinin alimini arttirarak
bitki kok ve siirglin biiylimesini saglamaktadirlar (Santos ve Amorim, 2018; Shukla ve
digerleri, 2019). EPS kirlenmis topragin endiistriyel atik sulardan, madencilik endiistrisinden
ve tarimsal verimlilik i¢in kullanilan kimyasallardan temizlenmesi ve biyolojik olarak

tyilestirilmesi i¢in de kullanilmaktadir (Sardar ve digerleri, 2018).

Biyoremediasyon

Biyoremediasyon, kontamine bolgede bulunan tehlikeli madde miktarini azaltmak veya yok
etmek icin mikroorganizmalarin ve bitkilerin kullanildigi potansiyel bir iyilestirme
teknigidir. Ozellikle hidrokarbonlarla kontamine olmus bélgelerde potansiyel bir toprak
1slah teknolojisi olarak uygulanmaktadir. Biyoremediasyon islemlerinde iyon baglama
ozelliklerine sahip olduklar1 i¢in bakteriyel polisakkaritler tercih edilmektedir. EPS'nin
metal baglama bolgesi icin segicilik 6zelligi, kanalizasyon aritiminda zehirli ve agir metal
kirleticilerinin giderilmesi i¢in potansiyel olarak biiyiilk onem tasimasini saglamaktadir

(Shukla ve digerleri, 2019).

Petrol endiistrisi

Petrol endiistrisinde, mikroorganizmalar ve EPS'ler, ‘Mikrobiyal Gelistirilmis Yag Geri
Kazanimi (MEOR)’ olarak bilinen yagin geri kazanimi ve petroliin ¢ikarilmasi i¢in
kullanilirlar. MEOR, genellikle birincil ve ikincil geleneksel yontemleri kullanarak yag geri
kazaniminin artik miimkiin olmadig ii¢iinciil bir agsama olarak kullanilan bir tiir gelismis yag
geri kazanim teknolojisidir. Geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda, daha 1iyi
uygulanabilir. Bunun yan1 sira ¢evre dostu, diisiik maliyetli ve diisiik ¢evresel toksisiteye

sahiptir (Geetha ve digerleri, 2018; Shukla ve digerleri, 2019; Zhang ve digerleri, 2020).
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Kozmetik endiistrisi

Bakteriyel polisakkaritler, cilt bilesenlerinin biyosentezini uyarma kapasiteleri, cilt
hidrasyonu tlizerindeki olumlu etkileri ve hiicre yenilenmesini saglamalari ile cilt bakiminda

adjuvan olarak kullanilmaktadirlar (Majee ve digerleri, 2017).

Nanopartikiil

Nanopartikiiller (NP) tip, cerrahi, kozmetik, biyofizik, kimya, uzay, elektronik, tarim ve spor
gibi insan yasamini etkileyen birgok alanda kullanilmaktadir. Ayrica antimikrobiyal,
antioksidan ve antikanser ilaglar, ila¢ salim sistemleri, kimyasal sensorler, kontrast maddeler
ve katalizorler gibi biyomedikal alanlardaki uygulamalariyla metal nanopartikiillerin sentezi
ve stabilizasyonu son zamanlarda ilgi ¢eken bir konudur. NP sentezi i¢in kullanilan fiziksel
ve kimyasal yontemler pahalidir ve toksik yan {iriinlerin liretimini igerdiginden cevresel
olarak giivenli degildir. Bu nedenle daha giivenilir ve ¢evre dostu nanopartikiiller iiretmek
icin biyolojik yoOntemler gibi alternatif yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bitkiler ve
hayvanlarin yanm1 sira bakteriler, mantarlar, mayalar ve alglerden saflastiriimig
polisakkaritler, NP’lerin sentezi ic¢in indirgeyici ve stabilize edici ajanlar olarak
kullanilmaktadir. En ¢ok arastirilan ve {iretilen nanopartikiiller arasinda giimiis (Ag-NP) ve
altin (Au-NP) nanopartikiilleri yer almaktadir (Adebayo-Tayo ve Popoola, 2017; Saravanan

ve digerleri, 2017; Escarcega-Gonzalez ve digerleri, 2018).

Yapilan bir ¢calismada, LAB’dan iiretilen EPS’ler ile stabilize edilmis AgNP’lerin Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi antibakteriyel aktivite sergiledigi gézlemlenmis,
dolayisiyla bunlarin  genis spektrumlu antimikrobiyal olarak kullanilabilecegi
diistintilmiistir (Adebayo-Tayo ve Popoola, 2017). Ksantan zamkiin Au-NP'lerin
sentezinde kullanildig1 bir caligmada ise, bu molekiillerin insan akciger kanseri hiicrelerinde
doksorubisin hidrokloriir (DOX) i¢in etkili bir ilag¢ tastyict oldugu kanitlanmistir. NP’lerin
biyolojik olarak uyumlu oldugu, toksik etkilerinin olmadig1 ve 24 saate kadar dayaniklilik
gosterdigi gozlemlenmistir (Pooja ve digerleri, 2014). Bakteriyel EPS’ler kullanilarak
sentezlenen metalik NP’lerin uygulama alanlarindan bazi o6rnekler Cizelge 2.1°de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.1. Bakteriyel EPS’ler kullanilarak sentezlenen metalik NP’lerin uygulama alanlari
(Escarcega-Gonzalez ve digerleri, 2018).

EPS NP Uygulama Alanlar1
Au-NP [la¢ tasima, antikanser tedavisi
Ksantan Zamki i i
Ag-NP Antibakteriyel
(Xanthan Gum)
Pd/Fe-NP Toprak iyilestirme
Dekstran Ag-NP Antibakteriyel ve antifungal
(Dextran) Au-NP Antikanser
Kurdlan AuU-NP ve Zn-NP Protein etkilesimi
(Curdlan) Se-NP Antioksidan, sitotoksisite deneyleri
Jellan Zamki Au-NP ve Fe304-NP | Tlag tasima, antikanser tedavisi
(Gellan Gum) Ag-NP Antibakteriyel
Ag-NP Nanofiber, kimyasal sensor
Seliiloz _ __
Au-NP Enzim immobilizasyonu
(Cellulose) i i i
Cu-NP Antibakteriyel, nanofiber

EPS modifikasyonu

Cesitli kimyasal modifikasyon yontemleri ile polisakkaritler ve EPS’ler istenilen
fonksiyonel 0Ozellikleri kazanabilir ve c¢esitli  uygulamalarda  kullanilabilirler.
Modifikasyonlar, EPS’lerin yan zincirlerinin dogasii degistirme veya ¢apraz baglanma
reaksiyonu yollariyla onlarin  diger biyomakromolekiillerle kimyasal reaksiyonlari
indiikleyebilmektedir. Modifikasyonlardan bazilar1 enzimatik ve enzimatik olmayan
yontemlerle fosforilasyon, selenilasyon, karboksimetilasyon, siilfasyon, asetilasyon ve
asit/alkali bozunumudur. Gen ekspresyon g¢aligmalari ve molekiiler teknikler, mikrobiyal
EPS’lerin daha fazla iiretilmelerini, daha fonksiyonel ve ¢ok yonlii 6zellikler kazanmalarini
saglayabilir, EPS’lere modifikasyon siirecinde 6zgiilliikk kazandirabilir (Bajpai ve digerleri,

2016; Li ve digerleri, 2016; Majee ve digerleri, 2017; Wang ve digerleri, 2019).

Mikroorganizmalar tarafindan en ¢ok liretilen ve literatiirde genis yer kapayan EPS'lerden
bazilar1 dekstran (dextran), ksantan (xanthan), seliiloz (cellulose), kurdlan (curdlan),
hyaliironik asit (hyaluronic acid), siiksinoglukan (succinoglycan), jellan (gellan), aljinat

(alginate) ve levandir (Escarcega-Gonzalez ve digerleri, 2018). Bunlarin monomer birimleri,
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izole edildikleri mikroorganizmalar, Ozellikleri ve uygulama alanlar1 Cizelge 2.2°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.2. Ticari olarak 6nemli EPS’lerin o6zellikleri ve uygulama alanlar1 (Patel ve
Prajapat, 2013; Sanlibaba ve Cakmak, 2016; Hussain ve digerleri, 2017;
Santos ve Amorim, 2018; Saadat ve digerleri, 2019; Shukla ve digerleri, 2019)

Monomer i . .
EPS o _ | Mikroorganizma Ozellikleri Uygulama Alanlari
birimleri
Leuconostoc Veterinerlik ve insan tibbinda antikoagiilan,
. mesenteroides, kan plazmast genisletici, kan akisim
§ Leuconostoc i}_/ilestirici, kolesterol diistiriicii, adjuvan
X dextranicum, -ivoni ajan,
8 . Lactobacillus Non-iyonik Doku ve hiicre kiiltlirlinde mikro tagtyici,
= Glikoz karakter, N
= hilgardii . Gidalarda emiilgator,
3 gararn, Stabilite kerl rtnlerind Keri
= Streptococcus Sq erleme  driinlerinde sekerin
= mutans, kristallesmesini engelleme
reuteri Yag geri kazanimi
e Glikoz, Antiviral ve antikanser ajan
< Mannoz, Genis sicaklik | Gida endiistrisinde emiilgator stabilizator ve
é Glukuronik | wanthomonas araliginda klyam arttirici .
< i . yiiksek Ikincil ve tigiinciil ham petrol geri kazanimu,
= asit, campestris o . - ;
I Asetat, viskozitede Kozmetik ve kisisel bakim friinleri, sag
s Piruvat kararlilik renklendirici
X Boya ve eczacilik endiistrisi
Alcaligenes él?)g::ll;?lfl:r tibbi Gida endiistrisinde biyolojik kivamlagtirici,
viscosus, 9 tatl sekerleme tretimi,

Yagda ve suda S e . .
= Zymomonas iiksek Prebiyotik, antitimor ve hipokolesterolemik
3 Fruktoz | mobilis, TS ajan, gevre dostu yapistirici,

- . - ¢ozlniirlik, : . o
Bacillus subtilis, Ila¢ ve kozmetik endiistrisi
Yapigkanlik, .
Streptococcus . luluk Hayvan yemi
salivarius Bilyouyum utu Peptit bazli ilag nano tastyici

Film olusturma
= Glikoz, Yiiksek akma Yenilebilir film, jelatin, tath ve recel yapimi,
= Ramnoz, | Sphingomonas gerilimi, Kiiltiir ortaminin katilagmasi i¢in jellestirici
R} Glukuronik | paucimobilis, Diisiik madde,
= asit, Sphingomonas | viskozite, flag endiistrisi
% Asetat, elodea Suda ¢6ziinme, | Gida sanayinde stabilizator, kivamlastirict
i Gliserat Anyonik yap1 ve jellestirici ve siispanse edici ajan

c = Rhizobium Jel olusturma Jellestirici ajan,

(_G c_s - - g - .

s 5 Glikoz melllc_)tl, kabiliyeti, AIDS karsiti }lag, o )

S 3 Alcaligenes Suda Gidalar ve ilag endiistrisinde agir metal
e faecalis ¢coziinmeme giderimi
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Cizelge 2.2. (devam) Ticari olarak 6nemli EPS’lerin 6zellikleri ve uygulama alanlari (Patel
ve Prajapat, 2013; Sanlibaba ve Cakmak, 2016; Hussain ve digerleri, 2017,
Santos ve Amorim, 2018; Saadat ve digerleri, 2019; Shukla ve digerleri, 2019)

Monomer . . .
EPS o ] Mikroorganizma Ozellikleri Uygulama Alanlari
birimleri
> Acetobacter Yaniklar1 veya cerrahi yaralari iyilestirmek
s 8 : li Yiksek gekme | j¢in gecici yapay cilt
== Glikoz Xylinum, SRS
5 = Pseudomonas dayanimi Gidalarda sindirilemez lif
A o sp. Baypas operasyonlarinda yapay kan damari
Z %\ Hiicre Yapay gozyast sivist ve oftalmik cerrahi
< ® . s
< S| clukuronik Streptococcus acjezyonu, Yara iyilegmesi,
£ c asit equii, hiicre S .
g g min | Streptococcus motilitesi Sinoviyal s yenileme,
= 5 | Glukozamin ptococ L Kozmetik endiistrisinde losyon,
s g zooepidemicus pseudo plastik, nemlendirici aian
= I viskoelastik J
Canlt  hiicreler ve enzimler igin
immobilizasyon matris,
g Sabit su i¢inde | Hipoalerjik yara iyilestirici,
Z S?ker., | Acinetobacter yag Ilag dagitimu,
g Yag asidi | calcoaceticus emiilsiyonlar1 Ham petrol geri kazanimu,
- olusturabilme Fidan ve bitki koklerinin kurumaya kars
kaplanmasi,
Pestisit
Canli hiicreler ve enzimler igin
immobilizasyon matris,
T _ Hipoaler;j 11.< yara iyilestirici,
< Guluronik Pseudomonas Kontrollii ilag salimu,
> asit, - Film olusumu, | Fidan ve bitki koklerinin kurumaya karsi
= . aeruginosa,
< Mannuronik Jellesme kaplanmasi,
= - Azotobacter . o gy e ..
© asit, . . kapasitesi Bitki doku kiiltliriinde yapay tohum iiretme
< vinelandii .
= Asetat Pestisit
< Gida hidrokolloidi,
Pansuman malzemelerinin hazirlanmasi
Gida endiistrisinde kivam arttiric
s =
£ 8 Yag geri kazanimi
= 2 . Alcaligenes Yiiksek £ gert kaz ’
s D Glikoz, : . . Jellestirici ajan,
S 9 faecalis var. viskozite, " - ..
g 5 Galaktoz MVXOTENes Asit stabilitesi Immobilizasyon matrisi,
= 8 yXog AIDS karsit1 ilag
Lo
— Mannoz, Yiiksek Cimento sistemlerinde ve petrol sondaj
c © Ramnoz, N
8 < . . sicakliklarda sahalarinda stabilizatér,
> O Glikoz, Alcali genes sp. . .
> =2 . kararli ve Tekstil endiistrisi
2 | Glukuronik . .
asit viskoz Yag geri kazanimi
Yiksek
¢Oziindrlik, Kozmetik
S Diisiik Prebiyotik
c . Leuconostoc . . .
3 Glikoz mesenteroides viskozite Hacim arttirici
< Enzimatik Sekerlemelerde disiik glisemik indeksli

hidrolize kars1
direng

tatlandirici
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2.3.2. Ekzopolisakkaritlerin saghkla iliskisi

LAB tarafindan {retilen EPS'ler prebiyotik potansiyellerinin yani sira antikanser,
antioksidan, antiproliferasyon, kan kolesterol ve glikoz disliriicli, immiinomodiilator,
antikoagiilan, antibiyofilm, antiviral, antiiilser ve antihipertansif aktiviteler dahil olmak
lizere insan veya hayvan sagliginda ¢esitli potansiyel fonksiyonlara sahiptir (Badel ve
digerleri, 2011; Saadat ve digerleri, 2019; Ale ve digerleri, 2020). Laktoz intoleransinin
hafifletilmesi, B-glukuronidaz ve nitrorediiktaz gibi mutajenik enzimlerin azaltilmasi gibi

etkileri de bulunmaktadir (Bajpai ve digerleri, 2016).

EPS’lerin prebiyotik etkileri

Prebiyotikler, ‘saglik yarar1 saglayan konak mikroorganizmalar tarafindan segici olarak
kullanilan substratlar’ olarak tanimlanmaktadir (Gibson ve digerleri, 2017). Literatiirde
EPSmin de insan gastrointestinal sisteminden gegerken diger prebiyotikler
(fruktooligosakkaritler, galaktooligosakkaritler ve iniilin gibi sindirilemeyen polisakkaritler)
gibi gastrointestinal sistem biitlinliigiinii korumas1 hakkinda ¢esitli ¢alismalar vardir (Ryan
ve digerleri, 2015). EPS’nin koruyucu tabakasi, konagin gastrointestinal sisteminde bagirsak
gecisi sirasinda EPS iireten laktik asit bakterilerini (LAB) ve diger probiyotik
mikroorganizmalarin hayatta kalma siiresini uzatir ve secici olarak arttirilmasi yoluyla
prebiyotik etki gosterir (Patel ve digerleri, 2010; Hongpattarakere ve digerleri, 2012; Zhou
ve digerleri, 2019). Insanlarda degerlendirilen ve ticari olarak kullanilan prebiyotiklerin
cogunun Lactobacillus ve Bifidobacterium'u spesifik olarak uyardigi, ancak Clostridia sinifi
ve Escherichia coli'nin bazi iiyeleri gibi patojenleri uyarmadigi gosterilmistir (Gibson ve
digerleri, 2017).

EPS’lerin antioksidan ozellikleri

Sentetik antioksidanlarin gida iriinlerinde kullanimi, sayisiz faydasinin yaninda insan
saglig1 iizerinde bir¢ok olumsuz etkiye de neden olabilmektedir (Andrew ve Jayaraman,
2020). LAB'dan elde edilen EPS’lerin, serbest radikallerin uzaklastirilmasinda rol oynayarak
dogal antioksidanlar olarak islev gordiigli ve saglik acisindan giivenli oldugu bilinmektedir.
Toksik etkileri bulunan sentetik antioksidanlar yerine kullanilabilirler (Saadat ve digerleri,

2019). Diger kaynaklardan elde edilen polisakkaritlerin mekanizmasina benzer sekilde,
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mikrobiyal kaynaklardan EPS'nin de hidrojen verme yetenegi, bazi antioksidan fonksiyonlar

icin baskin 6zellik olarak kabul edilmektedir (Andrew ve Jayaraman, 2020).

Bir¢ok calismada Lactobacillus cinsi bakterilerden elde edilen ekzopolisakkaritlerin 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), siiperoksit anyon (O2") ile hidroksil radikallerini (OH")
temizleme ve demir iyonu (Fe?") selatlama aktiviteleri sergiledigi raporlanmistir (Li ve
digerleri, 2014; Wang ve digerleri, 2014; Tang ve digerleri, 2017). Bu nedenle
polisakkaritler serbest radikal temizleyici, indirgeyici madde ve metal selatlayici
antioksidanlar olarak kabul edilmektedirler (Wang ve digerleri, 2016; Rajoka ve digerleri,
2020).

EPS’lerin antikanser etkileri

LAB gibi giivenli dogal kaynaklardan elde edilen EPS'ler genellikle diisiik sitotoksisiteye ve
yan etkilere sahiplerdir. Ayrica sentetik antikanser ajanlarinin yerine alternatif olarak
kullanilabilirler (Saadat ve digerleri, 2019; Abdelnasser ve digerleri, 2020). Kemoterapi ve
radyoterapi gibi yontemlerle karsilastirildiginda, normal hiicrelere zararli bir etkisi yoktur
(Zhou ve digerleri, 2018). EPS’ler, reaktif oksijen tiirlerini (ROT) mitokondrilerden
uzaklastirabilir, kanser hiicrelerinin apoptozunu indiikleyebilir, T ve B lenfositleri ve
makrofajlar tarafindan interlokin salinimiin indiiksiyonunu uyarabilir ve kanser
hiicrelerinin proliferasyonlarini inhibe edebilirler (Ismail ve Nampoothiri, 2013; Berthold-

Pluta ve digerleri, 2019).

EPS’lerin immiinomodilator etkileri

EPS molekiillerinin bagisiklik sistemini modiile edebildikleri bildirilmistir (Saadat ve
digerleri, 2019). Bu molekiiller enfeksiyonlar1 baskilayabilir, gastrointestinal sistem
kanserlerini ve enflamatuar bagirsak hastaliklar1 gibi immiin yetmezlik kaynakli hastaliklari
onleyebilir (Singh ve Saini, 2017; Saadat ve digerleri, 2019). Bagisiklik sistemi patojenler
ve komensal bakteriler tarafindan iiretilen EPS'yi ayirt edebilmektedir (Round ve digerleri,
2011; Laifio ve digerleri, 2016). Cogu EPS bagisiklik ile ilgili genleri modiile ederek,
makrofajlar1 aktive ederek, lenfosit proliferasyonunu uyararak ve sitokinleri serbest

birakarak enflamasyon diizenleyici aktivite gostermektedir (Zhou ve digerleri, 2019).
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Lactobacillus ve Bifidobacterium suslarindan elde edilen EPS'lerin bagisiklik uyarict veya
bagisiklik modiile edici etkileri raporlanmistir (Patten ve digerleri, 2014; Castro-Bravo ve
digerleri, 2018; You ve digerleri, 2020).

EPS’lerin antiviral etkileri

EPS'lerin viriislerin konakg1 hiicreye adsorbsiyonunu ve penetrasyonunu engelleme, ¢esitli
retroviral ters transkriptazi inhibe etme yollar1 ile viral enfeksiyonu Onleyebildigi

bilinmektedir (Saadat ve digerleri, 2019).

Laktik asit bakterileri ve bunlardan {iretilen polisakkaritlerin, ciddi yan etkilere sahip ¢esitli
sentetik antibiyotik ve antiviral maddelere gore ¢esitli avantajlar1 bulunmaktadir. Bu
polisakkaritlerin genis bir antiviral etkinlik araligi, diistik toksisite, diisiik viral ilag direnci
ve yliksek liyofilik oOzellikleri onlar1 yakin gelecekte giivenli ve yaygin olarak
kullanilabilecek antiviral ila¢ kesifleri i¢in giiclii aday yapmaktadir (Bajpai ve digerleri,
2016).

EPS’lerin kan kolesterol diisiiriicii etkileri

LAB tarafindan sentezlenen EPS’lerin, kolesterol molekiillerini adsorbe etme
kabiliyetleriyle kolesterol seviyelerini diizenleyebildikleri diistiniilmektedir (Saadat ve
digerleri, 2019). EPS’ler diyet liflerine benzer sekilde davranirlar, kolesterol diisiirme
mekanizmasimin tam olarak bilinmemekle birlikte, olast mekanizmanin safra asitlerinin
attmiin artmast ve kolesterol emiliminin azalmasi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.
Ayrica, bagirsaktaki bakteriler tarafindan kolesteroliin asimilasyonunun, emilim i¢in mevcut
kolesterol miktarm1 azalttigt ve bdylece serum kolesterol seviyesini diisiirdiigii de

onerilmektedir (Nampoothiri ve digerleri, 2017).

2.3.3. Ekzopolisakkaritlerin olumsuz 6zellikleri

Probiyotiklerden elde edilen EPS'lerin olumlu yonlerinin yam sira olumsuz yonleri de
bulunmaktadir. Sarap hazirlama sirasinda LAB tarafindan EPS iiretimi, zararli reolojik
ozelliklere sahip {irlinlerle sonuglanabilmektedir. Patojen mikroorganizmalar tarafindan
iiretilen EPS’ler ayrica, biyolojik kirlenmeye yol agan biyofilm olusumundan sorumludur.

Bir biyofilm, salgilanan bir matris ylizeyine gdmiilii mikroorganizmalarin toplamidir. Bu
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yapiskan matrisler; hiicre disi polimerik maddelerden, DNA’dan, proteinden ve
polisakkaritten olusmaktadir. Siit endiistrisindeki biyolojik kirlenmesin sebebi siit
iirinlerinin islenmesi i¢in kullanilan ekipmanlarda olusan biyofilmlerdir. Bu bir¢ok teknik
ve hijyen sorununa neden olmaktadir (Badel ve digerleri, 2008; Patel ve digerleri, 2010,
Zhou ve digerleri, 2019). LAB tarafindan iiretilen EPS’ler et {iriinlerinde genel olarak
bozulma faktorleri olarak kabul edilmistir. Ayrica, dis plagi olusumu da bu molekiillerin
sentezinden kaynaklanmaktadir (Xu ve digerleri, 2019). Ancak EPS’lerin olumlu

ozelliklerinin yaninda olumsuz 6zellikleri oldukc¢a azdir.

2.4. L. salivarius ve EPSkca27L

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ile Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO)
probiyotikleri “yeterli miktarlarda uygulandiginda konakg¢iya saglik yararlar1 saglayan canli
mikroorganizmalar” seklinde tanimlamaktadir (Hill ve digerleri, 2014; Salazar ve digerleri,
2016). Probiyotiklerin kan kolesterol seviyesini diisiirme, osteoporozu Onleme,
antihipertansi, bagirsak patojenlerine karsi antimikrobiyal etki, immiinomodiilator etki,
laktoz intoleransi gibi bazi intoleranslari hafifletme, kolon kanserini dnleme, duyarl
bireylerde alerjilerin prevalansini azaltma ve antimutajenik aktiviteleri bulunmaktadir.
Ayrica konagin enerji metabolizmalarini diizenledikleri ve bagirsak mikrobiyal dengesini
tyilestirerek gastrointestinal hastalik risklerini azaltabildikleri raporlanmistir (Ambalam ve
digerleri, 2016; Abid ve digerleri, 2018). Probiyotiklerin saglig1 gelistirici etkileri kismen
ekzopolisakkaritlere atfedilmistir (Nwodo ve digerleri, 2012).

Probiyotik bakteriler, prebiyotik gibi karbonhidratlarin fermantasyonu ile asetat, propiyonat,
biitirat, siiksinat ve laktat gibi kisa zincirli yag asitleri (SCFA) iiretmektedir. Bu asitlerin
hem lokal hemde sistemik fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Mukozal hiicre farklilagmasi, epitel
bariyer fonksiyonunun desteklenmesi, apoptozun indiiklenmesi, hiicre farklilagmasi,
oksidatif stres ile iligkili elektrofillerin detoksifiye edilmesi ve kanserin onlenmesi gibi
etkileri vardir (Roy ve digerleri, 2006; Ambalam ve digerleri, 2016; Gibson ve digerleri,
2017).

En sik kullanilan probiyotik mikroorganizmalar esas olarak bakteriyel Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinslerine aittir (Gerritsen ve digerleri, 2011; Shokryazdan ve digerleri,
2017). LAB olarak tanimlanan bu bakteriler GRAS olarak bildirilmistir. Bu nedenle gida
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sinift bakteriler olarak kabul edilmekte ve gidalarda probiyotik olarak kullanilmasi hukuki
acidan da bir sorun teskil etmemektedir (Abid ve digerleri, 2018). Lactobasilluslar,
topraktan, bitkilerden insanlarin ve hayvanlarin gastrointestinal yollarina kadar genis bir
yelpazede yasayan Gram-pozitif, cubuk veya kok seklinde, spor olusturmayan bakterilerdir
(Li ve digerleri, 2007; Harris ve digerleri, 2017).

L. salivarius insan, domuz, hamster ve kus gastrointestinal sistemlerinde yerli
mikrobiyotanin bir pargasidir. Insanlarda anne siitinden, domuz ve tavuklarin bagirsak
yollarindan yaygin olarak izole edilebilir (Raftis ve digerleri, 2011; Messaoudi ve digerleri,
2013). Bu tiir adim ilk kez izole edildigi agiz boslugunun ‘tiikiiriik (saliva)’ 6zelliginden
almaktadir (Neville ve O’Toole, 2010). Bagirsak Lactobacillus popiilasyonunda sayisal
olarak istiinliik saglayan birka¢ tiirden biridir (Tannock ve digerleri, 2000). Bagirsak
mikrobiyotasin1 modiile etme, antimikrobiyal madde iiretme, patojenin yapismasini azaltma,
bagisiklig1 uyarma ve kisa zincirli yag asidi iireterek bagirsagin asitlenmesini saglama gibi
probiyotik 6zellikler birgok L. salivarius tiiriine atfedilmistir. L. salivarius’un patojenleri ve
konak¢imin antimikrobiyal savunmasini tolere edebilme yetenegi, gastrointestinal sisteme
adaptasyonunun gostergesidir (Messaoudi ve digerleri, 2013; Lee ve digerleri, 2017). L.
salivarius suslarinin insanlar ve hayvanlar i¢in probiyotik ajan olarak kullanilmasi giderek
yayginlasmaktadir (Raftis ve digerleri, 2011). Cesitli ¢alismalar L. salivarius suslarinin
astiml1 kisilerde immiinomodiilator (Drago ve digerleri, 2015), kotii agiz kokusunu 6nleme
(Iwamoto ve digerleri, 2010), oral patojenlerin viriilansini azaltma (Nissen ve digerleri,
2014) ve prematiire bebeklerin gastrointestinal sistem saglig1 iizerinde koruyucu (Moles ve
digerleri, 2015) etkilerinin oldugunu dogrulamistir. Ayrica akut karaciger yetmezligini
onlemede (Lv ve digerleri, 2014), atopik dermatitin tedavisinde (Wu ve digerleri, 2012) ve
cesitli kanserleri engellemede (Zhu ve digerleri, 2014; Zhang ve digerleri, 2015) de
kullanilabilir. Dolayisiyla L. salivarius’un gesitli suslar1 bu ve bunlarla iligkili hastaliklarin
tedavisinde ve Onlenmesinde potansiyel probiyotikler olarak tercih edilebilir. Birincil
arastirma kantlarindan elde edilen sonuglar, L. salivarius'un c¢esitli uygulamalarda
kullanilan dozlarinin insanlar veya hayvanlar i¢in saglik riski olusturmadigi yoniindedir

(Chaves ve digerleri, 2017).

Bu EPS’nin antimikrobiyal, antibiyofilm ve antioksidan aktiviteleri daha dnce Celik (2018)
tarafindan arastirilmistir. Arastirmaci elde ettigi verileri karsilastirmak igin ticari bir

prebiyotik olan iniilini kullanmistir. Bu ¢alismaya gore;
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EPSkco7. nin karakterizasyonu

HPLC (yliksek performansli sivi kromotografi) analizi sonucunda EPSkcz7i’nin seker
kompozisyonu %52,99 glikoz, %18,51 siikroz, %14,67 arabinoz ve %13,81 mannoz olarak
belirlenmistir. Biiyiikliikkge ayirma kromatografisi (SEC) ile EPSkco7L iki fraksiyondan
olustugu, bu fraksiyonlarm molekiiler agirliklarinin 1,6 x 10% ile 6,4 x 10* Da arasinda
degistigi gdsterilmistir. Ayrica niikleer manyetik rezonans (*H-NMR) ile molekiil yapisi
aydmlatilmistir (Celik, 2018).

EPSkc27.’nin antimikrobival aktivitesi

EPSkco7L’nin  ve kontrol olarak tercih edilen ticari bir prebiyotik olan iniilinin
Staphylococcus aureus EB1, Escherichia coli ATCC 11229 ve Enterococcus feacalis 29212
patojen bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivite sergilemedigi gbzlenmistir. Nedeninin
EPS’lerin polisakkarit yapida olmasindan ve patojenler tarafindan karbon kaynag: olarak

tercih edilebilmesinden kaynaklanabilecegi diisiintilmiistiir (Celik, 2018).

EPSkc270. nin antibiyofilm etkisi

EPSkco7’nin ve kontrol olarak tercih edilen ticari prebiyotik olan iniilinin Staphylococcus
aureus EB1, Escherichia coli ATCC 11229 ve Enterococcus feacalis 29212 bakterilerinin
biyofilmlerine kars1 antibiyofilm etkileri arastirilmistir. S. aureus EB1 susunun biyofilmine
karst 0,5 mg/mL EPSkco7.’nin %67; 0,5 mg/mL iniilinin ise %53 biyofilm inhibisyonu
vardir. Ayni susun biyofilmine karsi 1 mg/mL EPSkcz7. %76; 1 mg/mL iniilin ise %67
oraninda inhibisyon saglamistir. E. coli ATCC 11229 susunun biyofilm olusturma
kapasitesine karst 0,5 mg/mL EPSkca7 %79; 0,5 mg/mL iniilin %68; 1 mg/mL EPSkca7
%87; 1 mg/mL iniilin %72 oranda antibiyofilm kapasitesi sergilemistir. E. faecalis ATCC
29212 susunun biyofilm olusumunu 0,5 mg/mL EPSkc271 %66; 0,5 mg/mL iniilin %51 ve 1
mg/mL EPSkc27L %82; 1 mg/mL iniilin %59 oraninda engellemistir. Bu sonuglar test edilen
patojenlerin biyofilm olusturma kapasitelerine karst EPSkc271'nin ticari olarak kullanilan ve
bitkisel kaynakli iniilinden daha etkili antibiyofilm etkisinin oldugunu gostermektedir

(Celik, 2018).
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EPSkco70 nin antioksidan aktivitesi

EPSkc27L’nin antioksidan aktivitesi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini giderme
etkisi, demir iyonu (Fe*?) selatlama yetenegi (%) ve siiperoksit anyon radikali (O27)
stipiiriicii aktivitesi (%) ile degerlendirilmistir. EPSkco7.’nin (0,5 ve 1 mg/mL) DPPH
radikalini stipirme etkisi (%73,4 ve %79,6), sliperoksit anyon radikali (O2") siipiiriicii
aktivitesi (%44,8 ve %61,6) ve demir iyonu selatlama yetenegi (%18,6 ve %24,9) vardir. 0,5
mg/mL iniilinin antioksidan aktivitesi bulunmazken, 1 mg/mL iniilinin %73,2 DPPH
radikalini giderme etkisi, %23,2 demir iyonu selatlama yetenegi ve %32,3 siiperoksit anyon
radikali (O2") siipiiriicii aktivitesi bulunmaktadir. Bu sonuglar EPSkc27.’nin iniilinden daha

etkin antioksidan kapasitesinin oldugunu gostermektedir (Celik, 2018).

2.5. Genotoksisite ve Antigenotoksisite

Genetik toksikoloji, DNA ile etkilesime giren, niikleik asitlerin veya bilesenlerinin
degisikligine neden olan, yap1 ve/veya fonksiyonunda inaktivasyon ve/veya degisikliklere
yol acan ajanlarin toksisitesinin arastirtlmasidir (Mosesso ve digerieri, 2016). Genotoksik
maddeler, ayni anda birden fazla DNA lezyonunu indiikleyebilir. Ornegin, spesifik DNA
lezyonlarini indiikleyen alkilleyici ajanlar, eklenen DNA bazinin yanlis kopyalanmasi
yoluyla nokta mutasyonlarina neden olabilir. Ayrica bu basit lezyonlar, hasarli bazin
kendiliginden veya c¢esitli DNA onarim mekanizmalari sonucunda kromozom kiriklarina,
amplifikasyonlara, delesyonlara veya translokasyonlara neden olabilir. Bununla birlikte
memeli hiicreleri, belirli bir dereceye kadar koruma saglayan DNA onarimi veya
detoksifikasyon siiregleri gibi homeostatik mekanizmaya sahiptir (Briisehafer ve digerleri,

2014).

Bazi genotoksik ajanlar, kimyasal ve fiziksel Ozelliklerinden dolayr DNA'ya zarar
verebilmektedir. Bu ajanlar, maruz kalan her birey i¢in Ozellikle kanser gibi bulasici
olmayan hastaliklarin olusum riskini artirarak potansiyel saglik problemlerine neden
olabilirler. Maruz kalan birey iizerindeki etkisi, maruz kalma derecesine, genotoksik
maddenin elimine edilme sekline ve bireyler arasi genetik farkliliklara baglidir. Genotoksik
ajanlarin mutasyon indiiksiyonu i¢in zararl etkileri, onlara maruz kalan organizmada, hatta
bazen ilk nesilde bile ortaya ¢ikmayabilir. Bunun yerine, bu zararl etkiler sonraki nesillerde

ortaya ¢ikabilir. Bazi genotoksik maddelerin diisiik dozlarina uzun siire maruziyet,
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kromozomlarin yapisinda goriilmeyen ancak sonraki nesillere aktarilabilecek degisikliklere
neden olabilir. Bu ajanlarin yiiksek konsantrasyonlari 6liimciil veya toksik etkili iken, diisiik
konsantrasyonlar1 kiimiilatiftir ve sonraki nesillerde aktive olarak ortaya cikarilabilir

(Velickova ve Milev, 2020).

Genetik hasarin indiiksiyonu ve birikmesi; gen ekspresyonunun degismesine, anormal hiicre
biiyiimesine, normal hiicre fonksiyonunun bozulmasina neden olabilir. Mutasyonlar proto-
onkojenlerde, tiimor baskilayici genlerde ve/veya DNA tamiri genlerinde meydana gelirse
genomik dengesizlik, Kkarsinojenez ve ¢esitli genetik hastaliklarin  olusumu ile
sonuclanabilir. Hiicrelerde DNA hasarinin birikmesi sadece genotoksisite ve karsinojenezde
degil, ayn1 zamanda erken yaslanma, bagisiklik disfonksiyonu, infertilite, kok hiicre
disfonksiyonu, kronik inflamatuar durumlar, metabolik sendromlar, hepatik bozukluklar,
diyabet, artrit, kronik inflamasyon, kardiyovaskiiler ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi cesitli
kronik dejeneratif hastaliklarin baglangicinda ve patogenezinde de rol oynamaktadir (Kang

ve digerleri, 2013; Mosesso ve digerieri, 2016; Turkez ve digerleri, 2017).

Mutajenler, bir organizmanin genetik materyalinde degisikliklere neden olabilen kimyasal
veya fiziksel ajanlardir (Stoczynska ve digerleri, 2014). Mutajenlere maruziyetin azaltilmasi
veya ortadan kaldirilmasi kanserin 6nlenmesinde oldukc¢a 6nemlidir. Antimutajenler spontan
ve/veya indiiklenmis mutasyonlarin sikligin1 azaltan dogal veya sentetik ajanlardir (Ohta,
1993). Antimutajenler, desmutajenler ve biyoantimutajenler olarak siniflandirilabilir. Etki

mekazimalar1 Sekil 2.1°de gosterilmistir.

1- Desmutajenler; Mutajenleri hiicrelere ve kalitsal materyale ulasmadan Once enzimatik
veya kimyasal etkilesim yoluyla kismen veya tamamen inaktive eden maddelerdir.
Hiicrelerin disindaki mutajenlerin kimyasal veya biyokimyasal modifikasyonlarina neden
olur, kimyasallarin metabolik aktivasyonunu veya aktif mutajen formlarinin olusumunu
engeller. Antioksidanlar genellikle miikkemmel desmutajenlerdir (Kada ve digerleri, 1986;

Bhattacharya, 2011; Stoczynska ve digerleri, 2014).

2- Biyoantimutajenler; Mutejenler hiicre igine girdikten ve DNA hasarina neden olduktan
sonra mutasyon siirecini bastirirlar. Hasarli DNA'nin onarim ve replikasyon siireglerine etki
ederek mutasyon sikliginda azalmayr gercgeklestirirler (Kada ve digerleri, 1986;

Bhattacharya, 2011; Stoczynska ve digerleri, 2014).
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Sekil 2.1. Antimutajenlerin iki farkli etki mekanizmasinin semasi (Kada ve digerleri, 1986).

2.5.1. Kemoprevansiyon

Kanser kemoprevansiyonu, karsinojenez veya tiimor ilerlemesinin asamali siireclerini
onleyebilen, baskilayabilen veya geri dondiirebilen sentetik veya dogal kimyasal maddelerin
kullanimini ifade etmektedir. Dogal kemopreventif maddeler, mikrobiyal, deniz ve bitki
kaynaklar1 gibi farkli kaynaklardan elde edilebilir (Kelloff ve digerleri, 1999; Vlaykova ve
digerleri, 2013).

Wattenberg (1985), kemopreventif ajanlar1 inhibisyon asamalarina gore bloke edici ajanlar

ve baskilayici ajanlar olarak iki kategoride siiflandirmistir:

1- Blok edici ajanlar; Karsinojenlerin metabolik aktivasyonunu onleyerek, detoksifikasyon
sistemlerini gelistirerek veya kritik hedef bolgeler ile etkilesime girmeden once reaktif

oksijen tiirlerini (ROS) yakalayarak kanserojen kaynakli mutasyonlari inhibe eden ajanlar

2- Baskilayic1 ajanlar; Hiicre proliferasyonunu, farklilagmasini, yaslanmasini ve/veya
apoptozu etkileyerek tiimor ilerlemesini onleyen baskilayici ajanlar (Wattenberg, 1985;

Priyadarsini ve Nagini, 2012; Rashid, 2017).

Kanser ve mutasyonla iliskili diger hastaliklarin 6nlenmesine yonelik farkli yaklagimlar

bulunmaktadir. Miidahalenin amacina bagli olarak li¢ 6nleme seviyesi vardir. Bunlar saglikl
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bireylere yonelik uygulanan biricil 6nleme, erken agsamadaki hastalara yonelik ikincil
onleme ve tedaviden sonra uygulanan {igiinciil 6nlemedir. Kemoprevansiyon esas olarak
birincil ve ikincil 6nleme olarak diisiiniilebilir. Birincil 6nlemede amag hastaligin olusumunu
engellemektir. Risk degerlendirmesi, risk faktorlerine maruziyeti énleme veya en aza
indirme 6nemlidir. Bu seviyede reaktif tiirleri bloke etme, hiicre boliinmesini inhibe etme,
DNA yapisin1 koruma, DNA metabolizmasin1 ve onarimini modiile etme gibi hiicre ici ve
hiicre dis1 koruyucu mekanizmalar: tetikleyerek mutasyonu ve kanser baslangicini inhibe
etmek mimkiindiir. Kanser gelisimi, genotoksik etkilerin engellenmesi, antioksidan ve
antiinflamatuar aktivitenin desteklenmesi, apoptoz ve sinyal iletim yollarinin modiile
edilmesi gibi mekanizmalarla 6nlenebilir. ikincil nlemede, lezyon tespit edildiginde ayni
mekanizmalar araciligiyla ve bagisiklik sistemini etkileyerek kanser ilerlemesi inhibe
edilebilir. Ugiinciil &nleme hastaligin tedavisinden sonra niiksetmeyi Onlemeyi
amaglamaktadir. Kemoprevansiyonun klasik taniminin disinda olmasina ragmen benzer
mekanizmalardan yararlanilmaktadir (De Flora ve Ferguson, 2005; Lopez-Romero ve
digerleri, 2018).

2.5.2. Mutajenler

Mutajenler etki mekanizmalarina gore dogrudan ve dolayli etkili mutajenler olarak
smiflandirilabilir. Dogrudan etkili mutajenler, metabolik aktivasyon veya herhangi bir
molekiiler modifikasyon gerektirmeden DNA hasarimi indiikleyebilirler. Bu ajanlar,
elektrofilik gruplar1 nedeniyle DNA ve diger hiicresel bilesenlerle dogrudan etkilesime
girme yetenegine sahiptir. Ultraviyole (UV) 151k, kizil6tesi (IR) 151k ve alkilleyici ajanlar bu
tip etkilere sahip mutajenlerdir. Dolayli etkili mutajenlerin, genotoksik etkilere neden
olabilmesi i¢in biyoaktivasyon ile kanserojen metabolit veya reaktif ara maddelere
doniismesi gerekmektedir. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), heterosiklik aromatik
aminler, nitrozaminler ve mikotoksinler gibi nispeten aktif olmayan ana bilesiklerdir (Barnes

ve digerleri, 2018).

Alkilleyici ajanlar, alkil karbon gruplarin1 biyolojik molekiillere aktararak yapilarini
degistiren ve islevlerini bozan reaktif kimyasallardir. Cevresel kaynaklarda (tiitiin dumant,
yakit yanma {iriinleri, kirleticiler, ilaglar gibi) ve canli hiicrelerde (oksidatif hasarin yan
tiriinleri gibi) bol miktarda bulunduklarindan maruz kalmak kaginilmazdir (Fu ve digerleri,

2012). Alkilleyici ajanlar sitotoksik, mutajenik ve teratojenik etkiler nedeniyle insan sagligi
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icin dnemli tehditler olusturmaktadir. Buna ragmen bazi alkilleyici ajanlar kanser hiicrelerini
oldiirmek amaciyla kemoterapdtik ilag olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Sonug olarak
bu ajanlar hem kansere neden olabilmekte hem de kanser tedavisinde kullanilabilmektedir
(Fu ve digerleri, 2012). DNA, alkilasyonun ana hedeflerinden biridir ve alkilleyici ajanin
yapisina bagli olarak tercih edilen alkilasyon bolgeleri bulunmaktadir. Bu ajanlarin
sitotoksik etkisi, esas olarak DNA replikasyonu ve/veya transkripsiyon gibi temel DNA
stireglerini bozabilen DNA bazlarinin alkilasyonundan kaynaklanmaktadir (Puyo ve
digerleri, 2014). Ayrica toksik ve mutajenik lezyon olusumuna neden olan DNA'daki diger

azot ve oksijen atomlarini da modifiye edebilirler (Fu ve digerleri, 2012).

Mitomisin-C (MMC), Streptomyces caespitosus suslarindan izole edilen bir antibiyotiktir.
Klinik olarak ¢esitli kanserlerin (mide, pankreas, kolon, meme, akciger ve mesane)
tedavisinde kemoterapotik ajan olarak kullanilmaktadir. Sagladig: ¢esitli klinik faydalarin
yani sira nefrotoksisite, kardiyotoksisite ve genotoksisiteyi de indiikleyebilmektedir.
Dogrudan etkili mutajen olan MMC’nin sitotoksisitesinin ana nedeni, sarmallar aras1t MMC-
DNA c¢apraz baglaridir. MMC-guanin eklentilerine neden olan alkilasyon yoluyla DNA’da
hasara neden olmaktadir (Briisehafer ve digerleri, 2014; Puyo ve digerleri, 2014; Bzeouich
ve digerleri, 2016; Rjiba-Touati ve digerleri, 2016). Memeli hiicrelerinde segici DNA sentezi
inhibisyonu, kromozom kirilmas1 ve kardes kromatid degisimi dahil olmak iizere ¢esitli
spesifik biyolojik etkilere sahiptir (Tomasz, 1995). Oksidatif stres, MMC kaynakli
toksisitede yer alan mekanizmalardan biri olarak kabul edilmektedir (Turkez ve digerleri,
2012).

Basta metilleyici ve etilleyici ajanlar olmak iizere basit alkilleyici ajanlar, genellikle ¢evresel
kirleticiler olarak kabul edilmez. Ancak bir¢ok alkil kanserojenin reaktif formlar1 i¢in model
bilesiklerdir (Beranek, 1990). Metil metansiilfonat (MMS), c¢oziicii, bocek ilac1i ve
kemoterapotik ajan olarak tercih edilmektedir (Jenkins ve digerleri, 2005). Neoplastik ve
mutajenik aktiviteleri olan tek islevli ve dogrudan etkili bir alkilleyici ajandir (Madrigal-
Bujaidar ve digerleri, 1998). DNA ve amino asitlerin niikleofilik bolgelerini, 6zellikle azot
atomlarinda metile eder ve bazlarda neden oldugu bu tautomerik degisimlerle etkisini
gosterir (Jiang ve digerleri, 1999; Franke ve digerleri, 2005a; 2005b). N-glikozidik bagin
parcalanarak abazik (AP) bir bdlge olusumuna, bazlarda yanlis eslesmeye ve replikasyonu
engelleyecek bloklara neden olur (Beranek, 1990; Gichner, 2003; Chatterjee ve Walker,
2017). Ayrica oksidatif stres ile DNA hasarini indiikledigi de bildirilmistir (Qureshiet ve
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digerleri, 1989; Lackinger ve digerleri, 2001; Siddique ve digerleri, 2019). MMS, oksitleyici
ajanlar, asitler, alkaliler ve asir1 1s1 gibi kararsizlastiric1 faktorlerin yoklugunda, kararli bir
molekiil gibi davranir (Khan, 2019). MMS ve diger alkilleyici ajanlarin neden oldugu DNA
hasari, baz eksizyon onarimi (BER) yollari ile diizeltilebilir. Bu nedenle hiicrelerin MMS'e

duyarliligi, DNA onarim mekanizmalarinin etkinliginin azalmasiyla 6nemli 6l¢iide artar

(Fernandes ve digerleri, 2018; Khan, 2019).

Serbest radikaller, diger molekiiller ile kimyasal reaksiyonlara kars1 oldukga kararsiz olan,
bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip atomlar, molekiiller veya iyonlardir (Poprac
ve digerleri, 2017). Bir¢ok radikal kararsiz ve oldukga reaktiftir. Serbest radikaller ve diger
tiirleri, insan viicudundaki normal temel metabolik siirecler, travma, iltihap, fagositoz,
enfeksiyon, 1s1 yaralanmasi, hiperoksi, asir1 egzersiz sonucu, oksidatif fosforilasyon,
fagositlerin aktivasyonu, serbest demir ve bakir iyonlarinin salinmasi, elektron tasima
zincirlerinin bozulmasi olusabilir. Ayrica radyasyon, ozon, sigara, ilaglar, toksinler,
pestisitler, cevresel kirleticiler ve endiistriyel kimyasallar gibi harici kaynaklar nedeniyle de
meydana gelebilir (Carocho ve Ferreira, 2013; Lobo ve digerleri, 2010). Bu radikaller canlt
sistemlerde hem yararli hem de zararl etkilere neden olabilir. Bu etkilerin hassas bir dengede
olmas1 organizmanin sagligi i¢in olduk¢a dnemlidir. Patojenlerin makrofajlar ve fagositler
tarafindan  Oldiiriilmesini  saglamaktadir. Hiicrelerde sinyal transdiiksiyonu, gen
transkripsiyonu ve hiicredeki diger aktivitelerin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
Fizyolojik seviyelerde diizenleyici olan bu molekiiller patolojik seviyelerde zararli ve
sitotoksiktir (Fang ve digerleri, 2002; Asmat ve digerleri, 2016). Reaktif oksijen tiirleri
(ROT), oksijen iceren kimyasal reaktif tlirlerdir. En 6nemli ROT’lar arasinda hidroksil
radikali (OH'), siiperoksit anyon radikali (O27), peroksil radikali (LOO") gibi radikallerin
yani sira hidrojen peroksit (H202) ve hipoklor6z asit (HCIO) gibi radikal olmayan tiirler
bulunmaktadir (Poprac ve digerleri, 2017; Adesulu-Dahunsi ve digerleri, 2018).

Serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki denge, uygun fizyoloji i¢in olduk¢a 6nemlidir
(Lobo ve digerleri, 2010). Serbest radikallerin agir1 iiretimi, hiicrelerin/dokularin oksidatif
ve antioksidatif sistemleri arasinda dengesizlige neden olmakta, oksidatif stresle
sonuglanmaktadir. ROT’lar sinyal molekiilii gibi davranarak veya mutasyona neden olarak
kanser gelisimine katkida bulunabilir. Oksidatif stres kaynakli DNA hasari; genomik
instabiliteyi,  transkripsiyon  faktorlerinin  aktivasyonunu/inaktivasyonunu  veya

protoonkogenlerin ekspresyonunun indiiklenmesine, hiicresel tasima mekanizmalarinda
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aksamalara, degistirilmis hiicre sinyallerine, hiicre dongiisii kontroliinde hatalara ve genel
olarak azalmig biyolojik aktiviteye neden olmaktadir (Rani ve digerleri, 2016). Ayrica
dogrudan veya dolayli olarak astim, kronik bronsit, bobrek yetmezligi, romatizma,
Alzheimer, Parkinson, Huntington, depresyon, katarakt, diyabet, hipertansiyon ve kanser

gibi hastaliklara yol agmaktadir (Asmat ve digerleri, 2016; Wang ve digerleri, 2016).

Hidrojen peroksit (H202), dogrudan bir molekiiler oksidan olarak ve dolayl olarak serbest
radikal tiretimi yoluyla oksidatif strese neden olan reaktif oksijen tiirtidiir. Hidroksil radikali
ve diger ROT’larin olusumuna neden olarak lipitlere, proteinlere, karbonhidratlara ve
niikleik asitlere oksidatif olarak zarar verir. Diisiik konsantrasyonlarda antimikrobiyal etki
gostermekle birlikte yara bakimi, vendz yetmezlik tedavisi, sivilce tedavisi gibi klinik
alanlarda kullanilir. Bu dozlarda gegici semptomlara neden olurken yiiksek dozlarinda ciddi

hasarlara neden olabilir (Murphy ve Friedman, 2019).

2.5.3. Genotoksisite testleri

Genotoksisite ve mutajenite analizleri; toksik kimyasallara (terapotik ilaglar, kozmetikler,
agrokimyasallar, bocek ilaglar, kirleticiler, endiistriyel bilesikler, gida katki maddeleri,
dogal toksinler, agir metaller ve nanomalzemeler vb) maruz kalma, sigara i¢me, tibbi
goriintiileme, beslenme ve yasam tarzi, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar (Helicobacter
pylori, insan papilloma viriisi vb) gibi karmasik c¢evresel faktorlerin etkilerinin
belirlenmesinde 6nemli bir role sahiptir (Turkez ve digerleri, 2017). Genotoksisite testleri
kullanilarak DNA hasarinin dl¢iilmesi, karsinogenezi anlamak ve kanser insidansi riskini

degerlendirmek i¢in ¢ok dnemli bir yaklasim olarak bilinmektedir (Kang ve digerleri, 2013).

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan belirlenen genotoksisite testlerinin

temel amaci;

1, insanlarda kalitsal hasarlara neden olabilecek maddeleri tanimlamak,

2, kanserojenlik verilerinin mevcut olmadigi durumlarda potansiyel genotoksik

kanserojenleri tanmin etmek ve

3, kimyasal kanserojenlerin etki mekanizmasinin anlasilmasina katkida bulunmak (EFSA,
2011).
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Kromozomal anormallik (KA), kardes kromatid degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) ve
comet testleri Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization - WHO) tarafindan
insanlarda genotoksisitenin degerlendirilmesi i¢in kullanilan standart testler olarak kabul
edilmektedir. Testlerin yonergeleri ise Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii
(Organisation for Economic Co-operation and Development - OECD) ve Uluslararasi
Genotoksisite Testi Calistayr (The International Workshops on Genotoxicity Testing -
IWGT) klavuzlarinda verilmistir. Bu testler, DNA molekiiliindeki hasarin yani sira kalitsal
ozelliklerin iletimi i¢in son derece 6nemli olan ve karsinogenezin indiiksiyonunda yer alan
kromozomlarin yapisindaki ve sayisindaki degisiklikleri ortaya ¢ikarma yetenegine sahiptir

(Stoczynska ve digerleri, 2014; Velickova ve Milev, 2020).

Kromozomal anormallik (KA) testi

Kromozomal anormallik (KA) testi, kimyasallarin genotoksisitesini belirlemek i¢in siklikla
kullanilmaktadir. Kiiltiirlenmis hiicre hatlar1 dahil birgok hiicre tipinde uygulanabilir ancak
genellikle kiiltiirlenmis, ig inhibitdrii (kolkisin, kolsemid gibi) sayesinde metafazda tutulan
ve Giemsa boyasi ile boyanan insan periferik lenfositlerinde degerlendirilir (Suspiro ve
Prista, 2011; Mateuca ve digerleri, 2012). Hiicre hatlar1 genellikle genetik olarak kararsizdir,
kromozom veya kromozom pargalarini kendiliginden kaybetme ve kazanma egilimdedir. Bu
nedenle mitojen ile uyarilan lenfositler gibi birincil diploid hiicre kiiltiirlerine kiyasla daha
yiiksek kendiliginden olusan kromozom anormallikleri gosterirler (Registre ve Proudlock,
2016). OECD klavuzlarina “Test Yonergesi 473” olarak eklenmis olup genotoksisite

caligmalarinda kullanim1 uygun bulunmustur (Corvi ve Madia,2017).

Kromozomal anormallik igeren hiicrelerde tespit edilen genetik hasarin, karsinogeneze
neden olan hasar1 yansittigi varsayilmaktadir. Bu nedenle kromozomal anormallik testi,
cevresel, mesleki ve genotoksik ajanlara maruz kalan popiilasyonlarda genotoksisitenin
oOlgiilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan, dogrulanmis biyobelirtegtir. Periferik lenfositler
viicutta dolastiklar1 i¢in hiicrelerde, dokularda veya viicut sivilarinda bulunan bir kanserojen
veya metabolit miktarinin 6l¢iilmesini saglar. Lenfositlerde yiliksek yapisal anormallik
siklig1, artmig kanser riskinin 6ngoriisiidiir ve son yillarda raporlanan bagimsiz prospektif
kohort calismalariyla desteklenmektedir (Natarajan, 2002; Mateuca ve digerleri, 2006;
Velickova ve Kamcev, 2014). Kromozomal anormallik testini, mesleki ortamlardaki

genotoksisite 6l¢iimi icin kullanan bir kohort ¢aligmasinda, radona maruz kalan bir grup
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madencinin periferik kan lenfositlerindeki kromozom anormalliklerinin siklig1 ile kanser
insidansi arasinda 6nemli bir iligki bulunmustur. Kromozomal anormalliklerin sikliginda %
I'lik bir artisin, %64 oraninda artan kanser insidansi ile iliskili oldugu tahmin edilmistir
(Smerhovsky ve digerleri, 2001). Yapilan ¢alismalarda mutajenik ajanlarin KA frekansinin
artmasina neden olurken, antimutajenik ajanlarin bu frekansi azalttigi raporlanmistir

(Yi1lmaz ve digerleri, 2009; Rajiv ve digerleri, 2016; Erikel ve digerleri, 2019).

Kardes kromatid degisimi (KKD) testi

Kardes kromatid degisimleri (KKD), kardes kromatitler arasindaki bir lokusta DNA
replikasyon iiriinlerinin simetrik degisiminden kaynaklanmaktadir. Hiicre dongiisiiniin S
fazinda, genel kromozomal morfolojiyi degistirmeyen DNA kirilmasi ve onarim
mekanizmasini igermektedir. Kromozom sayisinda veya yapisinda herhangi bir degisiklik
s6z konusu degildir (Suspiro ve Prista, 2011; Velickova ve Milev, 2020). Degisimlerin
goriinlir hale gelmesi, hiicrelerin bir timin analogu olan BrdU (Bromodeoksiliridin) ile
muamelesi ile gerceklesir. DNA’nin yar1 korunumlu replikasyonu, iki replikasyonun
ardindan DNA’da BrdU igeren ve icermeyen bolgelerin olugsmasini saglar. Ardindan
hiicreler UV 1s1na maruz birakilir ve Giemsa ile boyanir. Bu sayede BrdU igeren bolgeler
acik renkte gozlenirken, icermeyen bolgeler koyu gozlenmektedir (German ve Alhadeff,
1994; Wojcik ve digerleri, 2004). Kardes kromatidlerin farkli boyanmas1 birinci, ikinci,
iclincli ve sonraki boliinmelerin taninmasini da saglamaktadir. Bu sayede replikasyon

indeksinin (R) de belirlenmesinde kullanilabilmektedir (Mourelatos, 2016).

KKD olusumunun altinda yatan biyolojik mekanizma tam olarak bilinmemektedir ve
frekansindaki artisin 6nemi hakkinda belirsizlik vardir. Bu nedenle OCED tarafindan 2014
yilinda test klavuzundan ¢ikarilmistir (Unal ve digerleri, 2016). Hiicre basina KKD sayisi,
mitomisin-C, radyasyon gibi DNA’ya zarar veren genotoksik ajanlara maruziyet sonrasinda
doza baglh sekilde artmaktadir. Bu nedenle KKD’nin DNA hasarinda yanit ile iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak artan KKD sikliginin kanser riski ile ilgili prediktif
degeri belirlenmemistir (Suspiro ve Prista, 2011; Mateuca ve digerleri, 2012). Kanser ile tam
bir iligkisinin olmamasina ragmen KKD testi, DNA onarim calismalarinda ve genetik
toksikolojide in vitro ve in vivo olarak uygulanmaktadir (German ve Alhadeff, 1994; Eke ve
Celik, 2008).
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Mikroniikleus (MN) testi

Hematolojik olarak Howell-Jolly cisimcikleri olarak da bilinen mikronukleuslar, genellikle
eritrositlerde goriilen niikleer kromatinin piirlizsiiz, yuvarlak kalintilaridir. 1951'de anafazin

gec evrelerinde ana g¢ekirdekten atilan asentrik pargalarla ilgili olarak adlandirilmistir

(Krishna ve Hayashi, 2000; Kirsch-Volders ve digerleri, 2003).

Mikronukleuslar, ¢ekirdekten tamamen ayrilmis, niikleer bir zarla ¢evrili kiigiik, kromatin
yapilardir. Asentrik kromozom fragmentlerinden veya anafazda geride kalan tiim
kromozomlardan kaynaklanmaktadir. Cekirdek boliinmesi sirasinda ortaya cikarlar ve
anafazda geri kalarak telofazdaki iki ana ¢ekirdekten birine dahil olmazlar (Cao ve digerleri,

2013; Hintzsche ve digerleri, 2017).

Sitokinezi Bloklanmis Mikroniikleus testi (Cytokinesis-Blocked Micronucleus Assay;
CBMN Assay) olarak da bilinen MN testi, hiicre bdliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan
kromozomal anormallikleri, genom mutasyonlarini, sitostatik etkileri ve hiicresel
sitotoksisiteyi degerlendirmek i¢in tercih edilen yontemlerden biridir. Hem kromozom
kaybmni hem de kromozom kirilmasmi 6lgmeyi saglamaktadir (Hovhannisyan, 2010;
Hintzsche ve digerleri, 2017; Franzke ve digerleri, 2020). Farmasotikler, tarim kimyasallari,
gida katki maddeleri gibi bir¢ok kimyasalin genotoksik etkilerini degerlendirmek i¢in
kullanilmaktadir (Hayashi, 2016). Ayrica genotoksisite arastirmalari, genotoksik ajanlara
maruz kalan popiilasyonlarda molekiiler epidemiyoloji ve sitogenetik hasarlarda yaygin
olarak kullanilan 6nemli bir in vivo ve in vitro biyobelirtegtir. Herhangi bir okaryotik
hiicreye uygulanabilir. Karyotip analizi gerektirmedigi i¢in kolay ve hizl1 bir yontemdir (Cao
ve digerleri, 2013; Araldi ve digerleri, 2015). MN testi kromozomal instabiliteyi, DNA
onarim kapasitesini, niikleer boliinme oranini, mitojenik yaniti ve nekrotik ile apoptotik
hiicrelerin olusumunu o6l¢mek i¢in kullanilir (Fenech, 2006). Giivenilir olmasi ve
tekrarlanabilirligi nedeniyle genel olarak insan ve memeli hiicrelerinde genotoksisitenin
Olciilmesi i¢in standart bir sitogenetik teknik haline gelmistir. Test OECD klavuzlarinda
“Test Yonergesi 487 olarak yayinlanmis ve genotoksisite testlerinde uygun kullanimlarini

aciklamistir (Cao ve digerleri, 2013).

DNA hasarina neden olan bilesikler, kromozom kirilmasina (klastojenik etki) veya tam

kromozom kaybina (andjenik etki) neden olabilir. Pan-sentromerik DNA problari ile
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ugulanan floresan in situ hibridizasyon (FISH) metodu ile genotoksik ajanin klastojenik veya
andjenik oldugu tespit edilebilir. Klastojenik ajanlar, kromozomun par¢alanmasina neden
oldugundan olusan mikroniislarda sentromer bolgesi bulunmaz. Anéjenik ajanlar ise mitoz
sirasinda kromozomlarin ayrilmasinda problem olusturmaktadir. Bu nedenle olusan
mikroniikleuslar tiim kromozom igerir, dolayisiyla sentromer bolgelerini bulundurur.
Kromozomlara 6zgii problarin kullanildigi FISH tekniklerinde ise, mikroniikleuslarda hangi
kromozomlarin veya kromozom parcalarinin bulundugu belirlenebilir (Suspiro ve Prista,

2011; Blomme ve Will, 2016).

Birgok ¢alismada kanser, nérodejeneratif hastaliklar ve kardiyovaskiiler hastaliklarda artan
mikroniikleus siklig1r gosterilmistir. Ayrica, saglikli dondrlerin periferal lenfositlerindeki
yiilksek mikroniikleus frekanslarinin genomik instabiliteyi ve yasamin ilerleyen
donemlerinde kansere yakalanma riskini Ongoriicii bir rol oynadigini bilinmektedir
(Bolognesi ve digerleri, 2015). Ayrica kemopreventif ajanlarin mikroniikleus sikligini
azalttig1 da bir¢ok arastirma sonucunda raporlanmistir (Di Sotto ve digerleri, 2010; Pinto ve

digerleri, 2010; Cavalcanti ve digerleri, 2021; Jagetia, 2021).

Comet testi

Tek hiicreli jel elektroforezi (SCGE: Single cell gel electrophoresis) olarak da isimlendirilen
comet, Ostling ve Johanson tarafindan 1984 yilinda ilk kez nétr pH kosullar altinda
gergeklestirilmistir. 1988 yilinda ise Singh ve arkadaslar1 bu yontemi modifiye ederek alkali
pH kosullarinda uygulamislardir. Comet testinin notr versiyonu, DNA molekiilii ¢ift sarmall
yapt olarak korundugu i¢in DNA ¢ift zincir kirtklarinin belirlenmesini saglar. DNA-DNA /
DNA-proteininin ¢apraz baglanmasi, DNA go¢iiniin azalmasina yol actigindan mevcut tek

zincir kiriklariin tespit edilememesine neden olur.

Cometin alkali versiyonu ise tek zincir kiriklarinin tespit edilmesi i¢in kullanilmaktadir
(Ostling ve Johanson, 1984; Singh ve arkadaslari, 1988; Calini ve digerleri, 2002;
Hovhannisyan, 2010; Karlsson ve digerleri, 2015).

Comet, dkaryotik ve prokaryotik canlilarda in vitro ve in vivo olarak uygulanabilen ve hemen
hemen her hiicre tipinde kullanilabilen ¢ok yonlii, kolay, ucuz, giivenilir ve hizl1 bir tekniktir.

Comet, DNA hasar1 ve onarimi i¢in temel aragtirmalar, genotoksisite ¢alismalari, ¢evresel
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toksikoloji, biyo-izlem, molekiiler epidemiyoloji, radyasyon biyolojisi, beslenme ¢aligmalari
ve kanser caligmalar1 gibi bircok alanda DNA hasarini igeren siiregleri incelemek igin
kullanilir (Langie ve digerleri, 2015; Augustyniak ve digerleri, 2016; Glei ve digerleri,
2016). Bu test Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (OECD) tarafindan 2014 yilinda
diger test yonergelerine ek olarak “Test Yonergesi 489” olarak dahil edilmistir. Ayrica FDA
ve WHO tarafindan insan biyoizlem ¢aligmalarinda da kullanilabilir bir yontem olarak kabul

edilmistir (Singh, 2016).

Test, maruz birakilan hiicrelerin mikroskop lami ilizerinde agaroz jele gomiilmesi ile baglar.
Sonrasinda hiicre zarinin, sitoplazmanin, histonlarin ve diger c¢ozlinlir proteinlerin
parcalanmas1 amaciyla lizis ¢ozeltisinde bekletilir. DNA’nin ¢oziilmesini saglamak igin
elektroforez tamponunda bekletilir ve alkali kosullar altinda elektroforezi gergeklestirilir.
Elektrik alani, negatif yiiklii hasarli DNA'nin anoda dogru hareket etmesine neden olur. Bu,
bast (saglam DNA) ve kuyrugu (hasarli DNA) olan ‘kuyruklu yildiza’ benzeyen bir goriintii
ile sonuglanir. Notralizasyondan sonra, etidyum bromiir gibi DNA'ya 6zgili bir boya ile
boyanir ve bir goriintii analiz sistemi kullanilarak floresan mikroskobu ile analiz edilir.
Gorilintli analizi, her ‘kuyruklu yildiz’ i¢in farkli parametreleri hesaplamaktadir, en sik
kullanilan parametreler kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu (%kuyruk DNA's1) ve kuyruk
momentidir (Gyori ve digerleri, 2014; Araldi ve digerleri, 2015; Karlsson ve digerleri, 2015).

2.6. Ekzopolisakkaritler ile Yapilan Genotoksisite ve Antigenotoksisite Calismalari

Prokaryotik ve okaryotik mikrobiyal kaynaklardan izole edilen EPS’lerin antigenotoksik,
antimutajenik, antiklastojenik ve antioksidan Ozelliklerinin incelendigi ¢aligmalar
bulunmaktadir. S6z konusu ¢alismalarda bu ekzopolisakaritlerin 6nemli dlgiide sitotoksik,

genotoksik, mutajenik ve klastojenik etkilerinin bulunmadigi saptanmastir.

Probiyotik bir bakteri olan Lactobacillus plantarum RJF4’dan izole edilen EPS’nin (1, 10,
100 ve 1000 pg/mL) MTT ve Alamar Blue testleriyle yapilan sitotoksisite ¢aligmalarinda
kanser hiicresi hattina (MiaPaCa2-pankreas kanseri hiicre hatt1) spesifik olarak
antiproliferatif etki gdsterirken normal hiicre hatlar1 (L6 ve L929 fibroblast hiicreleri) igin
toksik olmadig1 sonucuna ulasilmistir. Bu sonuglar, s6z konusu EPS’nin saglik alaninda

kullanilma potansiyeline sahip oldugunu gostermistir (Dilna ve digerleri, 2015).
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Lactobacillus casei 01 susundan elde edilen EPS’nin (5, 10, 50 ve 100 pg/mL, 24 saat) insan
kolon kanser hiicre hattinda (HT29) proliferasyon tizerine etkileri ve insan bagirsak epitel
hiicre hattinda (intestine 407) sitotoksik etkisi ile EPS’nin (10 ve 50 pg/mL, 6n, es ve gec
zamanli muamele) 4-Nitroquinoline 1-oxide (4-NQO; 0,03 ug/mL) sitotoksisitesi iizerine
antisitotoksik etkisi MTT hiicre canlilig1 testi incelenmistir. Buna gére EPS’nin en yiiksek
konsantrasyonlarmin HT-29 hiicrelerinde antiproliferatif aktivite sergilerken, intestinal 407
hiicre canliliginin EPS’nin diger konsantrasyonlarindan (5-50 pg/mL) etkilenmedigi
bulunmustur. Ayrica EPS’nin (10 ve 50 pug/mL, 12 saat, es zamanli muamele) 4-NQO’in
genotoksisitesi lizerine antigenotoksik etkileri comet testi kullanilarak analiz edilmistir.
EPS’nin kullanilan konsantrasyonlarda 4-NQO’nun neden oldugu DNA hasarin1 ve NQO
kaynakli sitotoksisiteyi engelledigi goriilmiistiir. EPS’nin bloke edici ve biyoantisitotoksik

etki gosterdigi raporlanmistir (Liu ve digerleri, 2011).

Bir EPS olan levan, gida endiistrisinde stabilizatdr, kivam arttirict ve aroma verici olarak
siklikla tercih edilmektedir. 2013 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada Bacillus subtilis’den
elde edilen levanin Cin hamster ovaryum hiicrelerinde (CHO-K1) sitotoksik ve mutajenik
etkileri MTT (Levan; 80, 160, 240, 320 ve 400 mg/mL, 24 saat) ve MN (Levan; 400 ve 1200
mg/mL, 24 saat) testleri ile incelenmistir. Levanin sitotoksik ve mutajenik etkilerinin
olmadig1 saptanmistir. Bu bilesigin giivenli oldugu ve bu calismanin yeni endiistriyel

uygulamalara olanak saglayacagi belirtilmistir (Dos Santos ve digerleri, 2013).

Mello ve digerleri (2017) Lasiodiplodia theobromae kaynakli lasiodiplodan (LS)
ekzopolisakkaritinin (LS; 5, 10 ve 20 mg/ kg viicut agirligi, 15 giin, oral) genotoksik ve
doksorubisin (DXR; 15 mg/kg viicut agirligi, 14. giin, intraperitonal)’e kars1 antigenotoksik
etkilerini Wistar ratlarinin kan hiicreleri ve hepatositlerinde comet, periferik kan hiicreleri
ile kemik iligi hiicrelerinde de MN testleri ile aragtirmistir. Ayrica 10 mg/ kg viicut agirligi
LS, 15 mg/kg viicut agirhigt DXR ve 10 mg/ kg viicut agirhigi LS + 15 mg/kg viicut agirhigi
DXR uygulamalarinin DNA hasariyla ilgili genlerin (Niikleotit ve baz eksizyon tamiri,
yanlis esleme tamiri, ¢ift zincir kirik tamiri, apoptoz ve hiicre dongiisii) ifadesindeki
degisiklikler PCR ile incelenmistir. LS’ nin tek basina bu genlerin ifadelerinde degisikliklere
neden olmamis, DXR’nin neden oldugu ifade hatalarim1 da azaltmistir. Kemopreventif
potansiyeli olan LS nin DNA hasar1 olusturmadigi ve DXR’nin neden oldugu DNA hasarini
onemli derecede azalttig1 saptanmistir. Ancak, bu etkilerin altinda yatan mekanizmalar tam

olarak anlagilmamustir.
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Spicer, Goldenthal ve Ikeda tarafindan yapilan bir arastirmada (1999) kurdlan EPS’sinin
mutajenitesi, dort farkli test sisteminde degerlendirilmistir. Ames testi, Salmonella
typhimurium TA 1535, TA 1537, TA 1538, TA 98 ve TA100 suslarinda S9 varliginda ve
yoklugunda gerceklestirilmistir. Kurdlan degerlendirilen konsantrasyonlarinin (50, 150,
500, 1500 ve 5000 pg/plate) sadece en yiikseginde (TA1538 hari¢ tiim suglarda ve S9
yoklugunda) hafif mutajenite sergilemistir. Fare lenfoma mutasyon deneyi de S9 varliginda
ve yoklugunda gergeklestirilmis ve 312,5; 625; 1250; 2500 ve 5000 pg/mL
konsantrasyonlarindaki kurdlanin mutajenik aktivite sergilemedigi gozlenmistir. Kurdlan
MN testinde de (500, 1000 ve 2000 mg/kg) MN olusumunu indiiklememistir. KA testi S9
varligi ve yoklugunda, 24 ve 48 saatlik muamele siireleri ile Cin hamster yumurtalik
hiicrelerinde gerceklestirilmistir. Bu test sisteminde de kurdlanin hicbir konsantrasyonu

(625, 1250, 2500 ve 5000 pg/mL) kromozomal anormalligine neden olmamastir.

Aureobasidium pullulans tarafindan {iretilen pullulanin mutajenitesinin Ames testi ile
incelendigi bir ¢calismada Salmonella typhimurium’un TA100, TA1535, TA98 ve TA1537
suslart kullanilmistir. S9 varliginda ve yoklugunda 10, 100, 1.000 ve 10.000 pg/plate
konsantrasyonlarinda uygulanan pullulan mutajenik aktivite sergilememistir (Kimoto ve

digerleri, 1997).

Yaralarin iyilestirilmesinde etkili olan ve tibbin farkli alanlarinda da kullanilan bakteriyel
seliilozun genotoksik ve siklofosfamide (SF; 2 mg/kg viicut agirligi, intraperitonal) karsi
antigenotoksik etkileri in vivo olarak MN testi ile arastirilmistir. Erkek ve disi Isvigre
Webster farelerine oral veya intraperitonal yoldan verilen bakteriyel seliiloz (200 mg/kg
viicut agirhigi, 3 giin), uygulamanin ardindan alinan kemik iligi hiicrelerinde
degerlendirilmistir. Bakteriyel seliilozun genotoksik etkisinin olmadigr ve SF’ye karsi

antigenotoksik oldugu bildirilmistir (Pinto ve digerleri, 2016).

Botryosphaeria rhodina MAMB-05’ten elde edilen botryosphaera ezkopolisakkaritinin
(BOT) sitotoksik, mutajenik, genotoksik ve koruyucu etkilerinin incelendigi bir ¢caligmada
Cin hamster akciger fibroblastlar1 (V79) ve rat hepatokarsinom hiicreleri (HTC) kullanilarak
MTT, MN ve comet testleri gergeklestirilmistir. MTT testinde BOT’un on farkl
konsantrasyonu (7,5; 15, 30, 60, 100, 150, 200, 300, 450, 600 pg/mL) degerlendirilmis ve
bu bilesigin V79 hiicrelerinde (3 saat) sitotoksik bir etkisinin olmadigi ancak HTC

hiicrelerinde (24 saat) 300 ve 450 ng/mL’lik konsantrasyonlarda hiicre cogalmasini uyardigi



36

saptanmistir. MTT testinin sonuglart baz alinarak mikroniikleus ve comet testleri igin
BOT’un ii¢ farkli konsantrasyonu (7,5; 30 ve 100 pg/mL) incelenmis ve BOT un V79 (3
saat) ve HTC (24 saat) hiicrelerinde genotoksik bir etkisinin bulunmadigi belirlenmistir.
BOT’un (7,5; 30 ve 100 pg/mL, 3 saat) V79 hiicrelerinde doksorubisin (DXR; 0,75 pg/mL,
3 saat) ve hidrojen peroksite (H202; 1,70 ug/mL, 20 dakika) karsi, HTC hiicrelerinde ise
benzo[a]piren (B[a]P, 20 ug/mL, 24 saat) ve hidrojen peroksite (H2O2; 1,70 ug/mL, 20
dakika) kars1 antimutajenik etkileri iki farkli muamele protokolii (es zamanli ve ge¢ zamanli
muamele) kullanilarak MN testi ile degerlendirilmistir. BOT un kullanilan mutajenlerin
neden oldugu klastojenik etkileri 6nemli 6l¢lide azalttigi belirlenmistir (Kerche-Silva ve
digerleri, 2017). BOT ile gerceklestirilen farkli bir ¢alismada ise bu EPS’nin (75, 150, 300,
450 ve 600 pg/mL) Ames testi ile Salmonella typhimurium’un TA98, TA100, TA102,
TA97a suslar1 kullanilarak S9 varliginda ve yoklugunda mutajenik etkisi arastirtlmigtir.
BOT’un ayn1 konsantrasyonlarinin hidrojen peroksit (H202; 100 pg/mL) tarafindan {iretilen
reaktif oksijen ve azot tiirlerinin iiretimini azaltma kabiliyeti, lenfosit kiiltiirlerinde CM-
H>DCFDA  (5-(and-6)-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluorescein  diacetate) probu
kullanilarak degerlendirilmistir. Ayrica BOT un ii¢ farkli konsantrasyonu (7,5; 30,0 ve 100,0
pug/mL, 24 saat) normal ve tiimor (Jurkat) insan T lenfosit kiiltiirlerine tek basina ve metil
metansiilfonat (MMS; 10 uM, 4 saat) ile birlikte (es ve ge¢ zamanli muamele) uygulanarak
genotoksik ve antigenotoksik etkileri comet testi ile incelenmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina
gore BOT’un degerlendirilen konsantrasyonlarda mutajenik ve genotoksik olmadigi
saptanmistir. Bununla birlikte MMS’nin neden oldugu DNA hasarina karsi lenfositleri
korudugu belirlenmistir ancak H2O. tarafindan {iretilen reaktif oksijen tiirlerini
azaltamamistir. Arastirmacilar bu calismanin sonuglarina dayanarak botryosphaeranin
terapotik bir ajan olarak kullanilmasinin uygun olabilecegini agiklamiglardir (Malini ve
digerleri, 2016). Yine ayn1 mantardan elde edilen BOT un (7,5; 15, 30 mg/kg viicut agirhigi,
15 giin, gavaj) in vivo klastojenik ve siklofosfamide (SF; 50 mg/kg viicut agirligi,
intraperitonal, eszamanli muamele) karsi antiklastojenik etkilerinin incelendigi bir
caligmada fare periferal kan ve kemik iligi kullanilarak MN testi ger¢eklestirilmistir. Buna
gore BOT’un klastojenik veya andjenik aktivitesinin olmadig1 ve SP’nin neden oldugu
klastojenik etkiyi onemli Olgiide azalttigt gozlenmistir. Bu nedenle mikrobiyal
polisakkaritlerin SP ile indiiklenen klastojenik etki iizerindeki onleyici etkisinin, SP'nin
reaktif hidroksil gruplarini temizlemesinden kaynaklandigi vurgulanmistir (Miranda ve

digerleri, 2008).
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Saccharomyces cerevisiae mayasi tarafindan iretilen (1— 3)(1— 6)-p-D-glukan’in ¢in
hamster epitel hiicrelerinde (CHO-K1) in vitro genotoksisitesi comet; hiicre canliligi iizerine
etkisi ise CM-G ve MTT hiicre canlilig: testleri ile incelenmistir. MTT testinde EPS’nin
uygulanan konsantrasyonlarindan (6,25; 12,5; 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200 pg/mL; 3
ve 24 saat) sadece en yiikseginin mitokondriyal etkinligi azaltarak sitotoksik etki gosterdigi
gozlenmistir. Comet testinde galisilan konsantrasyonlarinin (12,5; 25, 50, 100 pg/mL)
genotoksik etkiye neden olmadigi bulunmustur. CM-G ile yapilan hiicre canlilig1 testinde
ise uygulanan konsantrasyonlarin (12,5; 25, 50, 100, 200 pg/mL) kontrole kiyasla canlilik,
apoptoz veya nekroz indekslerinde degisikligine neden olmadigi saptanmistir (Magnani ve
digerleri, 2009). Ayni mayadan iiretilen f—glukanin (100, 150 ve 200 mg/kg viicut agirligi)
tek basina genotoksik ve siklofosfamid (CP; 50 mg/kg viicut agirlifi) kaynakli DNA
hasarina kars1 antigenotoksik etkisinin degerlendirildigi farkli bir ¢alismada farelerde comet
ve MN testleri uygulanmistir. B—glukan alti hafta boyunca haftada ii¢ ardigik giin
uygulanmistir. CP ise uygulanan gruplarda haftada bir kez verilmistir. Birinci, besinci ve
altinc1 haftada kan oOrnekleri alinarak testler gerceklestirilmistir. f—glukanin sadece en
yiiksek konsantrasyonunun genotoksik etkide oldugu bulunmustur. Ayrica antigenotoksik
etkisinin varliginin konsantrasyona bagli olmadigi tespit edilmistir. Antigenotoksik etkisinin
degerlendirilmesi igin test protokolii besinci ve altinci haftada tekrar uygulanmistir. Bu
aktivitenin besinci haftada azalmaya basladig1 ve altinci haftada goriilmedigi sonucuna
ulagilmistir. Sonug¢ olarak B-glukanin DNA hasarin1 6nleme etkisinin tedavi siiresi
uzatildiginda azaldig1 saptanmistir (Oliveira ve digerleri, 2013). Oliveira ve digerleri (2013)
tarafindan gergeklestirilen yine B-glukanin genotoksik etkisinin ve antigenetoksik etki
mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in yapilan bir ¢alismada Cin hamster yumurtalik hiicre
hatlarinin yabanil tipi (CHO-K1) ve DNA onarim mekanizmasi eksik tipi (CHO-xrs5)
kullanilmigtir. Antigenotoksisite calismasinda, DNA hasarini indiikleyici ajan olarak da
metil metansiilfonat (MMS; 37,6 ve 4,23 pg/mL) kullanilmistir. CHO-KT1 hiicre hattinda
gerceklestirilen MN, comet ve hiicre canlilig1 testlerinde B-glukanin (5, 10, 20 ve 40 png/mL)
genotoksik ve klastojenik etkinliginin olmadigi, hiicre canlilig1 indeksinde bir azalmaya,
nekrotik ve apoptotik indekslerde de artisa neden olmamustir. B-glukan, MN testinde DNA
hasarina kars1 Onleyici aktivite gosteritken, comet testinde antigenotoksik aktivite
gostermemistir. Ayrica hiicre canliligi testinde apoptozu disiirerek hiicre canliligini
arttirmigtir. B-glukanin en yiliksek konsantrasyonu ile (40 pg/mL) CHO-xrs5 hiicrelerinde
MN ve hiicre canlilig1 testleri gerceklestirilmistir. Comet testi, -glukanin klastojenik etkide

olmadigim1 ve MMS’ye etkili oldugunu gostermistir. Hiicre canlilig1, apoptoz ve nekroz
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parametrelerinin degerlendirildigi test sonucunda apoptoz indeksinde azalmaya bagl hiicre
canlilif1 indeksinde artig goriilmiistiir. B-glukanin koruyucu etkisini, MMS ile baglanma
yoluyla ve DNA onarim mekanizmalar1 araciligiyla gergeklestirdigi diistiniilmistiir

(Oliveira ve digerleri, 2007).

Insan diyetinde kullanilan iniilinin (50 mg/kg viicut agirligi, oral, 12 hafta) genotoksik ve
antigenotoksik etkileri, Isvigre erkek farelerinde comet, MN ve anormal kript odagi (ACF)
testleri ile degerlendirilmistir. Mutajen olarak 1,2 Dimetilhidrazin (DMH; 20 mg/kg viicut
agirligy, intraperitonal) kullanilmistir. Testler, 6n (12 hafta iniilin + 3. ve 4. hafta DMH),
on-+tsiirekli (2 hafta iniilin + 3. ve 4. hafta DMH), es (3. ve 4. hafta iniilin + DMH) ve gec
zamanli (3. ve 4. hafta DMH + son DMH’den 24 saat sonra iniilin) protokolleri ile
uygulanmistir. MN testi, son muamelelerin ardindan 24. (T1) ve 48. (T2) saatte, comet
sadece 24. (T1) saatte, ACF testi ise 12. haftadan sonra tiim gruplarda gerceklestirilmistir.
MN testi sonucunda iniilinin mutajenik olmadigi, T1-ge¢ zamanli ve T2-es zamanli muamele
protokolleri haricindeki tiim protokollerde %100°den fazla oranda hasar azaltabildigi
gozlenmistir. Comet testinde iniilinin, genotoksik oldugu ve antigenotoksik etkide
bulunmadig1 goriilmiis, nedeni tam olarak anlagilamamistir. ACF testinde de iniilinin tim
protokollerde antikarsinojenik aktivitede oldugu gézlenmistir. Elde edilen veriler, iniilinin
hem desmutajenik hem de biyoantimutajenik aktivite sergiledigini ve biyoantimutajenik

aktivitesinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Mauro ve digerleri, 2013).

Bu tez galismasinda probiyotik bir bakteri olan L. salivarius KC27L susundan izole edilen
ekzopolisakkaritin  (EPSkc27L) insan periferal lenfositlerinde in vitro genotoksik ve
mitomisin-C  (MMC), metil metansiilfonat (MMS) ile hidrojen peroksit (H2032)
mutajenlerinin olusturdugu hasarlara kars1 antigenotoksik etkileri ilk kez arastiriimigtir. Bu
amagla kromozom anormallikleri (KA), kardes kromatid degisimi (KKD), mikroniikleus
(MN) ve comet testleri gergeklestirilmistir. Ayrica taramali elektron mikroskobunda
(Scanning Electron Microscope, SEM) EPSkc27.’nin yapisi, EPSkc27. ve EPSkco7e + MMC

uygulamalarinin hiicrelerde degisiklige neden olup olmadig incelenmistir.



39

3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Kromozom incelemesi i¢cin materyal

L. salivarius KC27L susundan izole edilen ekzopolisakkaritin (EPSkc27L) in vitro genotoksik
ve antigenotoksik etkileri kiiltiire edilmis insan periferal lenfositleri ve izole edilmis insan
lenfositleri kullanilarak incelenmistir. Genotoksik etki i¢in, EPSkc27.’nin tek basina farkl
konsantrasyonlar1 degerlendirilmistir. Antigenotoksik etkisi i¢in ise, EPSkcz7.’nin bir
oksidan olan hidrojen peroksit (H20.), antitiiméoral ajanlar olan metil metansiilfonat (MMS)
ve mitomisin-C (MMC) mutajenleri ile es muameleleri sonucu olusturulan genetik hasarlara
kars1 etkileri gozlemlenmistir. Bu amagla periferik kan 6rnekleri bir kadin ve bir erkek

donorden temin edilmistir. Donorlerde aranan 6zellikler;

a. Sigara ve alkol kullanmamasi
b. Son alt1 ayda herhangi bir ila¢ kullanmamis olmasi
c. Herhangi bir saglik sorununun olmamasi

d. 18-27 yas araliginda olmasi

Arastirma, Amasya Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun
20/06/2019 tarihli 6/36 karar sayili izni ile gerceklestirilmistir. Ayrica aragtirma, “Diinya
Tabipleri Birligi Helsinki Bildirgesi Insanlar Uzerinde Yapilan Tibbi Arastirmalarla ilgili
Etik Ilkeleri’ne uygun hazirlanmis olup ¢aligmaya katilan goniilliilere “Bilgilendirilmis
Gonilli Olur Formu” imzalatilmigtir. Aragtirmada, T.C. Saghk Bakanligi’nca 13 Kasim
2015 tarihinde yiiriirliige konulan Iyi Klinik Uygulamalar1 (IKU) Kilavuzunda belirtilmis
olan temel prensiplere uyulacagi ve elde edilecek bilgilerin gizli tutulacag: taahhiit

edilmistir.
3.1.2. Test materyali

L. salivarius KC27L susundan izole edilen ekzopolisakkarit (EPSkc271)

Bu tez ¢aligmasinda Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji
Anabilim Dalindan Prof. Dr. Zehranur YUKSEKDAG damismanhginda Kiibra CELIK
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tarafindan hazirlanan “Tavuk diskisindan izole edilen laktik asit bakterileri
ekzopolisakkaritlerinin antioksidan ve antibiyofilm aktiviteleri” adli tez caligmasinda serbest
dolasan tavuklarin gaitalarindan elde edilen L. salivarius KC27L susundan izole edilen EPS
(EPSkc27L) kullanmilmustir. Arastirmacilar tarafindan EPS liyofilizasyon islemi ile toz haline
getirilmis ve kapakli sigelerine aktarilmistir. S6z konusu ekzopolisakkaritin igeriginin

asagidaki gibi oldugu belirtilmistir (Celik, 2018):

Seker kompozisyonu: %52,99 glikoz, %18,51 siikroz, %13,81 mannoz ve %14,67 arabinoz
Molekiiler agirligi: 1,6 x 10% - 6,4 x 10* Da

EPSkc27L, otoklavlanarak steril edilmis, distile suda 100,00 pg/mL konsantrasyon olarak
hazirlanmis olup 50-60°C’de suda ¢oziilmiistiir. Daha sonra 12,50; 25,00 ve 50,00 ug/mL’lik

konsantrasyonlara seyreltilmistir.

Mitomisin-C (MMC)

Biyolojik kaynak: Streptomyces caespitosus

Kimyasal adlandirmast: 6-amino-4,7-diokso-8-metoksi-5-metil-1,1,2,8,8,8-
hekzahidroazirin [2,3] pirolo [1,2] indol-8-metilkarbamat

Molekiil agirligt: 334,33 g/mol

Molekiil formiilii: C1sH1gN4Os

CAS No: 50-07-7 (Sigma-Aldrich)

Saflik: %98

Etki: antitiimdr ve antibiyotik aktiviteye sahip, alkilleyici kemoterapi ajanm

Yapisal Formiilii: Sekil 3.1.°de verilmistir.

H2N O\CH3

Sekil 3.1. Mitomisin-C’nin yapisal formiilii (Hanson ve digerleri, 2012)



Hidrojen peroksit (H>O»)

Molekiil agirligt: 34,01 g/mol

Molekiil formiilii: H202

CAS No: 7722-84-1

Saflik: %35

Etki: Organik ve/veya inorganik bilesikleri oksitleme yetenegi, DNA hasar1

Yapisal Formiilii: Sekil 3.2.’de verilmistir.

Sekil 3.2. Hidrojen peroksit’in yapisal formiilii (Busing ve Levy, 1965)

Metil metansilfonat (MMS)

Molekiil agirligr: 110.13 g/mol
Molekiil formiilii:C2HsO3S

CAS No: 66-27-3

Saflik: %99

Etki: Alkilleyici kemoterapi ajani

Yapisal Formiilii: Sekil 3.3’de verilmistir.

@)
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Sekil 3.3. Metil metansiilfonat’in yapisal formiilii (Kumar ve digerleri, 2011)
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3.2. Metot

Aragtirmada kiiltiire edilmis insan periferal lenfositlerinde kromozomal anormallik (KA),
kardes kromatid degisim (KKD) ve mikroniikleus (MN) testleri uygulanmis olup izole insan
lenfositleri ile de comet testi gergeklestirilmistir. Ayrica taramali elektron mikroskobunda
(Scanning Electron Microscope, SEM) EPSkcz7L’nin yapist ve hiicreler ile etkilesimi

incelenmistir.

3.2.1. EPSkc27. Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Bu arastirmada kullanilan konsantrasyonlarin belirlenmesi i¢in 6n denemeler yapilmistir. Bu
amagla kiiltiire edilmis insan periferal lenfositlerinde 3,12; 6,25; 12,50; 25,00; 50,00; 100,00;
150,00 ve 200,00 pg/mL konsantrasyonlart denenmistir. Mitotik indeks incelemesi
sonucunda 150,00 ve 200,00 pg/mL konsantrasyonlari, hiicre proliferasyonunu azalttig1 igin
elenmis olup (Cizelge 3.1), ¢alismada kullanilacak konsantrasyonlar 12,50; 25,00; 50,00 ve
100,00 pg/mL olarak secilmistir.

Cizelge 3.1. Insan periferal lenfositlerinde EPSkc27i’nin 48 saatlik muamelesi sonucunda
tek dondrde belirlenen mitotik indeks (M) degerleri (Calisilacak
konsantrasyonlarin belirlenmesi i¢in yapilan 6n ¢aligma)

Konsantrasyon (pg/mL) Mitotik Indeks (MI)
Kontrol 45
3,12 38
6,25 44
12,50 35
25,00 35
50,00 38
100,00 31
150,00 28
200,00 28

3.2.2. Kromozom anormallikleri (KA) ve kardes kromatid degisimi (KKD) testlerinin
preparatlarinin hazirlanmasi

Kromozal Anormallik testi Evans, Kilbey, Legator, Nichols ve Ramel’in (1984) yonteminin

modifikasyonlariyla (Yiizbasioglu, Celik, Yilmaz, Unal ve Aksoy, 2006) yapilmistir. Kardes



43

kromatid degisimi testi ise Perry ve Wolff’un (1974) yonteminin modifikasyonlar1 (Speit ve
Haupter, 1985) ile gerceklestirilmistir.

Iki dondrden heparinle yikanmis enjektor ile alan periferik kanin, 0,2 mL’si igerisinde 2,5
mL besi ortami (Chromosome medium B) bulunan tiiplere ekilmistir. Kan ekilen tiiplere,
onceden sartorius membran filtre kullanilarak steril sartlarda hazirlanan BrdU (5-Bromo-2-
deoksiuridin=Bromodeoksiiiridin) soliisyonundan 10 pg/mL eklenmistir. Sonrasinda kiiltiir
tiipleri 37 °C’lik etiivde 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Her tiipe kiiltiir siiresi bitiminden
2 saat Once (kiiltiirtin 70. saatinde) 0,06 pg/mL kolkisin ¢ozeltisi eklenerek hiicreler 37

°C’deki etiivde 2 saat boyunca kolkisin ile muamele edilmistir.

Bu ¢alismada L. salivarius KC27L susundan izole edilen ekzopolisakkaritin (EPSkc27L)
genotoksik ve antigenotoksik etkilerini incelemek i¢in 3 deney protokolii olusturulmustur.
Birinci deney protokoliinde EPSkc27.’nin olast genotoksik etkisi incelenmistir. Bu amagla
yapilan 6n denemeler sonucunda EPSkcz7i’nin segilmis farkli konsantrasyonlart (12,50;
25,00; 50,00 ve 100,00 pg/mL) tek basma uygulanmstir. Ikinci ve iigiincii deney
protokollerinde ise EPSkc27. nin olasi antigenotoksik etkileri incelenmistir. EPSkc27.’nin
ayn1 konsantrasyonlari, ikinci grupta 0,20 pg/mL mitomisin-C (MMC) iiciincii grupta ise
5,00 pg/mL metil metansiilfonat (MMS) ile birlikte es zamanli olarak hiicrelere
uygulanmistir. Kromozom anormalligi (KA) ve kardes kromatid degisimi (KKD) testleri
i¢in li¢ deney protokoliinde de 24 saat ve 48 saatlik muamele siireleri uygulanmistir. Ayrica
her uygulama grubuna, negatif (distile su) ve pozitif kontrol gruplar1 (0,20 pg/mL MMC
veya 5,00 pg/mL MMS) eklenmistir.

72. saatte kiiltiir tiipleri etiivden ¢ikarilarak 1100 rpm’de (dakikadaki devir sayis1) 10 dakika
santrifiij edilmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Ardindan kiiltiir tiiplerine hipotonik
(0,075M KCl, potasyum kloriir) ¢ézeltiden 5 mL ilave edilmis ve kiiltiir tiipleri 37°C’de 30
dakika inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 1100 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
slipernatant uzaklastirilmistir. Tiiplere 3:1 oraninda metanol:asetik asit ile hazirlanan fiksatif
soliisyonu eklenmistir. Ardindan tiipler santrifiij edilmis ve stipernatant uzaklastirilmistir.
Bu islem iki kez daha tekrarlanarak fiksasyon islemi tamamlanmigtir. Tiipiin dibinde kalan
slispansiyon pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir. Bu silispansiyon daha dnceden
temizlenmis soguk lamlar {izerine farkli alanlara gelecek sekilde damlatilmis ve kurumaya

birakilmistir.



44

3.2.3. Mikroniikleus (MN) testi preparatlarinin hazirlanmasi

Mikronukleus (MN) testi, Fenech (2000, 2007)’in yontemine goére bazi modifikasyonlarla
(Palus ve digerleri, 2003) uygulanmistir. Donérlerden heparinle yikanmis enjektorler ile
alman periferik kanin, 0,2 mL’si igerisinde 2,5 mL besi ortami1 (Chromosome medium B)

bulunan tiiplere ilave edilmis ve 37°C’deki etiivde 72 saat inkiibasyona birakilmistir.

Calismada L. salivarius KC27L susundan izole edilen ekzopolisakkaritin (EPSkco7L) insan
periferal lenfosit kiiltiirlinde kromozom kiriklar1 ve/veya tiim kromozom kaybinin olup
olmadigini belirlemek ve mutajenlerin olusturdugu kromozomal hasara karst EPSkc27.’nin
etkinliginin incelenmesi amaciyla 3 deney protokolii olusturulmustur. Kiiltiir siiresinin 24.
saatinde birinci gruba EPSkc27.’nin farkli konsantrasyonlart (12,50; 25,00; 50,00 ve 100,00
ug/mL) tek basma uygulanmustir. Ikinci gruba EPSkcz7i’nin aym konsantrasyonlar: 0,20
pg/mL mitomisin-C (MMC) ile birlikte, tigiincii gruba ise 5,00 pg/mL metil metansiilfonat
(MMS) ile birlikte es zamanli olarak uygulanmistir. Mikroniikleus (MN) testi icin
calismanin tamaminda 48 saatlik muamele siiresi baz alinmigtir. Her uygulama grubuna,
negatif (distile su) ve pozitif (0,20 pg/mL MMC veya 5,00 ng/mL. MMS) kontrol gruplari

eklenmistir.

Sitokinezi bloke etmek amaciyla inkiibasyonun 44. saatinde 5,2 pug/mL sitokalasin-B (Cyt-
B) ilave edilmistir. 72 saatlik kiiltiir siiresi tamamlandiginda, kiiltiir tiipleri 1000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Tiiplere soguk hipotonik (0,075M
KCl, potasyum kloriir) ¢ozeltisi ilave edilmis ve 4°C’de 5 dakika bekletilmistir. Ardindan
tiipler, 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Tiiplere,
3:1 oraninda metanol:asetik asit ile hazirlanmis soguk fiksatif sollisyonu eklenmistir.
Ardindan tiipler satrifiij edilerek siipernatantlar1 uzaklagtirilmistir. Bu islem iki kez daha
tekrarlanmigtir. Son fiksasyon uygulamasinda son konsantrasyonu %] olacak sekilde
formaldehit ilave edilerek fiksasyon islemi tamamlanmigtir. Tipiin dibinde kalan
slispansiyon pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir. Bu siispansiyon daha 6nceden
temizlenmis soguk lamlar iizerine farkli alanlara gelecek sekilde damlatilmis ve kurumaya

birakilmaistir.
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3.2.4. Preparatlarin boyanmasi

Yayillan ve kurutulan preparatlar mitotik indeks, kromozomal anormallik ve
mikroniikleuslarin incelenmesi amaciyla, %5°lik Giemsa boyasi ile (pH=6,8) 20-25 dakika
boyanmistir. Kardes kromatid degisimlerinin incelenmesi ve replikasyon indeksinin
belirlenmesi icin preparatlara Speit ve Haupter’in (1985) metoduna gore bazi
modifikasyonlarla floresan+Giemsa boyamast uygulanmistir. Preparatlar diiz bir tepsiye
dizilmis, tlizerleri ince bir tabaka seklinde fosfat tamponu (pH 6,8) ile kapatilmistir.
Sonrasinda, UV lambasi ile 15 cm yiikseklikten, 254 nm dalga boyunda 13 dakika boyunca
isinlanmustir. Isinlanan preparatlar, saf suda yikanmis ve dnceden 60 °C sicakliga getirilmis
I1xSSC (Sodyum klorlir+Tri-Sodyum sitrat) soliisyonunda 1 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra preparatlar, %5’lik Giemsa boyasinda (pH=6,8) 20-25 dakika
boyanmustir. Isinlanan ve boyanan preparatlar saf su ile yikandiktan sonra, oda sicakliginda

dik bir sekilde kurutulmus ve mikroskobik inceleme i¢in entellan ile daimi hale getirilmistir.

3.2.5. Mikroskobik inceleme ve sonuclarinin degerlendirilmesi

Kromozom anormalliklerin (KA) belirlenmesi

Kromozomal anormalliklerin belirlenmesi i¢in her bir uygulama grubunda, her bir
konsantrasyonda, her iki donér igin hazirlanan ve daimi hale getirilen preparatlar
incelenmistir. Toplam hiicre sayisi i¢indeki anormal hiicrelerin yiizdesi (% anormal hiicre)
ile hiicre basina diisen kromozom anormalligi (KA/hiicre) sayisinin belirlenmesi igin
dondrlere ait preparatlarin her birinde kromozomlar iyi dagilmis olan en az 100’er metafaz

(her bir konsantrasyon i¢in en az toplam 200 metafaz) incelenmistir.

Kardes kromatid degisimlerinin (KKD) belirlenmesi

Kardes kromatid degisimi (KKD) sayilarinin belirlenmesinde, dondrlere ait preparatlarin her
birisinde, kromozomlar1 iyi dagilmis ve ikinci mitoz boliinme gegiren en az 25 ser hiicre (bir
konsantrasyon i¢in en az toplam 50 hiicre) incelenmistir. Kardes kromatid degisimi (KKD)
testinde besi ortami (Chromosome medium B) bulunan tiiplere kan ile birlikte 10 pg/mL
BrdU ekilmistir. BrdU, DNA yapisindaki timin bazlarinin analogudur ve DNA replikasyonu

sirasinda yeni sentezlenen komplementer iplikte timinin yerini almaktadir. UV ile 1s1inlanmis
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ve boyanmis kromozomlarda, BrdU’1 i¢ine almig DNA bdlgeleri agik renkli gozlenirken,
BrdU i¢ermeyen bolgeler koyu renkte gdzlenmektedir. Olusan renk farki sayesinde DNA’da
kardes kromatidler arasindaki degisimler sayilmistir. Kardes kromatid degisimlerinin
sayilabilmesi i¢in en az iki replikasyon dongiisii gereklidir. Kardes kromatid degisimi sayisi
(KKD/hiicre), bir kromozomun agik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis pargalarin
veya koyu boyanmis kromatidindeki agik boyanmis pargalarin sayilmasiyla, olusan kirilma

sayisina gore birli, ikili ve Ui¢lii degisimler olarak degerlendirilmistir.

Replikasyon indeks (RI) degerlerinin belirlenmesi

Replikasyon indekslerinin (RI) hesaplanmast igin, dondrlerden hazirlanan preparatlarin her
birinden en az 100 hiicre (bir konsantrasyon i¢in en az toplam 200 hiicre) incelenmistir.
Boyanma farkina gore birinci (M1), ikinci (M2) ve fgiincii (M3) mitoz evresinde
gdzlemlenebilen hiicreler sayilmis ve replikasyon indeksi (RI) Esitlik 3.1°deki gibi

hesaplanmistir. Esitlikteki N, incelenen toplam hiicre sayisidir.

[1x (M1) 4+ 2 x (M2) + 3 x (M3)] (3.1)
N

Mitotik indeks (M) degerlerinin belirlenmesi

Mitotik indekslerin belirlenmesi i¢in her bir uygulama grubunda, her bir konsantrasyonda,
her iki dondr i¢inde hazirlanan ve daimi hale getirilen preparatlar incelenmistir. Boliinen
hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina oraninin yiizde cinsinden hesaplanmasi ile mitotik
indeks (MI) bulunmustur. Bu amagla tiim uygulamalar igin hazirlanan preparatlardan en az

1000’er hiicre (bir konsantrasyon i¢in en az toplam 2000 hiicre) degerlendirilmistir.

Mikroniikleus (MN) frekansinin belirlenmesi

Mikroniikleus (MN) frekansinin belirlenmesi i¢in ‘biniikleat’ denilen ¢ekirdek bdliinmesini
tamamlayan, ancak sitoplazma boliinmesinin engellendigi, c¢ift ¢ekirdekli hiicreler
degerlendirilmistir. Biniikleat hiicreler, sitokinezi bloke etmek amaciyla, inkiibasyonun 44.
saatinde sitokalasin-B ilavesi ile elde edilmektedir. Bintikleat hiicreler, test edilen

materyallerin ilavesinden sonra boliinen hiicrelerdir. Bu nedenle, donoérlere ait preparatlarin
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her birinden 1000 adet (her bir konsantrasyon i¢in en az toplam 2000 adet) biniikleat
hiicrenin mikroniikleus igerip icermedigi incelenmistir. Mikroniikleus igeren biniikleat
hiicreler, igerdikleri mikroniikleus sayilarina gore; 1 mikroniikleuslu (IMN), 2
mikroniikleuslu (2MN), 3 mikroniikleuslu (3MN) ve 4 ve daha fazla mikroniikleuslu (4MN)
olarak sayilmistir. Hiicre basina diisen MN sayist (MN/hiicre) Esitlik 3.2°teki gibi

hesaplanmistir. Esitlikteki N, incelenen toplam hiicre sayisidir.

= X (1IMN) + 2 X (ZMll\\I]) + 3 X (3MN + 4MN)] (3.2)

Niikleer boliinme indeks (NBI) degerlerinin belirlenmesi

Niikleer béliinme indeksi (NBI) belirlenirken preparatlarin her birinden 500 hiicre (toplam
1000) hiicre incelenmistir. Hiicreler 1 ¢ekirdekli (IN), 2 ¢ekirdekli (2N), 3 ¢ekirdekli (3N)
ve 4 ve daha fazla cekirdekli (4N) sayilmis, niikleer boliinme indeksi (NBI) Esitlik 3.3’teki

gibi hesaplanmstir. Esitlikteki N, incelenen toplam hiicre sayisidir.

[1x (IN) + 2 X (2N) 4+ 3 x (3N + 4N)] (3.3)

NBI =
N

3.2.6. Comet testi

L. salivarius KC27L susundan izole edilen ekzopolisakkaritin (EPSkc27L), insan periferal
lenfositlerinde DNA hasar1 olusturup olusturmadigi ve hidrojen peroksit (H202) mutajeni
tarafindan olusturulan DNA hasarina kars1 koruyucu etkisi olup olmadigi comet testi ile

incelenmistir.

Bu test Singh, McCoy, Tice ve Schneider’in (1988) metodunda bazi modifikasyonlar
yapilarak gerceklestirilmistir. Calismaya dahil edilme kriterlerini tasiyan donérlerden alinan
periferik kanlarin 100’er pL’si, soguk ortamda PBS ile karistirilmis ve olusan
stispansiyonlardan, lenfositler biocoll ¢ozeltisi kullanilarak soguk ortamda izole edilmistir.
Hiicre canlilif, izole lenfositlere uygulanan trypan blue ile yapilan canlilik testi sonucu >
%098 olarak belirlenmistir. EPSkc27.’nin farkli konsantrasyonlart (12,50; 25,00; 50,00 ve
100,00 pg/mL) tek basina ve H202 (100 uM) ile es zamanlh olarak 1 saat, 37°C’de
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inkiibasyona birakilmistir. Deneylerde bir negatif (distile su) ve bir de pozitif (100 uM H205)
kontrol gruplart bulundurulmustur. Siirenin sonunda, santrifiij islemi uygulanmis,
stipernatantlar uzaklastirilmis ve PBS ile resiispanse edilmistir. Lenfositler diisiik erime 1s1l1
agar ile karistirllmis ve dnceden hazirlanan yiiksek erime 1sili agar ile kaplanmis lamlar
tizerine yayilmistir. Preparatlar buzdolabinda bekletildikten sonra lysing soliisyonuna
alinarak 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda preparatlar elektroforez tamponunda
20 dakika bekletilmis ve takiben 25 V, 300 mA’de 20 dakika elektroforez uygulanmistir. Bu
islemlerden sonra lamlar nétralizasyon tamponunda (0,4 M Tris, pH=7,5) bekletilmis ve

ardindan etidyum bromiir (EtBr) ile boyanarak incelemeye alinmistir.

Comet degerlerinin belirlenmesi

Comet testinin degerlendirilmesinde her konsantrasyon i¢in dondr basina en az 100 olmak
iizere toplam 200 hiicre incelenmistir. Inceleme 546 nm'lik bir uyarma filtresine ve 590
nm'lik bir bariyer filtresine sahip olan floresan mikroskopta (Olympus BX51), “Comet
Assay IV” (Perceptive Instruments Ltd., UK) analiz sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Hiicrelerde degerlendirme 400x biiylitmede gerceklestirilmis olup DNA hasar1 dereceleri
kuyruk yogunlugu (%), kuyruk uzunlugu (um) ve kuyruk momenti cinsinden yapilmistir.

3.2.7. istatistiksel analizler

Kromozom anormallikleri (KA), Kardes kromatid degisimi (KKD) ve Mikroniikleus (MN)
testleri i¢in, bu testlere 6zgili hazirlanan veri takip ¢izelgeleri kullanilirken, comet testi i¢in
“Comet Assay [V (Perceptive Instruments Ltd., UK) analiz sistemi aracilig1 ile elde edilen

veriler kayit altina alinmagtir.

Uygulamalardan elde edilen sonuglar, istatistiksel yontemler kullanilarak degerlendirilmis

ve kontrol gruplar1 karsilastirilmistir.

¢ Kromozomal anormallik (KA) testinde; toplam hiicre sayist i¢indeki anormal hiicrelerin
ylizdesi (% anormal hiicre) ile hiicre basina diisen kromozom anormalligi (KA/hiicre)
sonuglar z testi ile,

e Kardes kromatid degisimi (KKD) testinde; kardes kromatid degisimi sayis1 (KKD/hiicre)
t testi, replikasyon indeksi (R1) z testi ile,
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e Mikroniiklus (MN) testinde; hiicre basina diisen MN sayist (MN/hiicre) ve niikleer
béliinme indeksi (NBI) z testi ile,

e Comet testinde; kuyruk yogunlugu (%), kuyruk uzunlugu (um) ve kuyruk momenti
parametreleri t testi ile

e Mitotik indeks (MI) ise z testi ile analiz edilmistir.

e Z testi sonucuna gore anlamlilik degerleri p<0,05; p<0,01 ve p<0,001 diizeylerinde

degerlendirilmistir.

Kontrollere kiyasla anlamli degisim gdsteren uygulama gruplari i¢in doz-cevap iliskisini

ortaya koymak amaciyla SPSS 15.0 bilgisayar programiyla regresyon analizi uygulanmaistir.

3.2.8. Taramal elektron mikroskobu (SEM) analizi

Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM) ¢alismasinda, L.
salivarius KC27L susundan izole edilen ekzopolisakkaritin (EPSkc27) yapisi, EPSkca7L ve
EPSkcere + MMC  uygulamalarinin - hiicrelerde  degisiklige neden olup olmadigi
incelenmistir. Bu amacgla calismaya dahil edilme kriterlerini tasiyan dondrlerden alinan
periferik kanin 200 pL’si steril sartlarda, 2,5 mL’lik kromozom ortamina (Chromosome
medium B) ekilmistir. EPSkc270’nin belirlenen farkli konsantrasyonlari (12,50; 25,00; 50,00
ve 100,00 pg/mL) tek basina ve 0,20 pg/mL mitomisin-C (MMC) ile es zamanli olarak hiicre
kiiltiirlerine muamele edilmistir. Ayrica bir negatif (distile su) ve bir de pozitif (0,20 pg/mL
MMC) kontrol gruplar1 eklenmistir. Kiiltiir tiipleri 37°C’de 72 saat inkiibe edilmistir. Kiiltiir
sonlandirmasinin ardindan numuneler 1100 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve
stipernatant uzaklastirilmistir. Bu asamadan sonra tiim uygulamalardan SEM’de inceleme
icin numuneler alinmigtir. Ardindan kiiltiir tiiplerine hipotonik (0,075M KCI, potasyum
kloriir) ¢ozeltisinden 5 mL ilave edilmis ve 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.
1100 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir. Tiiplere 3:1 oraninda
metanol:asetik asit ile hazirlanan fiksatif soliisyonu eklenmistir. Tiipler santrifiij edilmis ve
slipernatant uzaklastirilmistir. Bu islem iki kez daha tekrarlanarak fiksasyon islemi
tamamlanmigtir. Fiksasyon isleminden sonra da tiim uygulamalardan SEM’de incelenmek
icin numune alinmistir. EPSkco71 yapisinin incelenmesi i¢in bu EPS’den numune alinmistir.
SEM incelemeleri icin alman tim numuneler %2,5 Gluteraldehitte tespit edilmistir
(Altunbek ve digerleri, 2019). Yiikselen alkol serileriyle dehidrasyon (%50, 70, 90, 100°1iik
etil alkol) yapilmis ve amil asetattan gegirilmistir. Polaron CPD 7501 Kritik nokta kurutma
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cihazinda karbondioksitle kritik noktada kurutma yapilmistir. Kurutulmus olan 6rnekler
SEM staplarina yerlestirilip Polaron SC 502 sputter coater cihazinda altinla kaplanmustir.
Daha sonra JEOL JSM 6060 LV SEM taramali elektron mikroskobunda 10kV de

incelenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. EPSkc27.’nin Genotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

4.1.1. Kromozomal anormallikler (KA) iizerine etKkisi

24 ve 48 saat EPSkco7. uygulamalarinin insan periferal lenfositlerinde olusturduklar
kromozomal anormallik tipleri, anormal hiicre yiizdeleri ile hiicre basina diisen anormallik

frekanslar1 Cizelge 4.1’de sunulmustur.

Uygulamalar sonucunda bes tip yapisal ve bir tip sayisal anormallik gdzlenmistir. Bu
anormallikler, goriilme sikligina gore sirasiyla kromatid kirigi (%63,73), fragment (%12,09),
kromozom kirigr (%10,99), kardes kromatidlerde birlesme (%8,79) ve kromatid degisimi
(%1,10) dir. Kromatid degisimine 12,50 pg/mL EPSkc27.’nin 48 saatlik uygulamasinda,
disentrik kromozom ve halka kromozoma ise pozitif ve negatif kontrollerde rastlanmuistir.
Sayisal anormalliklerden ise yalnizca poliploidi (%3,30) gozlenmistir (Cizelge 4.1, Resim

4.1).

EPSkc27L her iki uygulama siiresinde de anormal hiicre yiizdelerini ve hiicre basina diisen
anormallik frekanslarini kontrole gére anlamli diizeyde arttirmamistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1

ve Sekil 4.2).
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Cizelge 4.1. EPSkc27.’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal lenfositlerinde
olusturduklar1 kromozomal anormallik tipleri, anormal hiicre yiizdeleri ile
hiicre basina diisen anormallik frekanslar1

Uygulama Anormallikler
E E
Uygulama & s§2 g z Anormal KA/Hiicre
3 >E > 1%} hiicre
grubu p 2% £ SH (%) + SH
3 €32
“ 3
é é ﬁ 4 g E 3 = a
Kontrol 24 0,00 5 3 - - - - - 1 450+1,47 0,05+0,02
MMC 24 0,20 31 7 11 3 2 - - 1 25,00 £3,06 0,28+0,03
12,50 5 2 1 - - - - 1 4,50 + 1,47 0,05 +0,02
EPS 24 25,00 7 3 2 1 - - - - 6,50 + 1,74 0,07 £0,02
Kear 50,00 6 1 1 2 - - - 500+1,54  0,05+0,02
100,00 7 1 - 1 - - - 1 5,00 + 1,54 0,05 +£0,02

Kontrol 48 0,00 5

[y
[EEN

'

'

'
[y
N

5,00+1,54 0,05+0,02

MMC 48 0,20 27 6 9 2 1 2 2 21,50+£290 0,25+0,03
12,50 7 - - 2 1 - - 1 550+1,61  0,06+0,02
EPS 43 2500 8 - 4 - - - 6,00£1,68  0,06+0,02
Kez 50,00 8 2 2 - - - - - 600£1,68  0,06+0,02
100,00 10 1 1 2 - - - - 650+1,74  0,07+0,02
Kromozom
al ™ o o o o o o o
anormallik - S < S S = B
yiizdesi © - -

ktk: kromatid kirigi, kzk: kromozom kirig1, f: fragment, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, ktd: kromatid
degisimi, ds: disentrik kromozom, h: halka kromozom, p: poliploidi

25,00
25
21,50
20 .
. 15
S
o
2 10 450 6,50
W e 5,00 500
g 5 p 3 550 600 ¢o0 6,50
Z 0 ] .-, ]
I
& &
SIS N
EERNY F & & 6
Y Yy $§ e

NY
N\

Konsantrasyon (pg/mL)

24 saat ™ 48 saat

Sekil 4.1. EPSkcz7L’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal lenfositlerinde
olusturduklart anormal hiicre yiizdeleri
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Konsantrasyon (pg/mL)
™24 saat ™48 saat

Sekil 4.2. EPSkcz7.’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarmin insan periferal lenfositlerinde
olusturduklar1 hiicre basina diisen anormallik frekanslari

Resim 4.1. EPSkco7, EPSkcor + MMC ve EPSkce7 + MMS uygulamalarinda insan
periferal lenfositlerinde gézlenen kromozomal anormallik tiplerinden 6rnekler:
a) 1. kromatid kirig1, 2. halka kromozom b) kromozom kirigi ¢) fragment d)

kardes kromatidlerde birlesme e) kromatit degisimi f) disentrik kromozom g)
poliploidi h) endoreduplikasyon
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Resim 4.1. (devam) EPSkc27L, EPSkc27 + MMC ve EPSkco7 + MMS uygulamalarinda
insan periferal lenfositlerinde gozlenen kromozomal anormallik tiplerinden
ornekler: a) 1. kromatid kirigi, 2. halka kromozom b) kromozom kirigi c)
fragment d) kardes kromatidlerde birlesme e) kromatit degisimi f) disentrik
kromozom g) poliploidi h) endoreduplikasyon
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4.1.2. Kardes kromatid degisimi (KKD), replikasyon indeksi (RI) ve mitotik indeks
(MI) iizerine etKisi

EPSkc27L’nin tek basina uygulandigi 24 ve 48 saatlik kiiltiir sonucunda gézlenen minimum-
maksimum kardes kromatid degisimleri, kardes kromatid degisimi (KKD), degerlendirilen
metafazlardan birinci (M1), ikinci (M2) ve tiglincii (M3) mitozunu gergeklestiren hiicreler,

replikasyon indeksi (R1I) ile mitotik indeks (M) degerleri Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Her iki muamele siiresi baz alinarak uygulanan EPSkcoz lenfostilerde minimum 2,
maksimum 18 kardes kromatid degisimine neden olmustur. EPSkc27.’nin kardes kromatid
degisim frekans1 (KKD) ve replikasyon indeksi (RI) iizerine etkileri incelendiginde her iki
uygulama siiresinde de higbir konsantrasyonda kontrole gére anlamli diizeyde degisiklige

neden olmamustir (Cizelge 4.2, Sekil 4.3, Resim 4.2).

Mitotik indeks degerleri incelendiginde, EPSkc271 nin tek basina uygulandigi test sisteminde
24 ve 48 saat muamelelerin her ikisinde de sadece en yiiksek konsantrasyonda (100 pg/mL)
kontrole gore negatif korelasyon gostermis (24 saat uygulama icin r=-0,79 ve 48 saat
uygulama i¢in r=-0,84) ve istatistiksel acidan anlamli bir diisiise neden oldugu gézlenmistir

(Cizelge 4.2., Sekil 4.4).

Cizelge 4.2. EPSkco7i’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal lenfositlerinde
olusturduklari kardes kromatid degisimi (KKD), replikasyon indeksi (RI) ile
mitotik indeks (MI) degerleri

Uygulama Min-

Uygulama — KKD/Hiicre + ML M2 M3 Ri+ SH Mi + SH
Grubu Siire Konsantrasyon Max SH
(saat) (ng/mL) KKD
Kontrol 24 0,00 0-14 5,28 0,41 49 61 90 2,21+0,06 6,55+0,55
MMC 24 0,20 16-42 24,10 + 0,89 95 56 49  1,77+0,06 2,70 £ 0,36
12,50 3-12 5,54 +0,27 50 63 87  2,19+0,06 5,15+0,49
EPSkca 24 25,00 2-14 6,00 + 0,35 52 62 86 2,17+0,06 5,20+ 0,50
50,00 3-18 6,20 + 0,40 70 57 73 2,02+0,06 5,45+051
100,00 2-9 530+0,24 58 64 78 2,10+0,06 4,65 + 0,47 ##
Kontrol 48 0,00 0-17 7,02 +0,47 56 54 90  2,17+0,06 6,40 0,55
MMC 48 0,20 14-54 28,26+ 1,04 85 75 40  1,78+0,05 2,70 +£0,36
12,50 3-12 6,30+ 0,33 54 60 86 2,16+0,06 5,10+ 0,49
EPSkca 48 25,00 3-14 6,88 +0,34 58 72 70  2,06+0,06 5,25+0,50
50,00 3-14 7,04 £ 0,36 60 68 72 2,06+0,06 5,05+0,49
100,00 2-15 7,40 0,37 71 67 62 1,96 +0,06 4,70 £ 0,47 #

# Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
## Kontrole gore P<0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
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Sekil 4.3. EPSkcz7.’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarmin insan periferal lenfositlerinde
olusturduklar1 kardes kromatid degisimi (KKD) frekanslari

6,55

510 535 oo

#
'l' 4,70
,

Sekil 4.4. EPSkcz7.’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarmin insan periferal lenfositlerinde
olusturduklar1 mitotik indeks (M) degerleri

Mi (%)

Konsantrasyon (pg/mL)
W24 saat = 48 saat

# Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
## Kontrole gore P<0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
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Resim 4.2. EPSkc27, EPSkco7e + MMC ve EPSkco7e + MMS uygulamalarinda insan
periferal lenfositlerinde gozlenen kardes kromatid degisimleri i¢in 6rnek resim

4.1.3. Mikroniikleus (MN) olusumu ve niikleer béliinme indeksi (NBI) iizerine etkisi

48 saat boyunca EPSkc27L ile kiiltiire edilen insan periferal lenfositlerinde gozlenen biniikleat
hiicrelerdeki mikroniikleus olusumu, mikroniikleus frekanst (MN) ve niikleer boliinme

indeksi (NBI) Cizelge 4.3’ de gosterilmistir.

EPSkcz7L’nin tiim  konsantrasyonlarinda yalnizca bir mikroniikleus iceren bintikleat
hiicrelere rastlanilmistir. EPSkcz7. mikroniikleus frekanslarinda ve niikleer bdliinme
indeksinde (NBI) ufak degisimlere neden olmustur. Ancak bu degisimler kontrol grubuna

gore isatistiksel agidan 6nemsizdir (Cizelge 4.3, Sekil 4.5, Resim 4.3).

Cizelge 4.3. EPSkcer’nin 48 saatlik uygulamalarimin insan periferal lenfositlerinde
olusturduklart mikroniikleus (MN) frekanslari ile niikkleer boliinme indeksi

(NBI)
BN hiicreler
i¢inde o Niikleer
Uygulama Uygulama b?r?i}i]lillaerét mikroniikleus MN & SH (%) Boliinme
grubu hiicre sayis1 frekanslari Indeksi
. Konsantrasyon (NBI) = SH
Siire (saat) (ug/mL) (1)
Kontrol 48 0,00 2000 5 0,25+0,11 2,15 +£0,46
MMC 48 0,20 2000 22 1,10 £ 0,23 1,80 +£ 0,42
12,50 2000 4 0,20 +£0,10 2,00 £0,44
EPS 25,00 2000 5 0,25+0,11 1,99 £0,44
Kear 48 50,00 2000 7 0,35+0,13 1,12+0,33
100,00 2000 I 0,35+0,13 2,02 +0,44
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Sekil 4.5. EPSkcerL’nin 48 saatlik uygulamalarmin insan periferal lenfositlerinde
olusturduklar1 mikroniikleus (MN) frekanslar1

a b

Resim 4.3. EPSkc27L, EPSkcor + MMC ve EPSkco7 + MMS uygulamalarinda insan
periferal lenfositlerinde gozlenen mikroniikleus igeren biniikleat hiicrelerden

ornekler: a) bir mikroniikleuslu bintikleat hiicre, b) iki mikroniikleuslu biniikleat
hiicre

4.1.4. Comet kuyruk yogunlugu, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti iizerine etkisi

EPSkc27L’nin izole insan lenfostlerinde 1 saatlik uygulamasinin DNA hasar1 tizerindeki
etkilerini incelemek amaciyla comet testi gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler kuyruk

yogunlugu, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti parametreleri agisindan incelenmis ve
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Cizelge 4.4’te sunulmustur. Resim 4.4’te comet testinde incelenen DNA hasar 6rnekleri

gosterilmistir.

Degerlendirilen kuyruk yogunlugu, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti parametrelerinde

EPSkc270’nin higbir konsantrasyonu kontrole gore anlamli farklilik géstermemistir (Sekil
4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8).

Cizelge 4.4. EPSkco7e uygulamasinin izole insan lenfositlerindeki kuyruk yogunlugu,
kuyruk uzunlugu ile kuyruk momenti tizerine etkileri

Uvaulama arubu Siire  Konsantrasyon Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Y9 g (saat) (ug/mL) Yogunlugu (%) Uzunlugu (um) Momenti
Kontrol 1 0,00 6,98 £ 0,70 49,21 + 1,19 1,50+ 0,16
H.0; 1 100 uM 26,98 + 1,80 127,16 £ 4,31 12,17 +£ 1,01
12,50 8,34 1,11 49,90 + 1,27 2,32 +0,47
EPS 1 25,00 6,52 + 0,90 49,83 + 1,02 1,57+ 0,28
KezrL 50,00 7,12+1,02 48,92 +0,98 1,86 + 0,41
100,00 7,17 +£0,90 50,82 +1,07 1,61 +0,26
30,00 26,98
25,00 =
20,00
e 15,00
%” 10,00 698 8,34
,g;) - - 5.52
i 5,00 ] ] :5 Ak 717
5‘ 0,00 1 ' ,
\*o\
& 4 Q
¥ ¥ & & $
B B\E N
\QQ-
Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 4.6. EPSkcz7L uygulamasinin izole insan lenfositlerindeki kuyruk yogunlugu iizerine
etkileri
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Sekil 4.7. EPSkc27L uygulamasinin izole insan lenfositlerindeki kuyruk uzunlugu tizerine
etkileri

14,00
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12,00
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8,00
6,00

4,00

2,00
. 1.57 1.86
0,00 . kil
\

Kuyruk Momenti

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.8. EPSkc27L uygulamasinin izole insan lenfositlerindeki kuyruk momenti {izerine
etkilderi
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Resim 4.4. EPSkco7 ve EPSkcore + H202 uygulamalarinda izole insan lenfositlerinde
gozlenen DNA hasarlarindan 6rnekler: a) hasarsiz DNA b) orta hasarli DNA c)
cok hasarli DNA

Resim 4.4. EPSkcer. ve EPSkcz7 + H202 uygulamalarinda izole insan lenfositlerinde
gozlenen DNA hasarlarindan 6rnekler: a) hasarsiz DNA b) orta hasarlt DNA c¢)
cok hasarlt DNA
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4.2. EPSkc27’nin Mitomisin-C (MMC) Tarafindan Olusturulan Hasarlara Karsi
Antigenotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

4.2.1. Kromozomal anormallikler (KA) iizerine etkisi

EPSkce7i’nin MMC ile birlikte 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal
lenfositlerinde olusturduklar1 kromozomal anormallik tipleri, anormal hiicre yiizdeleri ile

hiicre basina diisen anormallik frekanslar1 Cizelge 4.5’te verilmistir.

EPSkce7.’nin MMC ile birlikte es zamanlt 24 ve 48 saatlik siireler ile uygulanmasi
sonucunda yedi tip yapisal, iki tip sayisal anormallik gézlenmistir. Yapisal anormallikler
goriilme sikliklarina gore kromatid kirigi (%51,66), fragment (%18,49), kromozom kirig:
(%10,90), kromatid degisimi (%7,11), kardes kromatidlerde birlesme (%5,21), disentrik
kromozom (%3,32) ve halka kromozom (%0,47) dur. Gozlenen sayisal anormallikler ise
poliploidi  (%2,37) ve endoreduplikasyon (%0,47) dur. Halka kromozom ve
endoreduplikasyona yalnizca 50 pg/mL konsantrasyonunun 24 saatlik uygulamasinda

rastlanmistir (Cizelge 4.5, Resim 4.1).

EPSkc27e her iki uygulama siiresinde de MMC’nin neden oldugu anormal hiicre yiizdelerini
ve hiicre basina diisen anormallik frekanslarini pozitif kontrole kiyasla istatistiksel agidan
anlaml1 diizeyde azaltmistir (Cizelge 4.5., Sekil 4.9. ve Sekil 4.10.). 48 saatlik uygulamada
anormal hiicre yiizdelerinde azalmalar konsantrasyona bagl degildir (r=-0,43). Ote yandan
diger tiim uygulamalarda bu durum konsantrasyonlar ile zayif ve negatif yonlii kolerasyonla
gerceklesmistir (24 saatlik uygulamada anormal hiicre yiizdeleri i¢in r=-0,62; 24 saatlik
uygulamada hiicre basina diisen anormallik frekansi i¢in r=-0,63 ve 48 saatlik uygulamada

hiicre basina diisen anormallik frekansi i¢in r=-0,51).



63

Cizelge 4.5. EPSkco7 + MMC’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal
lenfositlerinde olusturduklar1 kromozomal anormallik tipleri, anormal hiicre
yiizdeleri ile hiicre basina diisen anormallik frekanslar

Uygulama Anormallikler
R § Yapisal Sayssal
Uygulama i ga Anormal hiicre KA/Hiicre
grubu Z = + SH (%) +SH
£ g2
a é ~ é ﬁ [ g E k% = o 5
Kontrol 24 0,00 5 3 - - - - - 1 - 4,50+ 1,47 0,05 +£0,02
MMC 24 0,20 31 7 11 3 - - 1 - 25,00 + 3,06 0,28 £ 0,03
12,50 13 4 5 1 2 - - - - 11,50 £2.26 1! 0,13 +£0,02 !
EPSkcon + o 250 15 3 5 1 1 1 - 1 - 1350£2421! 0,14 +0,02 111
MMC 50,00 13 2 6 3 1 - 1 1 1 13,00 £2,38 !! 0,14 +£0,02 !
100,00 18 2 4 2 1 1 - 1 - 13,50 +£2,42!! 0,15+0,03 !
Kontrol 48 0,00 5 1 1 - - 1 2 - 5,00 + 1,54 0,05 +0,02
MMC 48 0,20 27 6 9 2 1 2 - 2 - 2150£290 0,25+ 0,03
12,50 10 1 5 1 2 3 - 1 - 11,002,221 !! 0,12+0,02 !
EPSkcan + 18 2500 11 3 4 2 1 - - - 1050£2,17! 0,11+0,02 1!
MMC 50,00 14 4 6 1 3 - - - - 14,00 +245! 0,14+£0,02 !
100,00 15 4 4 2 3 1 - 1 - 14,00 +245! 0,15+0,03 !
Kromozomal © o
anormallik € 8 ¥ g 2 8 5 5 %
yiizdesi 5 2 & v X~ ® o o o
ktk: kromatid kirig1, kzk: kromozom kirig, f: fragment, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, ktd:

kromatid degisimi, ds: disentrik kromozom, h: halka kromozom, p: poliploidi, er: endoreduplikasyon
! Pozitif kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
I Pozitif kontrole gore P<0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
I1! Pozitif kontrole gore P<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Anormal Hiicre (%)

25.00

20 1"
"

15 11,50 |

v AR T
13,00 13,50

Konsantrasyon (pg/mL)

24 saat ™ 48 saat

! Pozitif kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
! Pozitif kontrole gore P<0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
111 Pozitif kontrole gore P<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

! !

1] 14,00 14,00

Sekil 4.9. EPSkcer + MMC’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal

lenfositlerinde olusturduklart anormal hiicre ytlizdeleri
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1! Pozitif kontrole gore P<0,001 diizeyinde anlaml (z testi)

Sekil 4.10. EPSkco7ze + MMC’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal
lenfositlerinde olusturduklar: hiicre basina diisen anormallik frekanslari

4.2.2. Kardes kromatid degisimi (KKD), replikasyon indeksi (RI) ve mitotik indeks
(M) iizerine etkisi

EPSkco7.’nin MMC ile es zamanli 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin minimum-maksimum
kardes kromatid degisimleri, kardes kromatid degisimi (KKD), birinci (M1), ikinci (M2) ve
ficiincii (M3) mitozunu gergeklestiren hiicreler, replikasyon indeksi (RI) ile mitotik indeks

(M) iizerine etkileri Cizelge 4.6’da verilmistir.

EPSkc27.’nin MMC ile es zamanli uygulanmasi iki uygulama siiresinde 5-42 arast KKD
olusumuna neden olmustur. Tiim EPSkc27. konsantrasyonlari, MMC mutajeni tarafindan
olusturulan KKD miktarini iki uygulama siiresinde de istatistiksel agidan anlamli oranda ve
konsantrasyona bagl (48 saatlik uygulama hari¢) olarak azaltmistir (24 saatlik uygulama
icin r=-0,61 ve 48 saat uygulama icin r=-0,40). Replikasyon indeksinde ise (RI) her iki
uygulama siiresinde ve tiim konsantrasyonlarda kiigiik ve pozitif kontrole gore istatistiksel

acidan anlamsiz degisimlere neden olmustur (Cizelge 4.6, Sekil 4.11., Resim 4.2).

EPSkc27L’nin tiim konsantrasyonlar1 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerinde MMC’nin neden

oldugu mitotik indeks (MI) diisiisiinii istatistiksel agidan arttirmustir (Sekil 4.12). Ancak bu
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artiglar 24 saatlik uygulamada zayif oranda konsantrasyona bagliyken (r=0,41), 48 saatlik
uygulamada konsantrasyondan bagimsiz (r=0,34) gerceklesmistir (Cizelge 4.6)

Cizelge 4.6. EPSkco7 + MMC’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarimin insan periferal
lenfositlerinde olusturduklari kardes kromatid degisimi (KKD), replikasyon indeksi (R]) ile
mitotik indeks (MI) degerleri

Uygulama ———Jygulama Min- K D/Hicre+ M1 M2 M3 Ri+SH Mi = SH
Grubu Siire Konsantrasyon Max SH
(saat) (ng/mL) KKD
Kontrol 24 0,00 0-14 5,28 +0,41 49 61 90  2,21+0,06 6,55+0,55
MMC 24 0,20 16-42 24,10+ 0,89 95 56 49 1,77 + 0,06 2,70 +£ 0,36
12,50 6-25 13,94 + 0,80 * 75 63 62 1,94 + 0,06 5,25+0,50 1!
EPSkcar + 24 25,00 5-21 12,02 +0,52 * 58 68 74 2,08+0,06 4,.85+0,48 !
MMC 50,00 6-19 11,36 £ 0,49 * 70 78 52 1,91+0,06 4,.85+0,48 !
100,00 8-27 15,42 +0,55 * 7 71 52 1,88 0,06 420+0451!
Kontrol 48 0,00 0-17 7,02 +0,47 56 54 90 2,17+0,06 6,40 £ 0,55
MMC 48 0,20 14-54 28,26 + 1,04 85 75 40 1,78 £ 0,05 2,70+ 0,36
12,50 9-31 14,78 + 0,85 * 66 81 53 1,94 +0,05 5,30 +£0,50 !
EPSkcor + 48 25,00 9-41 18,08 + 1,05 * 72 65 63 1,96 + 0,06 5,15+£0,49 1!
MMC 50,00 6-29 15,50 + 0,88 * 73 71 56 1,91+0,06 425+045 !
100,00 11-42 20,94 + 1,00 * 82 78 40 1,79 + 0,05 435+046!!

* Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t testi)
! Pozitif kontrole gore P<0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
I Pozitif kontrole gére P<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

30 24.10 28,26
25 y = *
20 - : . 20,94
* 15,42 * 18,08 &
l.. 02 i -~
2 15 11.36 14,78 15,50
E 10 5,28
~ 7,02
fa . :
zﬁ ) -
0
s“o
\E} @ x@ x@® @® @ \QO\ (@] G
AN N QQX & ‘vo&\ ®® @@ @C @Q ¢
NV ’\:7' AN Q.Q x x@ D ®$\
S g?Q " Q QX %
NY ,\;;- ,QQ Q?Q
S
Konsantrasyon (pug/mL)
24 saat 48 saat
* Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t testi)

Sekil 4.11. EPSkco7ze + MMC’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal
lenfositlerinde olusturduklari kardes kromatid degisimi (KKD) frekanslari
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Konsantrasyon (pug/mL)
24 saat 48 saat
! Pozitif kontrole gére P<0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
111 Pozitif kontrole gore P<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.12. EPSkczr + MMC’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal
lenfositlerinde olusturduklar1 mitotik indeks (MI) degerleri

4.2.3. Mikroniikleus (MN) olusumu ve niikleer boliinme indeksi (NBI) iizerine etkisi

EPSkcer + MMC uygulamasindan elde edilen biniikleat hiicrelerdeki mikroniikleus

olusumu, mikroniikleus frekansi (MN) ve niikleer béliinme indeksi (NBI) Cizelge 4.7.’de

verilmistir.

EPSkce7’nin,  MMC’nin  neden oldugu mikroniikleus frekansi iizerine etkileri
incelendiginde pozitif kontrole kiyasla artan mikroniikleus frekansim1 en diisiik
konsantrasyon (12,5 pg/mL) hari¢ tiim konsantrasyonlar istatistiksel anlamda ve
konsantrasyona bagl (r=-0,78) olarak azaltmistir. Degerlendirilen biniikleatlarda sadece bir
mikroniikleuslu hiicrelere rastlanmistir. Niikleer boliinme indeksinde (NBI) ise pozitif

kontrole gore artis s6z konusu olup bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir (Cizelge 4.7,
Sekil 4.13, Resim 4.3).
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Cizelge 4.7. EPSkc27L + MMC’nin 48 saatlik uygulamalarmin insan periferal lenfositlerinde
olusturduklart mikroniikleus (MN) ile niikleer bolinme indeksi (NBI)

frekanslar1
BN hiicreler
Sayilan icinde MN + SH Niikleer
Uygulama Uygulama biniikleat mikroniikleus (%) Boliinme
grubu hiicre frekanslar Indeksi
Stire Konsantrasyon say1s1 (1) (NBI) £ SH
(saat) (ug/mL)
Kontrol 48 0,00 2000 5 0,25+0,11 2,15+0,46
MMC 48 0,20 2000 22 1,10+ 0,23 1,80+0,42
12,50 2000 12 0,60 +0,17 2,00=0,44
25,00 2000 9 045=0.15 ) 90+ 0.43
EPSkcarL )
+MMC 48 50,00 2000 8 040014 98 + 0,44
100,00 2000 10 0.50=0.16 ) 951 0,44
! Pozitif kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
1,2
1
0.8
S 0.6 0, 45 :
Z bl 0,25 0.40 0,50
0,2
0
%9°
x @ @
Q X
\/‘\ 5QQ QX® x@®
) L)Q-Q QQ
&
Konsantrasyon (pg/mL)
! Pozitif kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.13. EPSkco7 + MMC’nin 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal lenfositlerinde
olusturduklart mikroniikleus (MN) frekanslari
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4.3. EPSkc27.’nin Metil Metansiilfonat (MMS) Tarafindan Olusturulan Hasarlara
Kars1 Antigenotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

4.3.1. Kromozomal anormallikler (KA) iizerine etkisi

EPSkcz7.’nin MMS ile birlikte 24 ve 48 saat kiiltiir siireleriyle uygulanmasinin insan
periferal lenfositlerinde neden olduklar1 kromozomal anormallik tipleri, anormal hiicre

yiizdeleri ile hiicre basina diisen anormallik frekanslar1 Cizelge 4.8’de gosterilmistir.

EPSkc27. nin MMS ile birlikte es zamanl 24 ve 48 saatlik muamelelerinin sonucunda bes
tip yapisal ve bir tip sayisal anormallik gozlenmistir. Gozlenen yapisal anormallikler
goriilme sikliklarina gore kromatid kirigi (%41,98), fragment (%34,35), kromozom kirigi
(%8,40), disentrik kromozom (%8,40) ve kardes kromatidlerde birlesme (%5,34) dir.
Kromatid degisimi sadece pozitif kontrol olan MMS’de goriilmiistiir. Sayisal anormallik ise

poliploidi (%1,53) dir (Cizelge 4.8, Resim 4.1).

MMS ile birlikte es zamanli olarak 24 ve 48 saatlik kiiltiir siiresince uygulanan EPSkca7
normal hiicre ylizdelerini ve hiicre basina diisen anormallik frekanslarimi pozitif kontrole
gore anlamli diizeyde azaltmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15). 24 saatlik
uygulamada her iki parametredeki azalmalar da zayif oranda konsantrasyona bagli iken
(hiicre basina diisen anormallik frekansi i¢in r=-0,55 ve anormal hiicre yiizdeleri i¢in r=-
0,53) 48 saatlik uygulamalarda bu degisimler konsantrasyonla giiclii korelasyonda (hiicre
bagina diisen anormallik frekansi i¢in r=-0,78 ve anormal hiicre yiizdeleri igin r=-0,80)

gergeklesmistir.
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Cizelge 4.8. EPSkcor + MMS’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal
lenfositlerinde olusturduklar1 kromozomal anormallik tipleri, anormal hiicre
yiizdeleri ile hiicre basina diisen anormallik frekanslari

Uygulama Anormallikler
_ & 3 3 ,
Uygulama Ei 23 g > Anorma KA/Hiicre
Z s E >~ n hiicre
grubu p E 5 = SH (%) + SH
5 22
n o
Y 2 ¥ - £ E o8 e
Kontrol 24 0,00 2 - 4 - - - 1 3,50+1,30 0,04 £0,01
MMS 24 5,00 15 5 13 1 1 1 1 16,00+£2,60  0,19+0,03
12,50 5 1 7 - - 1 - 7,00+1,80!" 0,07 +0,02 !
EPSkcarL + 25,00 5 2 6 1 - 1 1  8,00+£1,92! 0,08+0,02!
MMS 24 50,00 5 1 6 2 - 1 1 7,50+186!" 0,08+0,02!
100,00 8 3 5 1 - 2 - 9,50+2,07!  0,10+0,02!!
Kontrol 48 0,00 3 - 3 - - - 1 3,50+1,30 0,04 £0,01
MMS 48 5,00 14 6 8 1 1 4 1 16,50 £2,62 0,18 +0,03
12,50 9 1 4 1 - 3 - 850+1,97!  0,09+0,02!!
EPSkcarL + 25,00 9 1 6 - - 1 - 7,50+ 1,86!" 0,09+0,02!
MMS 48 50,00 5 1 5 2 - 2 - 7,00+1,80!" 0,08 +0,02 !
100,00 9 1 6 - - - - 7,00+1,80!" 0,08+0,02 !
Kromozoma © 0
I anormallik & :‘;‘ 3 §_ §_ g_ §
yiizdesi ~ @

ktk: kromatid kirigi, kzk: kromozom kirig, f: fragment, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, ktd: kromatid

degisimi, ds: disentrik kromozom, p: poliploidi

! Pozitif kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

! Pozitif kontrole gore P<0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
1! Pozitif kontrole gére P<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)



70

18,00 16,00
16,00
14,00

16.50

!
12,00 !
10.00 8.0 9,50
S $.00 * ® 750 850 ”
5 6,00 0 LS 700 700
_2, 4,00 350
— 2.00
<
£ 0.00
2
< & \* @ v o
N
¢ ¥ 3 &\ &‘ » N
‘:9 @ = @ o& S
VS © Qs“ X@ & &
r\? > QQX Qx
N el N N
&P
Konsantrasyon (pg/mL)
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! Pozitif kontrole gére P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
1! Pozitif kontrole gore P<0,01 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.14. EPSkce7 + MMS’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal
lenfositlerinde olusturduklart anormal hiicre ylizdeleri

0,19

0,12 2
0,10 0.07 008 008

0, 09 0, 09 " "
0,08 !
0,04 0,08 0,08
0,04 ‘ 9
0,02
0,00
> §

1

KA/Hiicre
(=]
=
(=)}

&
s o &
& 9“9“ e
\@ g)Q @X @x X@
ALGEC &
Vv N N
% \QQ
Konsantrasyon (pg/mL)

24 saat 48 saat

! Pozitif kontrole gore P<0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
111 Pozitif kontrole gére P<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.15. EPSkco7ze + MMS’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal
lenfositlerinde olusturduklar1 hiicre basina diisen anormallik frekanslar
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4.3.2. Kardes kromatid degisimi (KKD), replikasyon indeksi (RI) ve mitotik indeks
(MI) iizerine etKisi

EPSkc27.’nin MMS mutajeniyle birlikte es zamanli olarak 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin
minimum-maksimum kardes kromatid degisimleri, kardes kromatid degisimi (KKD), birinci
(M1), ikinci (M2) ve ii¢ilincii (M3) mitozunu gergeklestiren hiicreler, replikasyon indeksi
(R) ile mitotik indeks (M) iizerine etkileri Cizelge 4.9°da verilmistir.

MMS ile es zamanli uygulanan EPSkco7, 4-15 arast KKD olusumuna neden olmustur.
EPSkco7.’nin 24 ve 48 saatlik muamele siireleriyle uygulanan tiim konsantrasyonlarti,
MMS’nin arttirdigt KKD miktarimi istatistiksel agidan anlamli ve konsantrasyona bagl
olarak azaltmistir (24 saatlik uygulamada r=-0,54 ve 48 saatlik uygulamada r=-0,71). 24 ve
48 saatlik muamele siirelerinde tiim konsantrasyonlarda replikasyon indeksinde (R1) kiiciik
artiglar s6z konusu olup bu artislarin higbiri pozitif kontrole gore istatistiksel agidan dnemli

degildir (Cizelge 4.9, Sekil 4.16, Resim 4.2).

24 ve 48 saatlik kiiltiir siirelerinde MMS ile birlikte es zamanli olarak uygulanan
EPSkcz71’nin neden oldugu mitotik indeks (MI) degisimleri degerlendirilmistir. EPSkcarL,
MMS’nin neden oldugu mitotik indeks diistisiinii anlaml1 ve giiglii oranda konsantrasyona
bagl (24 saatlik uygulamada r=0,71 ve 48 saatlik uygulamada r=0,70) olarak arttirmistir
(Cizelge 4.9, Sekil 4.17.).
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Cizelge 4.9. EPSkcor + MMS’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal
lenfositlerinde olusturduklar1 kardes kromatid degisimi (KKD), replikasyon
indeksi (RI) ile mitotik indeks (MI) degerleri

Uygulama Min-  KKD/Hiicre +
Uygulama Siire Konsantrasyon — Max SH M1 M2 M3 Ri+SH Mi + SH
Grubu (saat) (ng/mL) KKD

Kontrol 24 0,00 1-8 3,96 £0,22 50 68 73 2,07+0,06 6,60+0,56
MMS 24 5,00 9-24 15,18 0,58 91 59 50 1,80+0,06 2,95+0,38
24 12,50 4-14 7,80 0,36 * 66 74 60 1,97+0,06 5,35+0,50

EPSkca7L m
+ MMS 25,00 4-14 8,46 £0,34 * 63 62 75  2,06+0,08 5,25+0,50

m
50,00 4-15 9,24 £0,39 * 72 65 63 1,96+0,08 5,20+0,50

m
100,00 5-15 9,40 £ 0,35 * 69 74 57 1,94+£0,06 5,40+0,50

m
Kontrol 48 0,00 1-9 4,84 +0,26 56 63 81 2,13+£0,06 6,80+0,56
MMS 48 5,00 8-19 12,42 +£0,38 86 62 52 183+0,06 2,50+0,35
48 12,50 4-14 7,56+0,34 * 74 71 55 1,91+0,06 5,15+0,49

EPSkca7L m
+ MMS 25,00 4-15 7,76 £0,35 * 66 70 64 199+0,06 4,85+0,48

m
50,00 4-14 7,92 +0,31 * 67 74 50 196+0,06 4,70+0,47

m
100,00 4-12 7,50 +£0,32 * 66 70 64 1,99+0,06 5,20+0,50

* Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t testi)
1! Pozitif kontrole gére P<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

15.18

16,00

14,00

o o B 12,42
2 o o

10,00 7,80 8,46 224 9,40

* * *

8,00 ‘ S *
6.00 3,96 50 776 703 7.50
2 4,84 - -
4,00 § =
2.00
0,00
S ©

KKD/Hiicre

S o
9 Qx X X 4‘\'« @ g S
e S $ & ¥ 8 & & S
b QQ' QX X @ @

¥ ) N} X L

N LS QQ Q

N PN

S

Konsantrasyon (pug/mL)

24 saat ™ 48 saat

* Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml (t testi)

Sekil 4.16. EPSkco7. + MMS’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarmin insan periferal
lenfositlerinde olusturduklar1 kardes kromatid degisimi (KKD) frekanslar1
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Konsantrasyon (pug/mL)
24 saat ™ 48 saat
111 Pozitif kontrole gére P<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.17. EPSkcor + MMS’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarimin insan periferal
lenfositlerinde olusturduklar1 mitotik indeks (MI) degerleri

4.3.3. Mikroniikleus (MN) olusumu ve niikleer boliinme indeksi (NBI) iizerine etkisi

EPSkco7.’nin MMS ile es zamanli muamelesinden elde edilen mikroniikleus igeren

biniikleatlarin frekans1 ve mikroniikleus (MN) ve niikleer boliinme indeksi (NBI) Cizelge

4.10°da gosterilmistir.

Sonuglar pozitif kontrolle kiyaslandiginda EPSkcezi’nin tiim  konsantrasyonlarinda
mikrontikleus frekansinda anlamli bir azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. Bu azalmanin
regrasyon analizi ile degerlendirilmesinde zayif oranda konsantrasyona bagh (r=-0,71)
gerceklestigi goriilmiistiir. Sadece bir ve iki mikroniikleus iceren biniikleat hiicrelere
rastlanmgtir. Ayrica EPSkcz7. + MMS uygulamasinin niikleer boliinme indeksinde anlamli

bir etkisinin olmadig: goriilmiistiir (Cizelge 4.10, Sekil 4.18, Resim 4.3).
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Cizelge 4.10. EPSkc27 + MMS’nin 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal lenfositlerinde
olusturduklart mikroniikleus (MN) ile niikleer boliinme indeksi (NBI)

frekanslari
Sayilan BNiglrlillllilreeler Niikleer
Uygulama Uygulama biniikleat mikroniikleus MN&SH ~ bolunme
. Indeksi
grubu hiicre frekanslari (%) (NBI) +
Siire Konsantrasyon sayisi (1) @) SH
(saat) (ng/mL)
1,70 +
Kontrol 48 0,00 2000 9 - 0,45+0,15 041
MMS 48 5,00 2000 29 - 1,45+0,27 165201
1,54 +
- I >
12,50 2000 14 0,70+ 0,19! 0,39
1,43 +
I bl
EPSkcart 48 25,00 2000 13 1 0,75+0,19! 0,38
+MMS 50,00 2000 11 2 07540191 P2
100,00 2000 12 1 070+0,191 2%
0,39
! Pozitif kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
1.6
1.4
1,2
l |
e 0. 70 0, 75 0.75
Z il 0,70
S 0,6
0,4
0,2
0
&
¢
> &
Q ><
\,\:? QQ QX® x@®
Vv ‘gg QQ
> S
Konsantrasyon (pg/mL)
! Pozitif kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.18. EPSkc27. + MMS’nin 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal lenfositlerinde

olusturduklart mikroniikleus (MN) frekanslar1

EPSkc27L, EPSkc27L + MMC ve EPSkcz7. + MMS uygulamalarinin tiim test sonuglart yiizde

degisimleri ve anlamliliklariyla birlikte Cizelge 4.11°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.11. EPSkco7L, EPSkco7L + MMC ve EPSkco7 + MMS uygulamalarinin kiiltiire
alinmis insan periferal lenfositlerindeki yiizde degisimleri

Anormal

Hiicre (%) KA/Hiicre | KKD/Hiicre | MI (%) MN (%)
EPSkcar
MMC %455,56 T | %460,00 T | %356,441 | %58,78 |
MMS %357,14 1 | %375,00 T | %283,331 | %55,30 |
g 12,50 pg/mL - - - -
g 25,00 pg/mL - - - -
50,00 pg/mL - - - -
ié?r’r?ﬁ i i i %29,00 |
MMC %330,00 T | %400,00 T | %302,56 1 | %57,81] | %340,00 1
MMS %371,43 1 | %350,00 1 | %156,61 1 | %63,24 | | %222,22 1
g 12,50 pg/mL - - - - -
é 25,00 pg/mL - - - - -
50,00 pg/mL - - - - -
ilz?lfﬁ i i i 9626,56 | i
EPSkc27L + MMC
12,50 pg/mL | %54,00 | | %53,57 ] %42,16 | | %94,44 1
g 25,00 pg/mL | %46,00 | | %50,00 | %50,12 | | %79,63 1
g 50,00 pg/mL | %48,00 ] | %50,00 | %52,86 | | %79,63 1
itz?r,r?lc_) %46,00 | | %46,43 | %56,29 | | %55,56 1
12,50 pg/mL | %48,84 | | %52,00 ] %47,70 | | %96,30 1 -
g 25,00 pg/mL | %51,16 | | %56,00 | %36,02 ] | %90,741 | %59,10 |
é 50,00 pg/mL | %34,88 | | %44,00 ] %45,15] | %57,4117 | %63,64 ]
it%?r,r?lc_) %34,88 | | %40,00 | %25,90 ] | %64,1117 | %5455 ]
EPSkc27L + MMS
12,50 pg/mL | %56,25| | %63,16 | %48,61 | | %81,36 1
g 25,00 pg/mL | %50,00 | | %57,89 ] %44,27 | | %7797 1
§ 50,00 pg/mL | %53,13 | | %57,89 ] %39,13 ] | %76,27 1
iz(/)ngﬁ %40,63 ] | %63,16 | %38,08 | | %83,05 1
12,50 ng/mL | %48,48 | | %50,00 | %39,13 ] | %106,00 T | %51,72 |
g 25,00 pg/mL | %54,55 | | %50,00 ] %37,52 ] | %94,00 17 | %48,28 |
é 50,00 pg/mL | %57,58 | | %55,56 | %36,23 ] | %88,00 7 | %48,28 |
flz(/)fllgg %57,58 | | %55,56 | %39,61 | | %108,00 T | %51,72 |

1] Kontrole gére anlaml artig/azalis

11 Pozitif kontrole gére anlamli artig/azalis
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4.4. EPSkc27.°nin Hidrojen Peroksit (H202) Tarafindan Olusturulan Hasarlara Kars1

Antigenotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

4.4.1. Comet kuyruk yogunlugu, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti iizerine etkisi

EPSkc27L’nin H20; tarafindan olusturulan DNA hasarina kars1 antigenotoksik etkileri izole

insan lenfositlerinde comet testi ile incelenmistir. Elde edilen veriler kuyruk yogunlugu,

kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti parametreleri ile degerlendirilmis ve Cizelge 4.12°de

verilmistir.

EPSkc27L’nin kuyruk yogunlugu (r=-0,82), kuyruk uzunlugu (r=-0,56) ve kuyruk momentini

(r=-0,80) pozitif kontrole gore istatistiksel agidan anlamli oranda ve konsantasyona bagli

olarak azalttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21).

Cizelge 4.12. EPSkcer + H202 uygulamasinin izole insan lenfositlerindeki kuyruk
yogunlugu, kuyruk uzunlugu ile kuyruk momenti {izerine etkileri

Uvaulama arubu Siire  Konsantrasyon Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Y9 g (saat) (ug/mL) Yogunlugu (%) Uzunlugu (um) Momenti
Kontrol 1 0,00 6,98 £ 0,70 49,21 + 1,19 1,50+ 0,16
H,0; 1 100 uM 26,98 £ 1,80 127,16 + 4,31 12,17+ 1,01
12,50 14,40 £ 1,27 * 82,63+3,63* 5,68+0,72*
25,00 11,69+ 1,15* 83,81 +£3,79* 4224+0,55*%
EPSkezr + HOz 1 50,00 10,69+ 1,13 % 67,55+£290* 3,61 +0,56 *
100,00 11,09+0,97* 9529+445* 427+0,54*

* Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml (t testi)
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* Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t testi)

1109
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Sekil 4.19. EPSkc27L + H202 uygulamasinin izole insan lenfositlerindeki kuyruk yogunlugu

uzerine etkileri
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* Pozitif kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlamli (t testi)

95,29

Sekil 4.20. EPSkc27 + H202 uygulamasinin izole insan lenfositlerindeki kuyruk uzunlugu

tzerine etkileri
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Sekil 4.21. EPSkc27L + H202 uygulamasinin izole insan lenfositlerindeki kuyruk momenti
tizerine etkileri

EPSkc27L ve EPSkco7L + H202 uygulamalariin comet test sonuglar1 yiizde degisimleri ve

anlamliliklariyla birlikte Cizelge 4.13°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.13. EPSkc27. ve EPSkcor + H202 uygulamalarinin izole insan periferal
lenfositlerindeki yiizde degisimleri

Kuyruk Yogunlugu Kuyruk Uzunlugu Kuyruk Momenti
EPSkcarL
H.0; %286,53 1 %158,40 1 %711,33 1
12,50 pg/mL - - -
g 25,00 pg/mL - - -
—
50,00 pg/mL - - -
100,00 pg/mL - - -
EPSkcar + H202
12,50 pg/mL %46,63 | %35,02 | %53,33 |
5 25,00 pg/mL %56,67 | %34,09 | %65,32 |
4 50,00 pg/mL %60,38 | %46,88 | %70,34 |
100,00 pg/mL %58,90 | %25,06 | %64,91 |

11 Kontrole gore anlaml artig/azalis 11 Pozitif kontrole gore anlamli artig/azalis
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4.5. EPSkc27.°nin Tek Basina ve Mitomisin-C (MMC) ile Birlikte Uygulamasinin
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

72 saatlik kiiltiir sonlandirmasindan sonra almman EPSkco7. ve EPSkco + MMC
uygulamalar ile yapilan SEM analizinde secilen bazi goriintiiler Resim 4.5’te verilmistir.
Alinan numuneler, kiiltiirlere hipotonik (0,075M KCI, potasyum kloriir) eklenmesinden 6nce
alindig1 i¢in lenfositlerin yani sira eritrositler de goézlenmistir. EPSkco7c ve MMC

uygulamalarinin lenfosit ve eritrositlerde belirgin degisiklige neden olmadig1 gézlenmistir.
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Resim 4.5. EPSkco7e ve EPSkca7 + MMC uygulamalarindan elde edilen eritrosit ve
lenfositlerin SEM goriintiisii a) kontrol b) 12,50 pg/mL EPSkco7L €) 25,00
ng/mL EPSkcz71 d) 50,00 pg/mL EPSkco7e) 100,00 pg/mL EPSkceor f) pozitif
kontrol g) 25,00 pg/mL EPSkc27. + MMC h) 50,00 ug/mL EPSkco7. + MMC
1) 100,00 pg/mL EPSkcz7 + MMC
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Resim 4.5. (devam) EPSkc27L Ve EPSkc2rL + MMC uygulamalarindan elde edilen eritrosit
ve lenfositlerin SEM goriintiisii a) kontrol b) 12,50 pg/mL EPSkc27 €) 25,00
ug/mL EPSkc27L d) 50,00 pg/mL EPSkce7€) 100,00 pg/mL EPSkcz7L f) pozitif
kontrol g) 25,00 pg/mL EPSkc27. + MMC h) 50,00 pg/mL EPSkcor + MMC 1)
100,00 pg/mL EPSkco7L + MMC

Fiksasyon igsleminden sonra alinan EPSkco71 Ve EPSkco7 + MMC uygulamalari ile yapilan
SEM analizinde segilen bazi goriintiiler ise Resim 4.6’da verilmistir. Alinan numuneler son
fiksasyon isleminden sonra yapilmistir. Bu nedenle SEM analizinde lenfositler gdzlenmistir.

EPSkc27L ve MMC uygulamalari lenfositlerde belirgin degisiklige neden olmamustir.
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Resim 4.6. EPSkc27L Ve EPSkc27L + MMC uygulamalarindan elde edilen lenfositlerin SEM
gorlintiisii a) kontrol b) 12,50 pg/mL EPSkc27 ¢) 25,00 pg/mL EPSkc271 d) 50,00
pug/mL EPSkco7 €) 100,00 pg/mL EPSkco7L f) pozitif kontrol g) 12,50 pug/mL
EPSkc27. + MMC h) 25,00 pg/mL EPSkc27 + MMC 1) 50,00 pg/mL EPSkcor +
MMC 1) 100,00 pg/mL EPSkco7 + MMC
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Resim 4.6. (devam) EPSkc27. ve EPSkcere + MMC uygulamalarindan elde edilen
lenfositlerin SEM goriintiisii a) kontrol b) 12,50 pg/mL EPSkc27 €) 25,00
pug/mL EPSkc271 d) 50,00 pg/mL EPSkcz7e) 100,00 png/mL EPSkcer f) pozitif
kontrol g) 12,50 pg/mL EPSkcz7. + MMC h) 25,00 pg/mL EPSkcz7. + MMC
1) 50,00 pg/mL EPSkco7L + MMC 1) 100,00 pg/mL EPSkco7 + MMC

EPSkco7 ki fraksiyonlu bir yapidadir ve SEM analizinde bu yapilar gozlenmistir.
EPSkc27.’nin i¢ ylizeyinin gdzenekli ve kompakt mikroyapida, dis yiizeyinin ise piiriizsiiz

yapida oldugu gozlenmistir (Resim 4.7).
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5. TARTISMA

Yiyecek ve iceceklerin hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde anahtar rolii giderek daha
fazla kabul gormektedir. Fonksiyonel gidalarin iiretimi ve tiikketimi, temel beslenme
fonksiyonlariin 6tesinde saglik yarar1 sagladig igin biiylik 6nem kazanmigtir (Corbo ve
digerleri, 2014; John ve digerleri, 2020; Granato ve digerleri, 2020). Gastrointestinal
sistemde bulunan mikroorganizmalar sagligimiz iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir ve
bagirsak mikrobiyotasin1 modiile etmeyi hedefleyen beslenme stratejilerinin gelistirilmesi
icin Onemlidir. Bu stratejiler arasinda ozellikle probiyotik ve prebiyotik substratlarin
kullanim1 yaygin bir yaklagim olusturmustur (Salazar ve digerleri, 2016). Bakterilerin,
fonksiyonel gidalarin gelisimi ile ilgili olarak insan sagligina yararh etkileri, biiyiik 6l¢iide
ekzopolisakkaritlerine atfedilmistir (Nwodo ve digerleri, 2012). Ayrica oksidatif stres
kaynakl1 hiicre hasarin1 ve hastaliklar1 6nlemede etkili olan antioksidanlar da fonksiyonel

gida olarak kullanilmaktadir (Lobo ve digerleri, 2010).

Kendi bagma bir alan olan EPS’lerin uygulanabilirligi neredeyse sinirsiz olup ¢esitli
terapotik ve biyomedikal uygulamalar igin giivenilir molekiiller olduklar1 kanitlanmistir. Bu
polimerlerin saglikla iliskili yararlarinin giderek daha fazla taninmasi, daha az katki maddesi
iceren dogal ve saglikli iiriinler i¢in tiiketici talebine uygun olan katma degerli fonksiyonel
tirtinlerin tiretimini miimkiin kilmaktadir (Shukla ve digerleri, 2019; Andrew ve Jayaraman,
2020). Ayrica polisakkaritler, normal hiicreler iizerinde herhangi bir inhibitér etki
yaratmadigindan, gida katki maddesi olarak ve/veya diger terapotik uygulamalarda
kullanilacak gida giivenligi 6nlemleri dikkate alindiginda giivenli olarak kabul edilebilir
(Dilna ve digerleri, 2015). Mikrobiyal EPS’ler, diger dogal kaynaklardan elde edilen
polisakkaritlere kiyasla yeni ve farkli 6zellikleri nedeniyle bir¢ok endiistri alan1 i¢in biiyiik
bir potansiyele sahiptir. Bitkilerden ekstrakte edilen polisakaritlere kiyasla ¢ok daha yiiksek
iiretim titreleri ile elde edilebilirler (Moscovici, 2015; Yildiz ve Karatas, 2018).

L. salivarius KC27L susundan izole edilen ekzopolisakkaritin (EPSkc27L), antioksidan ve
antibiyofilm aktiviteleri bulunmaktadir. Bu aktiviteleri ticari ve bitkisel kaynakli bir
prebiyotik olan iniiline yakin orandadir veya iniilinden daha etkilidir. EPSkc27. antioksidan
ozelligini, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) ve siiperoksit anyon radikallerini (O?")
siipiiriicii etkisi ve demir iyonu (Fe?") selatlama aktivitesi ile gostermektedir. Bu 6zelligi ile

ticari olarak kullanilan prebiyotiklere alternatif olabilecegi ongoriilmiistiir. EPSkc27L’nin
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antibiyofilm etkisi, onun biyofilm {ireten bakterilerin biiylimesini 6nlemek i¢in antibiyofilm
ajan olarak kullanilabilecegini ve iniiline alternatif olarak tercih edilebilecegini
gostermektedir. EPS’lerin glikoz ve mannoz seker oranlarinin yiliksek olmasi, yem sanayisi
ve eczacilik alanlarinda kullanilma potansiyellerini arttirmaktadir. EPSkcz70’nin seker
kompozisyonundaki glikoz, diger sekerlere oranla daha yiiksektir. Bu nedenle EPSkc27.’nin
bu alanlarda kullanilmasinin avantajli olacagi varsayilmistir. Iniilinin tavuklarda prebiyotik
yem katki maddesi olarak kullanildig1 bilinmektedir. EPSkc27.’nin iniiline yakin etkide veya
daha etkili oranda antibiyofilm ve antioksidan aktivite sergilemesi, EPSkc27.’nin yem katki

maddesi olarak kullanilmasinin daha yararli olacagini diisiindiirmektedir (Celik, 2018).

Kimyasal mutajenez, mutajenlerin hiicrelere alinmasi, reaktif metabolitlerin tiretilmesi,
DNA ile reaksiyon, DNA replikasyonu ve DNA onarimini igeren asamalardan olusmaktadir
(Ohta, 1993). Mutajenlerin zararl etkilerini en aza indirmenin en iyi yollarindan biri dogal
antimutajenlerin kullanilmasidir. Antimutajenler, bir mutajenik bilesigin, mutajene
doniismesini Onleyebilir, mutajeni etkisiz hale getirebilir veya mutajen ve DNA arasindaki
reaksiyonu Onleyebilir. DNA onarimi, rekombinasyonu ve replikasyon yollarinin
enzimlerini dogrudan veya dolayli olarak uyarabilir, baskilayabilir veya etkisiz hale
getirebilir. Bu maddelerin ¢ogu antimutajenik ve antikanserojenik 6zelliklerinin yani sira,
antioksidan, immiinomodiilator, hepatoprotektif, antihiperglisemik, kardiyoprotektif,
antienflamatuar ve antiromatizmal gibi yararli etkilere de sahiptir (Bhattacharya, 2011,
AbdelHakem ve Abdelhafez, 2020).

Bir maddenin genotoksik etkilerinin tanimlanmasi, insan ve hayvan sagligmi korumay1
amaclayan uluslararasi mevzuatlar baglaminda farmasotikler, nutrasotikler, pestisitler
endiistriyel kimyasallar, kozmetik igerik maddeleri, veteriner ilaglar1 ve gida katki maddeleri
gibi bilesiklerin onaylanmasi i¢in belirleyici ve kritik bir adimdir. Ayrica bilesiklerin, DNA
hasaria neden olan toksik maddelere kars1 olas1 koruyucu etkileri de belirlenebilmektedir
(Corvi ve Madia,2017; Mello ve digerleri, 2017). Genotoksisite testleri, olasi insan
kanserojenlerinin ve mutajenlerinin belirlenmesi icin DNA, gen ve kromozom hasarlarini
tanimlayan in vitro ve in vivo yaklagimlara dayanmaktadir (Turkez ve digerleri, 2017). Tam
bir genotoksisite degerlendirmesi, farkli mekanizmalarla genetik hasara neden olan
bilesikleri tespit etmeyi amaglayan in vitro ve in vivo testleri igermektedir (Guideline, 2011,
Cartus ve Schrenk, 2017; Hartwig ve digerleri, 2020). Bu testlerin, toksik maddelerin neden

oldugu genotoksik aktiviteyi incelemek i¢in kendi 6zellikleri ve sinirlamalari bulunmaktadir.
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Bu nedenle genotoksik maddelerin belirlenmesi ve mekanizmalarinin anlasilmasi igin tek bir
test yeterli degildir (Turkez ve digerleri, 2017; Sanz-Serrano ve digerleri, 2020). Ornegin
Kromozomal anormallik (KA) testi, anormal kromozomlari, kromozom veya kromatid
kiriklarini ve translokasyonlara neden olan toksik maddeleri tespit ederken MN testi sadece
klastojenleri degil andploidi indiikleyen kimyasallari da belirlemektedir. Mikroniikleus
(MN) testi, hiicre boliinmesinde ifade edilen kalic1 genetik hasari tespit edebildiginden,
biyolojik numunenin toplanmasindan Once meydana gelen kiimiilatif olaylar1 da
yansitmaktadir. Ancak comet, biyolojik numunenin toplanmasindan sonra, birka¢ dakika
veya saat sonra ortaya cikabilecek gecici ve kisa Omiirlii DNA hasarin1 da tespit
edebildiginden kisa siireli maruziyetin belirteci olarak kullanilabilmektedir (Suspiro ve
Prista, 2011). Boylece birbirini destekleyecek kanitlar sunan genetoksisite testleri birlikte

kullanilarak daha gecerli sonuclara ulagilabilmektedir.

Bir maddenin antigenotoksik ve antimutajenik etkisini yani maddenin DNA hasarin1 koruma
yetenegini belirleyebilmek i¢in genetik materyale etkili bir sekilde zarar veren bir kimyasalin
kullanilmas1 gerekmektedir (Mello ve digerleri, 2017). AlKilleyici ajanlar, DNA'nin
niikleofilik merkezlerine saldirabilen elektrofilik bilesiklerdir. Sitotoksik ve mutajenik
ozelliklere sahip, dogrudan etkili DNA reaktif kimyasallardir. S-fazina bagh klastojenik
ajanlar olmakla birlikte maruz kalan hiicrelerde DNA sentezi ger¢eklesmedikge kromozom
anormallikleri olusturmazlar. Tek fonksiyonlu (bir reaktif bolge iceren) ve ¢ift fonksiyonlu
(iki reaktif bolge igeren) ajanlar olarak siiflandirilabilirler (Schwartz, 1989; Jenkins ve
digerleri, 2005). Tek fonksiyonlu alkilleyici ajanlar, DNA'daki tek bir bolgenin
modifikasyonu icin bir aktif kimyasal boliim igerirler ve hedef molekiil ile kovalent
eklentiler olustururlar. Organizmalarda hem kanserojen hem de mutajeniktirler (Beranek,
1990; Fu ve digerleri, 2012; Puyo ve digerleri, 2014). Esas olarak DNA zincirini kirici
maddeler degildirler ve DNA omurgasinin dogrudan kesilmesine neden olmazlar.
Alkilasyon yoluyla baz modifikasyonu, N-glikozidik bagmi zayiflatmakta,
depiirinasyon/depirimidinasyona ve alkali-kararsiz abazik bolgelerin (AP bolgeleri) ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir. AP bolgelerinin ¢ikarilmasi, AP bolgelerine bitisik DNA'nin
parcalanmasina yol agmaktadir (Horvathova ve digerleri, 1998). Cift fonksiyonlu alkilleyici
ajanlar ise DNA bazlarina baglanabilen iki reaktif bolge igerirler. Karmasik ve oldukga
sitotoksik olan, replikasyon ¢atalin1 bloke eden DNA-DNA veya DNA-protein ¢apraz
baglar1 olusturabilirler. Dolayisiyla kemoterapétik ajanlar olarak kullanilabilirler (Jenkins
ve digerleri, 2005; Phillips ve Arlt, 2009; Kondo ve digerleri, 2010; Gutierrez ve O’Connor,
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2021). Cift fonksiyonlu alkilleyici ajanlar, tek islevli alkilleyici ajanlara benzer 6zelliklere
sahiptir, ancak sarmallar aras1 bag olusumuna sebep olan ve DNA bazlar ile tepkimeye
girebilen iki reaktif bolge igerirler. Mitomisin-C gibi ¢ift fonksiyonlu aziridin bilesikleri,
cesitli DNA eklerinin yani1 sira, G—G veya G—A ¢apraz baglari olusturabilir (Fu ve digerleri,
2012; Podarala ve digerleri, 2020).

Mitomisin-C (MMC), kapsamli olarak ¢alisilmig olan ve OECD tarafindan genotoksisite
caligmalarinda referans pozitif mutajen olarak onerilen bir genotoksik ajandir. MMC'nin
metabolizmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) ve/veya tek ve cift fonksiyonlu alkilleyici
tirlerin olusumuna yol agmaktadir. MMC, kinon igeren bir bilesiktir. Kinon kisminin bir
veya iki elektronlu enzimatik indirgenmesi, sirastyla bir yar1 kinon veya bir hidrokinon ara
iirlinii iretimine neden olur. Bunlarin her ikisi de giiclii DNA alkile edici ajanlar olan serbest
radikal ara {riinleridir. Aerobik kosullar altinda yarikinon ara {riinii, siiperoksit anyon
radikali (O2") iireten ana bilesige oksitlenir. Siiperoksit anyon radikali (O2~) daha sonra
hidrojen peroksit (H202) olusturur (Wang ve digerleri, 2010; Klaunig ve digerleri, 2011).
MMC deneylerde mutagenezi indiiklemek icin alkilleyici ajan olarak uzun zamandir
kullanilmaktadir (Khan, 2019). DNA hasarina yol agarak zincir kopmalarina, kromozom
kirilmalarma, mikroniikleus olusumuna ve hiicre Oliimiine neden olmaktadir (Lee ve
digerleri, 2007). Antioksidanlar, MMC’nin genotoksisitesine kars1 etkili olabilmektedirler
(Franke ve digerleri, 2005b; Figat ve digerleri, 2020; Sassi ve digerleri, 2021).

Metil metansiilfonat (MMS), tek islevli, dogrudan etkili ve oldukga toksik bir alkilleyici
ajandir. Temelde adenin ve guanin bazlarini1 metilleyerek genotoksik etki gdstermektedir.
MMS’nin bazlarla etkilesimi, abazik (AP) bir bolge olusumuna ve DNA’da c¢apraz bag
olusumuna neden olmaktadir. Bu durum replikasyon catalinin engellenmesi ve DNA c¢ift
zincir kiriklarinin olusumu ile sonuglanmaktadir. DNA ¢ift kiriklari, DNA’da yapisal ve
fonksiyonel 6zellikleri engelleyerek, replikasyon ve transkripsiyon dahil olmak iizere DNA
metabolizmasinda aksamalara sebep olmaktadir. Sonugta kromozom hasari, mikroniikleus
olusumu ve hiicre 6liimii meydana gelmektedir. Bunlarin yani sira reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) iiretimine neden olarak da genetik materyalde hasar vermektedir. MMS kaynakl
DNA hasar1, agirlikli olarak baz eksizyon onarimi (BER) ile tamir edilmektedir. MMS,
genotoksik ajan olarak cesitli genotoksisite testlerinde DNA hasarini indiiklemek i¢in uzun

yillardir tercih edilmektedir (Chang ve digerleri, 2002; Lundin ve digerleri, 2005;
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Hosseinzadeh ve Sadeghnia,2007; Kitanovic ve digerleri, 2009; Habas ve digerleri, 2017;
de Souza ve digerleri, 2020).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) sitotoksik ve mutajenik hasarlari indiiklemektedir (Benhusein
ve digerleri, 2010). Yasam icin gerekli olan oksijenin, reaktif tiirleri araciligiyla insan
viicudu tlizerinde zararl etkilere neden olmasi ironiktir. Hiicrelerin bu radikaller tarafindan
her giin ortalama 105 kez oksidatif strese indiiklendigi tahmin edilmektedir (Carocho ve
Ferreira, 2013). Hidrojen peroksit (H202) DNA ile herhangi bir kimyasal reaksiyona girmez.
H20> kaynakli DNA hasari i¢in iki olas1 agiklama Onerilmistir. Bunlardan ilki hem Fenton
hem de Haber-Weiss reaksiyonlari tarafindan oldukga reaktif hidroksil radikallerinin (OH")
iiretimidir. Hidrojen peroksit (H202) molekiilii gecis metal iyonlar: (tipik olarak Fe?*)
varliginda (Fenton reaksiyonu) ve siiperoksit anyon radikalinin (O2°) varliginda (Haber-
Weiss reaksiyonu) en giiclii radikal olan hidroksil radikaline (OH) doniisiir. Ikinci agiklama
hiicre i¢inde niikleaz enzimlerinin aktivasyonuna yol agan bir dizi metabolik olayin
tetiklenmesi ve DNA omurgasinin apoptoza benzeyen bir mekanizmayla pargalanmasidir.
Her iki mekanizma da gergeklesebilir. OH' radikali DNA'da pargalanmaya, baz kaybina ve

zincir kopmalarina yol agmaktadir (Horvathova ve digerleri, 1998; Anderson ve digerleri,

2003).

Tiim bu nedenlerden 6tiirii bu tez calismasinda DNA hasarinin indiiklenmesi i¢in kromozom
anormallikleri (KA), kardes kromatid degisimi (KKD) ve mikroniikleus (MN) testlerinde
mitomisin-C (MMC) ile metil metansiilfonat (MMS), comet testinde ise hidrojen peroksit

(H202) mutajen olarak kullanilmistir.

Kanser kemoprevansiyonu, kanserin indiiksiyonunu Onlemek, inhibe etmek veya
ilerlemesini geciktirmek i¢in ajanlarin kullanilmasidir. Bu ajanlar, kanserojen maddelerin
kritik hedef bolgeye ulagsmasini veya bunlarla reaksiyonunu 6nleyen bloke edici ajanlar veya
timor siirecini engelleyen baskilayici ajanlardir. Bloke edici ajanlar tiimor baglamasinin
inhibitorii iken, baskilayici ajanlar tiimor ilerlemesinin inhibitorleridir (De Flora ve

Ferguson, 2005; Kharma ve digerleri, 2020; Suvarna ve digerleri, 2020).

Antimutajenik ajanlar, mutajenlerin ve kanserojenlerin etkisinin azaltilmasinda ve bagirsak
sagiliginin korunmasinda hayati role sahiptir. Son yillarda yapilan ¢alismalar daha fazla
kemopreventif potansiyele sahip gida bilesenlerini ve bunlarin kombinasyonlarini

belirlemeye odaklanmistir. Bu nedenle saglik a¢isindan 6nemli 6zelliklere sahip fonksiyonel
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gidalar dikkat gekmektedir. Ozellikle probiyotikler, prebiyotikler ve sinbiyotikler agisindan
zengin beslenme, gida kaynakli mutajenlerin ve kanserojenlerin giderilmesinde

kemopreventif ajan olarak kullanilabilmektedir (Ambalam ve digerleri, 2016).

Genotoksik etkilerin inhibisyonunda, antioksidan aktivite ve serbest radikallerin
temizlenmesi, hiicre proliferasyonunun inhibisyonu ve sinyal transdiiksiyon modiilasyonu

gibi ¢esitli mekanizmalar rol oynayabilmektedir (Vickova ve digerleri, 2006).

Antimutagenezin ana mekanizmalari;

1- Kimyasal veya enzimatik inaktivasyon (Reaktif mutajenlerin kimyasallar veya enzimler

tarafindan dogrudan inaktive edilmesi),

2- Aktif tir olusumunun engellenmesi (Mutajenlerin aktif tiir olusturarak DNA ile

reaksiyona girmesini saglayan metabolik aktivasyonun engellenmesi),

3- Stiptirme (Desmutajenlerin, mutajenlere baglanma yoluyla onlarin DNA ile reaksiyona

girmesini engellemesi) ve

4- Antioksidan serbest radikal siiplirme (DNA’ya zarar verebilen, genotoksisite ve
sitotoksisiteye neden olabilen serbest radikallerin antioksidan mekanizmalar ile

temizlenmesi) olarak tanimlanmaktadir (Bhattacharya, 2011).

Cesitli antimutajenik ajanlarin, coklu mekanizmalar araciligyla mutajenlere karsi koruma
sagladig1 bilinmektedir. Bu bilesiklerin birden fazla etkinlik gdstermesi, antimutajenik
aktivitenin de artmasini saglamaktadir. Bu nedenle ¢ok islevli antimutajenleri aramak biiyiik

onem tagimaktadir (Bhattacharya, 2011).

Antioksidanlar kiiciik konsantrasyonlarda bile bir substratin oksidasyonunu engelleyen veya
geciktiren maddelerdir. Endojen (viicutta sentezlenen) ve ekzojen (diyetle alinan)
antioksidanlar yiiksek miktardaki serbest radikali notralize ederek ve hiicreleri toksik
etkilerden koruyarak serbest radikallerin zararli etkilerini engeller. Bdylece viicutta
homeostazi saglar (Asmat ve digerleri, 2016; Gulcin, 2020; Swallah ve digerleri, 2020).
Ideal bir antioksidanin kolay emilim, biyolojik olarak bozunabilme, diisiik

konsantrasyonlarda bile etkili olabilme, ROT olusumunu 6nleme, serbest metal iyonlarini
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selatlama ve diisiik toksisite gibi 6zellikleri olmalidir (Poprac ve digerleri, 2017; Andrew ve
Jayaraman, 2020). Antioksidanlar, radikal temizleyici, hidrojen verici, tekli oksijen
yakalayici, elektron verici ve metal selatlayict maddeler olarak islev gormektedir (Lobo ve

digerleri, 2010).

Flavonoidler ve fenolik asitler antioksidan olarak kullanilmak i¢in biiyiik bir potansiyele
sahip olsalar da bagirsak epitel emilimi i¢in uygun olmayan molekiil boyutlari, miktar
sinirlamalari, bir ila¢ molekiilii olarak kan-beyin bariyerini gegememe gibi nedenlerle
antioksidan molekiiller olarak kabul edilecek belirli niteliklerden yoksunlardir (Carocho ve
Ferreira, 2013). Ayrica kanitlar sentetik antioksidanlarin hem yararli hem de zararl
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle sentetik katki maddelerinin olumsuz etkilerinin
istesinden gelmek icin mikrobiyal EPS gibi dogal antioksidanlarin kullanilmasi
gerekmektedir. Laktik asit bakterilerinden (LAB) alinan EPS’ler dogal antioksidanlardir.
Insan saghgmin korunmasinda, hastaliklarin énlenmesinde ve tedavisinde rol oynadiklar:
icin giivenli olduklart bildirilmistir (Adesulu-Dahunsi ve digerleri, 2018). Mikrobiyal
kaynaklardan tretilen EPS'ler gibi dogal polimerlerin biyouyumluluk, biyolojik olarak
bozunabilirlik, toksik olmama, diisiik konsantrasyonlarda bile etkili olma ve yenilenebilirlik
gibi Ozellikleriyle antioksidan bilesik olma uygunlugunun kabul edilebilir oldugu
belgelenmistir (Demirci ve digerleri, 2017). Bu nedenle dogal antioksidanlar, koruyucu
maddeler, ilag gelistirme, katki maddeleri ve fonksiyonel gidalar gibi gelecekteki
uygulamalar i¢in Onemlidir (Andrew ve Jayaraman, 2020). Mevcut bilgilere gore,
antioksidan aktivite olduk¢a arzu edilen bir 6zelliktir, clinkii bilesiklerin antimutajenik
etkilerine atfedilebilir. Bu nedenle, antioksidan aktivite sergileyen herhangi bir bilesigin
antimutajenik potansiyelini arastirmak oOnemlidir (Stoczynska ve digerleri, 2014). Bu
nedenle tez ¢alismasinda EPSkc27L’nin in vitro genotoksik ve antigenotoksik etkileri insan

periferal lenfositlerinde incelenmistir.

Insan periferal lenfositleri, 6zellikle T lenfositleri, kolay elde edilebilmeleri, uzun émiirlii
olmalar1 ve cok sayida hiicre bulundurmalar1 nedenleriyle hiicre kaynagi olarak
genotoksisite ¢aligsmalarinda yaygin olarak kullanilan hiicrelerdir. Hedef dokudan gecerken
muhtemel genetik hasari da biriktirdikleri i¢in genotoksik kimyasallara maruz kalmayla ilgili
olarak organizmanin genel durumunu yansitirlar (Suspiro ve Prista, 2011; Bausinger ve
Speit, 2016; Velickova ve Milev, 2020). Lenfositler, dongiistiz primer hiicrelerdir (GO

hiicreleri). Uygun kiiltiir ortam1 ve fitohemaglutinin (PHA) gibi mitojenler ile hiicre
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dongiistine girerek boliiniirler (Mosesso ve digerieri, 2016). Fitohemaglutinin (PHA) gibi
bazi bitki lektinleri 6zellikle T lenfositler olmak tizere lenfosit boliinmesini uyarir. Bu sayede
elde edilen az miktardaki periferik kandan ¢ok sayida diploid hiicre edilebilir ve maruziyetin

etkileri gozlenebilir (Registre ve Proudlock, 2016).

Metafazda gozlenen anormallik tiirii, mutajenin tipine ve uygulandigi hiicre dongiisii fazina
baglhidir (Mosesso ve digerieri, 2016). Kromozomal anormallikler, sayisal ve yapisal
degisiklikleri igermektedir. (Suspiro ve Prista, 2011). Yapisal anormallikler, dogrudan DNA
kirilmasi, hasarli bir DNA’nin replikasyonu, DNA sentezinin inhibisyonu ve diger
mekanizmalar (6rnegin topoizomeraz II inhibitorleri) ile indiiklenebilir. Olusan DNA
kiriklari, kromozomun orijinal haline geri donecegi sekilde yeniden diizenlenebilir, yanlis
bir sekilde yeniden birlesebilir veya hig birlesmeyebilir (Mateuca ve digerleri, 2006). DNA
tek ve cift zincir kiriklar1 kromozomal anormallikler ve genomik kararsizlikla iliskilidir.
Genomik kararsizlik ise dogrudan malignite ile iliskilidir (Araldi ve digerleri, 2015; Ahmed
ve Hidayat, 2020; Vodenkova ve digerleri, 2020). Morfoloji ve mekanizmaya gore
kromozom tipi ve kromatid tipi olarak iki grupta incelenebilir. Kromozom tipi anormallikler,
bir veya daha fazla kromozom iizerindeki her iki kardes kromatidin ayni lokusunu
etkilemektedir. Hiicre dongiisiinin Go — Gip fazlarinda DNA ¢ift zincir kiriklarinin
onarilmamasi nedeniyle olusmaktadir. DNA replikasyonu ve kromozom duplikasyonu ile
her iki kromatidde olusan simetrik lezyonlar kromozom tipi anormalliklerin (disentrik ve
halka kromozomu gibi) gbzlenmesine neden olmaktadir. Cogunlukla S-fazindan bagimsiz
klastojenler tarafindan olusturulmaktadir. Iyonize radyasyon bu tip anormalliklerin olusuma
sebep olmaktadir. Kromatid tipi anormallikler ise, bir veya daha fazla kromozom iizerindeki
kardes kromatidlerin yalnizca birinde olusmaktadir. Hiicre dongilisiiniin S fazinda
gerceklesen baz degisimleri, ¢apraz baglar ve tek zincir kiriklarindan kaynaklanmaktadir. S-
fazina bagimh klastojenler (cogu kimyasal) bu tip anormalliklerin olusumunu indiiklerler
(Mateuca ve digerleri, 2006; Suspiro ve Prista, 2011). Kardes kromatidlerde birlesme, iki
kardes kromatidin terminal bolgelerindeki delesyonlar nedeniyle olusan kirik uglariin
yeniden birlesmesi ile olusmaktadir (Savage, 1976). Kromatid degisimi, quadriradial
(dortlii) veya triradial (iiglil) kromozomlar seklinde goriilmektedir. Bunlar interkromozom
yani kromozomlar aras1 degisimler sonucu olusmaktadir. Quadriradial kromozomlar, iki
farkli kromozomun iki komsu bolgesinde meydana gelen kromatid kiriklarinin simetrik veya
asimetrik meydana gelecek sekilde yeniden birlesmesiyle olusurken, triradial

kromozomlarin 6nemli bir mekanizmasi, tek bir kromatid kirig1 ve ayni yerde meydana gelen
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tek bir izokromatik kirilmadir (Satoh ve digerleri, 2002). Disentrik kromozom, iki kirik
kromozomun sentromerik pargalar1 arasinda bir degisim ile meydana gelmektedir (Cao ve
digerleri, 2013). Okaryotik genomlarda nadiren meydana gelen dairesel DNA molekiilleri
olan halka kromozomlar genellikle her iki kromozom kolunun uglarinda olusan kiriklarin
halka seklinde fiizyonundan kaynaklanir. Degisken boyutta ve genetik igerikte olabilirler,
genetik materyal kaybina yol acarlar. Herhangi bir kromozomda olusabilmekle beraber tiim
insan kromozomlarinda da raporlanmistir (Guilherme ve digerleri, 2011; Yip ve digerleri,

2015; Pristyazhnyuk ve Menzorov, 2018).

Yapisal anormallikler, DNA’nin kirilmasiyla indiiklendiginden, hiicrenin hayatta kalmasi bu
kiriklarin durumuna baglhdir. Kiriklar, kromozomun orijinal durumuna geri donecek sekilde
birlesebilir, yanlis sekilde birlesebilir veya hi¢ birlesmeyebilir. Son iki durumun
gerceklesmesi halinde olusan anormallikler mikroskop ile gozlenebilir. Hiicrenin yasamu,
olusan kromozomal anormalligin tiiriine gore degiskenlik gdsterebilir. Disentrik kromozom,
halka kromozom ve fragmentler gibi kararsiz anormallikler tasiyan hiicreler apoptoz yoluyla
elimine edilebilir. Diger taraftan dengeli translokasyonlar gibi kararli anormallikler,
apoptotik hiicre 6limiine neden olmada ¢ok daha az etkili olduklar1 i¢in organizma igin
zararl sonuglara yol acabilmektedir (Mateuca ve digerleri, 2006; Mateuca ve digerleri,
2012). Sayisal anormallikler, anormal kromozom ayrimina bagli olarak ortaya ¢ikan normal
kromozom sayisindaki degisiklikleri (anoploidi, poliploidi) ifade etmektedir. Kendiliginden
veya andjen maruziyeti nedenleriyle olusabilmektedir (Mateuca ve digerleri, 2006). Sayisal
anormallikler her zaman genotoksik ajan tarafindan indiiklenmeyebilir, hiicre boliinmesinin
uzamasi veya karisikligi sonucu olusabilir (Mosesso ve digerieri, 2016). Poliploidi, haploid
kromozom sayisinin tam katlar1 kadar artig olarak tanimlanmaktadir (Kirsch-Volders ve
digerleri, 2002). Endoreduplikasyon, hiicrenin mitoz gegirmeden tekrar bir S fazina girmesi
ile olusur. DNA igeriginin arttig1 bu durumda, onceki kromatidlerden iki kromatid igeren
yeni kromozomlar meydana gelir. Metafazda birbirinden ayrilmamis dort kromatidli yap1

olarak goriiniir (Okello ve digerleri, 2016).

Bu tez calismasinda EPSkco7.’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda, anormal hiicre
yiizdelerini ve hiicre basina diisen anormallik frekanslarini kontrole gére anlamli diizeyde
artirmadig1 bulunmustur. Ayrica EPSkco7L, her iki uygulama siiresinde de MMC ve MMS
mutajenlerinin neden oldugu anormal hiicre ylizdelerini ve hiicre basina diisen anormallik
frekanslarin1 pozitif kontrole kiyasla anlamli diizeyde azaltmigtir. EPSkc27, EPSkcar +

MMC ve EPSkco7 + MMS uygulamalar insan lenfositlerinde gesitli yapisal ve sayisal
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anormallikler gézlenmistir. Bu {i¢ uygulama tipinde ortak olarak g6zlenen anormallikler;
kromozom kirig1, kromatid kirig1, fragment, kardes kromatidlerde birlesme ve poliploididir.
Kromatid degisimi EPSkco7i’nin  tek basina muamelesinde sadece 50 pg/mL
konsantrasyonda (48 saatlik uygulama siiresinde) gozlenirken, EPSkco7e + MMC
muamelesinin tiim konsantrasyonlarinda gozlenmistir. Disentrik kromozom, EPSkco7 +
MMC ve EPSkco7c + MMS muamelelerinde goriilmistiir. Halka kromozom ve
endoreduplikasyon ise yalnizca EPSkcz7. + MMC uygulamasinda (50 pug/mL, 24 saatlik

uygulama siiresi) gézlenmistir.

MMC, mitotik a¢idan inaktif olan insan lenfositlerinin béliinme i¢in uyarilmalartyla birlikte
yogun hasarlara yol agmaktadir. Metilleyici ajanlar ise, abazik bdlge olusumuna neden
olarak DNA replikasyonunu bloke ederler. Hiicrenin bu durumlarda mitoza devam etmesiyle
kromozomal anormallikler olusur (Nowell, 1964; Schwartz, 1989). Alkillenmis DNA, tamir
edilmediginde geri doniisli olmayan DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinin olusumuna neden
olmaktadir (Puyo ve digerleri, 2014). Cift fonksiyonlu alkilleyici ajanlar, memeli
hiicrelerinde kromozom anormalliklerini indiiklemede tek fonksiyonlu alkilleyici ajanlardan
daha etkilidir (Natarajan, 2002). Calismada kullanilan, bir ¢ift fonksiyonlu alkilleyici ajan
olan MMC ve tek fonksiyonlu alkilleyici ajan olan MMS’nin kromozomal anormallik
olusumuna etkisi bu sonuclarla tutarhidir. Bir klastojen olan MMS’nin, kromozom
fragmentlerini indiikledigi raporlanmistir (Kirsch-Volders ve digerleri, 2002). Calismada da
en yogun fragment olusumu EPSkco7z + MMS muamelelerinde gézlenmistir. MMC’nin
memeli hiicrelerinde DNA c¢apraz baglarina neden olarak kromatid degisimini etkili bir
sekilde indiikledigi bilinmektedir (Satoh ve digerleri, 2002; Unal ve digerleri, 2013).
Kromatid degisimi EPSkc27. + MMC muamelesinin tiim konsantrasyonlarinda gozlenirken
EPSkcz7. + MMS muamelelerinde ise bu anormallik tiirli gézlenmemistir. Calismada elde
edilen bu wveriler literatiir ile uyumludur. EPSkcz7.’nin uygulanan siirelerde ve
konsantrasyonlarda genotoksik etkilere neden olmadigi saptanmistir. Ayrica elde edilen
veriler bu EPS’nin MMC ve MMS gibi alkilleyici ajanlarin neden oldugu genotoksik
hasarlar1 azaltic1 etkiye sahip oldugunu gostermektedir. KA testi gibi kanserogenez ile
baglantili bir testte bu sonuglarin elde edilmesi EPSkc27.’nin in vitro ortamda herhangi bir
genotoksik hasara neden olmadigini, aksine klastojenik ajanlarin neden olduklar etkiye kars1

da antiklastojenik etki gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Cift fonksiyonlu alkilleyici ajanlar DNA’da ¢apraz baglara neden olmaktadir. Onarilmayan
lezyonlar DNA replikasyonu ile ¢ift zincir kiriklarina dontismektedir (Puyo ve digerleri,
2014). DNA gift zincir kiriklar1 homolog rekombinasyon ve homolog olmayan ug birlestirme
mekanizmalar1 ile onarilabilir. Homolog rekombinasyon onarim mekanizmasi hasarl
DNA’nin onartlmast i¢cin DNA’nin homologu olan kardes kromatidi sablon olarak
kullanmaktadir (Kondo ve digerleri, 2010). Bu da kardes kromatid degisimlerine (KKD) yol
acmaktadir. Homolog olmayan ug birlestirme mekanizmasinda ise DNA uglar1 ya ¢ok az
homoloji ile ya da hi¢ homoloji olmadan birlesmektedir (Fu ve digerleri, 2012). Ikinci S
fazindan sonra hiicre dongiisiiniin durmasi nedeniyle hiicrelerinin ¢ogu dlmektedir. Ancak
hayatta kalan hiicreler hatali replikasyon catallarinda cift zincir kiriklarinin onariminin
gostergesi olan yiiksek kardes kromatid degisimi siklig1 gostermektedir (Kondo ve digerleri,
2010; Udroiu ve Sgura, 2017).

Kardes kromatid degisim (KKD) testi, farkli fiziksel ve kimyasal ajanlarin genotoksik
potansiyelinin arastirilmasi i¢in kullanilan oldukc¢a hassas bir metoddur (Eke ve Celik, 2008;
Stults ve digerleri, 2020). KKD, kromozomal anormallik olusumu i¢in gereken
konsantrasyondan ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda genotoksik etkilerin tespit edilmesini
saglamaktadir. (Suspiro ve Prista, 2011). KKD testt OCED tarafindan 2014 yilinda test
klavuzundan ¢ikarilmistir (Unal ve digerleri, 2016). Ancak DNA onarim ¢aligmalarinda ve
genetik toksikolojide in vitro ve in vivo olarak uygulanmaktadir (Eke ve Celik, 2008).
Genotoksik ajanlarin ¢gogu KKD frekansinin artmasina neden olurken, antigenotoksik
etkileri de bulunan antioksidanlar bu frekansin azalmasini saglamaktadir (Avuloglu-Yilmaz

ve digerleri, 2017; Al-Dulaimi ve digerleri, 2020).

KKD frekansi, EPSkco7.’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin higbir konsantrasyonunda
anlamli oranda degigsmemistir. EPSkc271, tiim konsantrasyonlar ve uygulama siirelerinde,
MMC ile MMS mutajenlerinin artirdigit KKD frekansini pozitif kontrole kiyasla istatistiksel
acidan anlamli oranda azalmistir. Cift fonksiyonlu alkilleyici ajanlarm, KKD’leri
indiiklemede tek fonksiyonlu olanlara gére daha etkili oldugu raporlanmistir (Bodell, 1990).
Calismada kullanilan, ¢ift fonksiyonlu alkilleyici ajan olan MMC’nin, tek fonksiyonlu
alkilleyici ajan olan MMS’ye gore KKD olusumunda daha etkili oldugu gozlenmistir. Bu
sonug, ¢ift fonksiyonlu alkilleyici ajanlarin, tek fonksiyonlu ajanlara kiyasla kromozomal

anormallikleri indiiklemede daha etkili oldugu bulgulariyla tutarlidir (Perry ve Evans, 1975).
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Elde edilen sonuglar ve literatiir verileri, KA ve KKD testi sonuglarinin uyumlu oldugunu

desteklemektedir.

DNA hasarina spesifik hiicresel yanitlar DNA nin onarilmasi, hiicre donglisiiniin durmasi ve
apoptozdur (Pawar ve digerleri, 2009). Kimyasallara ve diger genotoksik ajanlara maruz
kaldiktan sonra hem in vivo hem de in vitro olarak gozlemlenen en 6nemli hiicresel
yanitlardan biri, hiicre dongiisiinlin inhibisyonu veya gecikmesidir. Hiicre proliferasyon
indeksi veya replikasyon indeksi (RI) ve mitotik indeks (MI), vyetersiz hiicre
proliferasyonunun gostergeleri olarak insan periferik kan lenfosit kiiltiirlerinde cesitli
bilesiklerin sitotoksisitesini belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Eke ve Celik, 2008; Al-
Dulaimi ve digerleri, 2020). Mitotik indeks, hiicre yapisinda veya islevindeki degisikliklerin
degerlendirilmesi, hiicre boliinme frekansinin dl¢lilmesi i¢in giivenilir bir belirtegtir. Mitotik
indeksin yiiksek olmasi, hiicre proliferasyonunun hizli oldugu seklinde yorumlanmaktadir
(Zeweil ve digerleri, 2015). Mitotik indeksteki azalma, hiicre boliinme kapasitesi kaybi veya
hiicre 6liimiine neden olan mekanizmalarin aktivasyonu nedenleriyle gergeklesebilir. ATP
seviyesinin diigmesi, enerji liretimi mekanizmalarindaki hatalar ve ATPaz’larin inhibisyonu
nedeniyle mitokondri fonksiyonunda gerceklesen bozulmalar da bu diisiisiin nedenlerinden
olabilir. Mutajenler fazlar arasinda herhangi bir noktada hiicre biliylimesinin durmasina
neden olabilir. Hiicrelerin, hiicre dongiisiiniin S ve G2 fazlarinda kalmasi, mitozun
baglamasmi saglayan G2 fazinin engellenmesi veya bu fazin uzun siirmesi yollariyla
gerceklesebilir. DNA sentezinin engellenmesi ve apoptozun indiiklenmesi de hiicre
proliferasyonunu engelleyerek ve mitotik aktivasyonun azalmasina neden olan faktorler
arasindadir (Jain ve Andsorbhoy, 1988; Szende ve digerleri, 2000; Tchah ve digerleri, 2003;
Yiizbasioglu ve digerleri, 2006; Azab ve digerleri, 2017; Rodriguez-Mercado ve digerleri,
2017). Antibiyotik ve antikanser ajan1 olarak kullanilan MMC, hiicre bdliinmelerini belirgin
sekilde inhibe etmektedir (Nowell, 1964). Ayrica MMS'nin, zar gecirgenligini artirma
yetenegi aracilifiyla sitotoksisite gosterdigi bilinmektedir (Khan, 2019). Calismada
EPSkc27.’nin tek basma uygulamasi sonucunda her iki uygulama siiresinde de sadece en
yiiksek konsantrasyon (100 pg/mL) mitotik indeksi kontrol grubuna gore dnemli oranda
diistirmistir. MMC ve MMS muameleleri (pozitif kontroller), mitotik indeksi kontrol
gruplarina gore anlamli diizeyde diisiirmiistiir. EPSkco7. + MMC ve EPSkcor + MMS
uygulamalarinin, degerlendirilen tiim konsantrasyonlarinda diisen mitotik indeksi pozitif

kontrollere kiyasla anlamli oranda artirdig1 bulunmustur. EPSkc27.’nin hem tek basina hem
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de MMC ve MMS ile muameleleri replikasyon indeksinde anlamli degisiklie neden

olmamustir.

Mikroniikleuslar, asentrik kromozom/kromatid fragmentlerinden veya anafazda geride kalan
ve telofazdaki c¢ekirdeklere dahil olmayan tiim kromozomlardan/kromatidlerden olusan
kiigiik, ekstraniikleer cisimlerdir (Dos Santos ve digerleri, 2013). Mikroniikleus olusumunun
altinda yatan mekanizmalar iyi anlasilmistir. Mikroniikleuslar klastojenik etki nedeniyle
kromozomun kirilmasi ile olusan asentrik fragmentlerden veya andjenik olaylardan
kaynaklanan tam bir kromozomdan olusabilir. Klastojenik ajanlar esas olarak kromozomal
fragment olusumunu indiiklemektedir. Andjenik ajanlar ise mitotik aparata miidahale ederek
mitoz sirasinda kromozomlarin yanlis ayrismasina, dolayistyla kromozom kaybina neden
olmaktadir (Hintzsche ve digerleri, 2017). Kromozomal fragmentleri iceren
mikroniikleusler, dogrudan DNA ¢ift zincir kirilmalarindan, tek zincir kiriklarinin DNA
replikasyonundan sonra ¢ift zincir kiriklarina doéniistiiriilmesinden veya DNA sentezinin
inhibisyonundan kaynaklanabilir. Tim kromozomlar1 iceren mikronukleuslar ise hiicre
dongiisiinii kontrol eden genlerdeki eksiklikler, mitotik ig, kinetokor veya mitotik aparattaki
bozukluklar, kromozomal alt yapilarin hasar gérmesi ve sentromerik DNA'nin
hipometilasyonu nedenleriyle olusabilmektedir (Mateuca ve digerleri, 2006). MN yalnizca
boliinen hiicrelerde genetik hasarlar1 gosterir ve 1000°den fazla iki ¢ekirdekli (biniikleat)
hiicreyi analiz ettigi i¢in biiylik bir istatistiksel giice sahiptir (Araldi ve digerleri, 2015). Bu
testte iki ¢ekirdekli hiicreler elde etmek amaciyla kullanilan Sitokalasin B (cyt-B), aktin
olusumunu inhibe eden, mitotik ig inhibitoriidiir. Niikleer boliinmesini tamamlayan
hiicrelerin sitokenezini bloke ederek yavru hiicrelerin ayrilmasinmi onler ve iki ¢ekirdekli
hiicrelerin olusumuna yol agar (Hovhannisyan, 2010; Velickova ve Milev, 2020).
EPSkcerL’nin tek basina uygulanmasi sonucunda MN frekanslarinda kontrole kiyasla
anlamli degisimler goriilmemistir. Dolayisiyla genotoksik bir etkisi belirlenmemistir.
EPSkco7 + MMC uygulamasinda, en diisiik konsantrasyon (12,5 pg/mL) hari¢ tiim
konsantrasyonlarda istatistiksel anlamda bir azalma gozlenmistir. EPSkco7. + MMS
uygulamasinda ise bu paramatredeki azalmalar tiim konsantrasyonlar i¢in istatistiksel agidan
anlamlidir. Dolayisiyla MN testi sonuglar1 da EPSkcz7’nin antigenotoksik potansiyelini

desteklemektedir.

Niikleer boliinme indeksi (NBI), hiicre proliferasyonunun ve sitotoksisitenin

degerlendirilmesini  saglayan bir diger belirtegtir (Ionescu ve digerleri, 2011).
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Hesaplanmasinda normal sitoplazma ve niikleer morfolojiye sahip, mononiikleer (bdliinme
gecirmeyen), biniikleer (bir kez boliinen) ve pluriniikleer (birden fazla boliinen) hiicrelerin
frekanslar1 degerlendirilir (Mosesso ve digerieri, 2016). EPSkco7, EPSkcore + MMC ve
EPSkcz7L + MMS uygulamalarinin hicbirinde NBI’de istatistiksel agidan anlamli degisimler

gbzlenmemistir.

Comet, tek hiicre diizeyinde DNA hasarin1 saptayan bir jel elektroforez yontemidir. Goriintii
analizi ile her bir ‘kuyruklu yildiz’ ig¢in farkli parametreler hesaplanmaktadir; en sik
kullanilanlar kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu (% kuyruk DNA's1) ve kuyruk
momentidir. Diislik hasar diizeyinde iyi bir alternatif olan kuyruk uzunlugu, comet basi ile
kuyrugunun son goriiniir noktasina kadar olan mesafedir. Kuyruk yogunlugu, kuyruktaki
DNA fragmentlerinin yiizdesidir. Bu parametre genis hasar araligin1 kapsamakla birlikte
kirllma sayistyla dogru orantilidir. Deney kosullarindan etkilenmedigi ve kolay
yorumlanabildigi tercih edilmektedir (Karlsson, 2010; Burlinson, 2012; Ghebretinsae ve
digerleri, 2013). Cometin gelistirilen farkli modifikasyonlar1 eksik eksizyon onarimi ile
iligkili DNA tek zincir kiriklari, DNA ¢ift zincir kiriklari, DNA ¢apraz baglari, alkali kararsiz
bolgeleri, bazlarda/sekerlerdeki hasarlar nedeniyle kendiliginden ve/veya baz eksizyon
onarimi sirasinda ara iirlinler olarak ortaya ¢ikabilen abazik bolgeler ve oksidatif DNA hasar1
gibi farkli DNA hasar1 formlari ile apoptoz ve nekrozu 6lgmek igin dnerilmistir (Gyori ve
digerleri, 2014; Karlsson ve digerleri, 2015; Mosesso ve digerieri, 2016; Mgller ve digerleri,
2020; Cordelli ve digerleri, 2021). Comet testi ile tespit edilen DNA hasar1 sadece
genotoksik etkilerden degil, ayn1 zamanda sitotoksik etkilerden kaynaklanan nekroz ve
apoptoz ile iligkili DNA bozulmasindan da kaynaklanabilir (Suspiro ve Prista, 2011). H20>
hiicrelerde olusan oksidatif hasar kaynagi olup tek ve ¢ift zincir kiriklar1 da dahil pek ¢ok
DNA lezyonuna neden olabilir (Benhusein ve digerleri, 2010). EPSkc271 nin genotoksik ve
H202 mutajeninin neden oldugu DNA hasarma kars1 antigenotoksik etkisi comet testi ile
arastirilmistir. EPSkc270’nin higbir konsantrasyonu kuyruk yogunlugu, kuyruk uzunlugu ve
kuyruk momenti parametrelerinde kontrole gore anlamli farklilik gostermemistir. Ayrica
H20: kaynaklt DNA hasarini, tim parametrelerde pozitif kontrole gore anlamli diizeyde

azalttig1 gorilmiistiir.

Genel olarak farkli mikroskop teknikleri, ¢esitli ajanlarin toksik, sitotoksik, genotoksik ve
mutajenik potansiyellerinin degerlendirilmesine katkida bulunabilir. Taramali elektron

mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM), hiicre ylizeyinin ii¢ boyutlu bir
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goriinimiinii saglar. SEM’de {li¢ boyutlu goriintiiniin olusumu, kaplanmis doku ylizeyine
carpan ve sacilan elektronlarin dedektor ile toplanma prensibine dayalidir (Fontanetti ve
digerleri, 2010). EPSkc27L Ve EPSkco7L + MMC uygulamalart sonucunda SEM’de gbzlenen
lenfosit ve eritrositlerde belirgin fark goriilmemistir. EPSkcoze ve MMC hiicrelerde
degisiklige neden olmamistir. EPSkco7e iki fraksiyonlu bir yapidadir ve SEM analizinde bu
yapilar gozlenmistir. EPSkcz71’nin i¢ yiizeyinin gozenekli ve kompakt mikroyapida, dis
ylizeyinin ise piirlizsliz yapida oldugu gézlenmistir. SEM analizi kullanilarak mikrobiyal
EPS’lerin yapisinin  incelendigi ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir.  Streptococcus
thermophilus CC30’dan elde edilen EPS, kiiresel ve gozenekli yapidayken Lactobacillus
plantarum YW11'den elde edilen EPS gozenekli ve ag benzeri yapidadir. Ayrica yiizeyi
plirtizsiiz ve 1s1ltilidir (Wang ve digerleri, 2015; Kanamarlapudi ve Muddada, 2017). Ayrica
Lactobacillus fermentum CFR2195'ten elde edilen EPS’nin pullu ve kompakt, Leuconostoc
dextranicum NRRL B-1146’dan elde edilen EPS’nin gbzenekli ve ag benzeri yapida,
Bifidobacterium longum subsp. infantis CCUG 52486 ve Bifidobacterium infantis NCIMB
702205 bakterilerinden elde edilen EPS’lerin ise piiriizsiiz filamentler seklinde oldugu
raporlanmistir (Majumder ve Goyal, 2009; Yadav ve digerleri, 2011; Prasanna ve digerleri,
2012). EPS’lerin farkli morfolojisi ve topografyasi, onlarin fizikokimyasal 6zelliklerine,
numune ekstraksiyonuna, hazirlanma ve saflastirma asamalarina bagli olarak degisiklik

gostermektedir (Kanamarlapudi ve Muddada, 2017).

EPSkc27L’nin genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin incelendigi herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Ancak diger prokaryotik ve okaryotik mikrobiyal kaynakli EPS’lerin
genotoksik/antigenotoksik, mutajenik/antimutajenik ve antioksidan  6zelliklerinin

incelendigi caligmalar bulunmaktadir.

Lactobacillus acidophilus 606'dan elde edilen ¢oziiniir polisakkaritlerinin (0,1 mg/mL ve 10
mg/mL) kolon kanseri hiicrelerinin (HT-29, CX-1, WiDr ve DLD-1) ve insan embriyonel
fibroblastlart (hEF) hiicrelerinin biiyiimesi {lizerindeki inhibe edici etkisi MTT testi ile
incelenmistir. Sonugta kanser hiicrelerine karsi yiiksek antikanser aktivite gosterdigi ve
normal hiicrelerin biiylimesini yalnizca %20 oraninda azalttig1 gézlenmistir. Ayrica, DPPH
serbest radikalini yiiksek derecede siiplirme aktivitesi gostererek giiglii antioksidatif aktivite
sergilemistir. Polisakkaritin kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etme yeteneginin

apoptotik proteinlerin modiilasyonu ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Proteomik analizde
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Bcl-2 ile etkilesen protein ve hiicre boliinmesi dongiisii proteinlerinin ekspresyonunu 6nemli

Ol¢iide diizenlendigi de raporlanmistir (Choi ve digerleri, 2006).

Lactobacillus plantarum RJF4 kaynakli EPS, glikoz ve mannoz birimlerinden olusmaktadir.
Bu EPS’nin farkli konsantrasyonlar1 (1, 10, 100 ve 1000 pg/mL) MTT ve Alamar Blue
testleriyle sitotoksik etkileri aragtirllmigtir. MiaPaCa2-pankreas kanseri hiicre hattina 6zgii
ve konsantrasyona bagli bir sekilde antiproliferatif etkide oldugu ve normal hiicre hatlarina
(L6 ve 1.929 fibroblast hiicreleri) toksik etkisi olmadigi raporlanmistir. Yapilan in vitro
antioksidan analizlerinde EPS’nin, toplam antioksidan kapasiteye (%32), DPPH radikali
stiplirme yetenegi (%23,63) ve indirgeme potansiyeline (%50) sahip oldugu gosterilmistir.
Bu nedenle EPS’nin, giicli bir antioksidan olan askorbik asit ile karsilastirilabilir
antioksidan aktiviteye sahip oldugu diisiiniilmistiir. Ayrica, in vitro deneylerle kolesteroli
diisiiriici etki ve a-amilaz enzimini inhibe etme yetenegi sergilediginden antidiyabetik
ozellik gosterdigi de kabul edilmistir. Elde edilen bu veriler, EPS’nin saglik alaninda
kullanilabilecegini gostermektedir (Dilna ve digerleri, 2015). EPSkce7L’nin (0,5 ve 1
mg/mL) DPPH radikalini siipiirme yetenegi (%73,4 ve %79,6), demir iyonu selatlama
yetenegi (%18,6 ve %24,9) ve siiperoksit anyon radikali (O2”) siipiiriicii aktivitesi (%44,8 ve
%61,6) oldugu bilinmektedir. Ayrica 0,5 mg/mL iniilinin antioksidan aktivitesi
bulunmazken, 1 mg/mL iniilinin EPSkc27.’den daha az antioksidan aktivitesi bulunmaktadir.
Bu sonuclar EPSkc27. 'nin ticari olarak siklikla kullanilan iniilinden daha etkin antioksidan

kapasitesinin oldugunu gostermektedir (Celik, 2018).

2011 yilinda gergeklestirilen bir aragtirmada Lactobacillus casei 01 susundan izole edilen
EPS’nin (5, 10, 50 ve 100 pg/mL, 24 saat) insan kolon kanser hiicre hattinda (HT29)
proliferasyon iizerine etkileri ve insan bagirsak epitel hiicre hattinda (intestine 407)
sitotoksik etkisi MTT hiicre canlilif1 testi incelenmistir. Ayrica EPS’nin (10 ve 50 pg/mL)
4-Nitroquinoline 1-oxide (4-NQO; 0,03 pg/mL) sitotoksisitesi ve genotoksisitesi iizerine
etkileri MTT ve comet testleri ile analiz edilmistir. EPS 5-50 pg/mL konsantrasyonlarda
intestine 407 hiicrelerinin canliligina etki gostermezken 100 pg/mL’lik konsantrasyonu
hiicre canliligin1 diistirmiistiir. EPS ayrica HT-29’un proliferasyonunu doza bagl bir sekilde
inhibe edebilmistir. Ayrica EPS’nin kullanilan konsantrasyonlarda 4-NQO’nun neden
oldugu DNA hasarim1 6nemli 6lclide azalttigi ve EPS’nin intestine 407 hiicrelerinde 4-
NQO'nun azalttig1 hiicre sitotoksisitesi lizerine antisitotoksik bir etki gosterdigi saptanmistir.

EPS’nin antisitotoksik etkiyi 4-NQO’nun hasar verdigi bagirsak 407 hiicrelerinde tamir ile
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gosterdigi ve boylece bloke edici ve biyoantisitotoksik etki goOstermis olabilecegi

bildirilmistir (Liu ve digerleri, 2011).

Levan ekzopolisakkariti gidalarda stabilizator, kivam arttirict ve aroma verici olarak
kullanilmaktadir. 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada Natto adl1 bir Japon gidasinda bulunan
Bacillus subtilis tarafindan sentezlenen levanin sitotoksik ve mutajenik etkileri Cin hamster
ovaryum hiicrelerinde (CHO-K1) MTT ve MN testleri ile incelenmistir. Levanin MTT
testinde kullanilan konsantrasyonlarmin (80, 160, 240, 320 ve 400 mg/mL, 24 saat)
sitotoksik etkide olmadigi ve MN igin kullanilan konsantrasyonlarinin da (400 ve 1200
mg/mL, 24 saat) MN sikligin1 anlamli bir sekilde arttirmadigi ve dolayisiyla genotoksik etki
sergilemedigi gézlenmistir. Sonuglara gore bu bilesigin toksikolojik ve mutajenik acilardan
giivenli oldugu ve gida katki maddesi olarak kullanimina ek olarak yeni endiistriyel alanlarda

da kullanilabilecegi belirtilmistir (Dos Santos ve digerleri, 2013).

Lasiodiplodan (LS), Lasiodiplodia theobromae mantar1 tarafindan iiretilen bir f-(1—6)-D-
glukandir. Hipoglisemik, antikoagiilan, antiproliferatif ve antikanser aktivitelerinin oldugu
raporlanan lasiodiplodan ekzopolisakkaritinin (LS) genotoksik ve doksorubisin (DXR)’e
kars1 antigenotoksik etkilerinin incelendigi bir ¢alismada Wistar ratlarma LS (5, 10 ve 20
mg/ kg viicut agirligl, 15 giin) oral olarak ve DXR (15 mg/kg viicut agirlig, 14. giin)
intraperitonal olarak uygulanmistir. Kan hiicreleri ve hepatositlerde comet, periferik kan
hiicreleri ile kemik iligi hiicrelerinde de MN testleri gergeklestirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore LS tek basina DNA hasarma neden olmamustir. LS’nin periferik kan
hiicrelerinde, DXR’in olusturdugu MN frekansini en diisiik konsantrasyonda (5 mg/kg viicut
agirligl) %89 oraninda, en yliksek konsantrasyonda ise (20 mg/kg viicut agirligl) %65
oraninda azaltmakla birlikte kemik iligi hiicrelerinde de DNA hasarin1 yaklasik %80
oraninda azalttig1 goriilmiistiir. Comet testi sonuglarinda da benzer antimutajenik aktiviteler
sergiledigi raporlanmistir. Ayrica DNA hasari ile iliskili genlerin ifadesi PCR ile
incelenmistir. Bunun i¢in 10 mg/ kg viicut agirhig LS, 15 mg/kg viicut agirligit DXR ve 10
mg/ kg viicut agirligi LS + 15 mg/kg viicut agirligt DXR uygulamalart gerceklestirilmistir.
Buradan elde edilen sonuclara gore ise LS tek basina DNA hasari ile ilgili genlerin (Niikleotit
ve baz eksizyon tamiri, yanlis esleme tamiri, ¢ift zincir kirik tamiri, apoptoz ve hiicre
dongiisii) ekspresyonunda degisiklige neden olmazken, DXR’nin neden oldugu gen
ekspresyonu hatalarimi azaltmistir. Ancak, bu etkilerin altinda yatan mekanizmalar tam

olarak anlasilmamistir (Mello ve digerleri, 2017).
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Kurdlanin mutajenitesinin dort ayr1 sistemde incelendigi bir ¢alismada degerlendirilen
konsantrasyonlarinin mutajenik aktivite sergilemedigi raporlanmistir. Ames testi, S9
varliginda ve yoklugunda, Salmonella typhimurium TA 1535, TA 1537, TA 1538, TA 98 ve
TA100 suslarinda gerceklestirilmistir. Kurdlan degerlendirilen konsantrasyonlarin (50, 150,
500, 1500 ve 5000 pg/plate) sadece en yiikseginde (TA1538 hari¢ tiim suslarda ve S9
yoklugunda) hafif mutajenite sergilemistir. Fare lenfoma mutasyon deneyi, S9 varliginda
ve yoklugunda, 312,5; 625; 1250; 2500 ve 5000 pg/ml konsantrasyonlar1 ile
gergeklestirilmis ve mutajenik aktivite gozlenmemistir. Kurdlan (500, 1000 ve 2000 mg/kg)
MN olusumunu indiiklememistir. KA testi de S9 varlig1 ve yoklugunda, 24 ve 48 saatlik
muamele stireleri ile Cin hamster yumurtalik hiicrelerinde degerlendirilmis ve sonucunda
kurdlanini higbir konsantrasyonunun (625, 1250, 2500 ve 5000 pg/ml) kromozomal

anormalligine neden olmadig1 gozlenmistir (Spicer ve digerleri, 1999).

Aureobasidium pullulans kaynakli pullulanin mutajenitesi Ames testi ile Salmonella
typhimurium’un TA100, TA1535, TA98 ve TA1537 suslarinda degerlendirilmistir. S9
varliginda ve yoklugunda 10, 100, 1.000 ve 10.000 pg/plate konsantrasyonlarinda uygulanan

pullulanin mutajenik aktivitesi bulunmamistir (Kimoto ve digerleri, 1997).

Tibbin farkli alanlarinda da kullanilan bakteriyel seliilozun genotoksik ve siklofosfamide
(SF; 2 mg/kg viicut agirligi, intraperitonal) karsi antigenotoksik etkileri MN testi ile
arastirilmustir. Erkek ve disi Isvigre Webster farelerine gavaj ve intraperitonal yol ile verilen
bakteriyel seliiloz (200 mg/kg viicut agirligi, 3 giin), uygulamanin ardindan alinan kemik
iligi hiicrelerinde degerlendirilmistir. Bakteriyel selillozun genotoksik olmadigi ve SF’nin

mutajenitesine karsi antigenotoksik oldugu bulunmustur (Pinto ve digerleri, 2016).

Botryosphaeria rhodina MAMB-05’ten elde edilen botryosphaera ezkopolisakkaritinin
(BOT) sitotoksik, mutajenik, genotoksik ve koruyucu etkileri incelenmistir. Bunun i¢in Cin
hamster akciger fibroblastlar1 (V79) ve rat hepatokarsinom hiicreleri (HTC) kullanilmis ve
bu hiicrelerde MTT, MN ve comet testleri gerceklestirilmistir. MTT testinde BOT un on
farkli konsantrasyonu (7,5; 15, 30, 60, 100, 150, 200, 300, 450, 600 pg/mL)
degerlendirilmistir. BOT, V79 hiicrelerinde (3 saat) sitotoksik bir etki gostermemistir. Ancak
HTC hiicrelerinde (24 saat) 300 ve 450 pg/mL’lik konsantrasyonlarda hiicre
proliferasyonunu uyardigi saptanmistir. MTT testinin sonuglar1 baz alinarak gerceklestirilen

MN ve comet testlerinde ise BOT un ti¢ farkli konsantrasyonu (7,5; 30 ve 100 pg/mL)
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incelenmis ve V79 (3 saat) ve HTC (24 saat) hiicrelerinde genotoksik bir etkisinin
bulunmadig belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada BOT un (7,5; 30 ve 100 pg/mL, 3 saat)
V79 hiicrelerinde doksorubisin (DXR; 0,75 pg/mL, 3 saat) ve hidrojen peroksite (H202; 1,70
ug/mL, 20 dakika) karsi, HTC hiicrelerinde ise benzo[a]piren (B[a]P, 20 ng/mL, 24 saat) ve
hidrojen peroksite (H202; 1,70 pg/mL, 20 dakika) kars1 antimutajenik etkileri MN testi ile
degerlendirilmistir. BOT hem es zamanli hem de ge¢ zamanli uygulanan protokollerde DXR,
H.0, ve B[a]P tarafindan indiiklenen DNA hasarim1 azaltarak koruyuyucu etki ve
antioksidan 6zellik gostermistir. Elde edilen veriler, BOT un terapotik ajan olabilecegini
gostermektedir (Kerche-Silva ve digerleri, 2017). BOT ile gerceklestirilen bir diger
calismada bu EPS’nin mutajenik, genotoksik, antigenotoksik ve antioksidan &zellikleri
degerlendirilmistir. BOT un bes farkli konsantrasyonu (75, 150, 300, 450 ve 600 pg/mL)
Ames testi ile Salmonella typhimurium’un TA98, TA100, TA102, TA97a suslari
kullanilarak S9 varliginda ve yoklugunda degerlendirilmistir. Ayrica bu konsantrasyonlarin
hidrojen peroksit (H202; 100 pg/mL) kaynakli reaktif oksijen ve azot tiirlerinin iiretimini
azaltma kabiliyeti, farkli muamele siireleri (3, 9 ve 24 saat) altinda lenfosit kiiltiirlerinde
CM-H2DCFDA (5-(and-6)-chloromethyl-2’,7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate) probu
kullanilarak arastirilmigtir. BOT un (7,5; 30,0 ve 100,0 pg/mL, 24 saat) normal ve timor
(Jurkat) insan T lenfosit kiiltiirlerinde genotoksik ve metil metansiilfonat (MMS; 10 uM, 4
saat) kaynakli hasara kars1 antigenotoksik etkisi (es ve ge¢ zamanli muamele) comet testi ile
incelenmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gére BOT un degerlendirilen konsantrasyonlari
bakterilerde mutajeniteye, normal ve tiimor lenfositlerinde de genotoksisiteye neden
olmamistir. Normal lenfositlerde MMS kaynaklt DNA hasarina kars1 antigenotoksik etkiyi
sadece ge¢ zamanli muamele uygulamasinda; 30,0 (%72,41) ve 100,0 pg/mL (%91,09)
konsantrasyonlarda gostermistir. Tiimor hiicrelerinde ise bu etkiyi hem es zamanlh (30,0
pg/mL; %60,71 ve 100,0 ug/mL BOT; %63,39) hem de ge¢ zamanl (30,0 ug/mL; %64,52
ve 100,0 pg/mL BOT; %61,29) muamele de gostermistir. MMS’ye kars1 sergiledigi bu
antigenotoksik etkiye karsi H»O: tarafindan {iretilen reaktif oksijen tiirlerini, ii¢ farkl
uygulama siiresinde de azaltamamistir. Aragtirmacilar, BOT un terapdtik bir ajan olarak
kullanilmasinin uygun olabilecegini agiklamislardir (Malini ve digerleri, 2016). BOT un in
vivo klastojenik ve antiklastojenik etkilerinin incelendigi diger bir ¢alismada fare periferal
kan ve kemik iligi kullanilarak MN testi gercgeklestirilmistir. BOT un ii¢ farkli
konsantrasyonu (7,5; 15, 30 mg/kg viicut agirligi, her giin) farelere 15 giin boyunca gavaj
yoluyla verilmistir. Periferal kan ve kemik iliginde MN olusumunu indiiklemediginden

klastojenik veya andjenik aktivitesinin olmadigr bulunmustur. Ayrica BOT EPS’sinin
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siklofosfamide (SF; 50 mg/kg viicut agirlig1) kars1 antiklastojenik etkileri (SF intraperitonal,
eszamanli muamele) incelenmis ve BOT un SP’nin neden oldugu klastojenik etkiyi 6nemli
Olclide azalttign  gozlenmistir. Bu azalma, periferal kanda BOT’un artan
konsantrasyonlarinda (7,5; 15, 30 mg/kg viicut agirligl) sirasiyla %45, %78 ve %82
oranindayken, kemik iliginde %45, %71 ve %78 oranindadir. Mikrobiyal polisakkaritlerin
SP’nin neden oldugu hasar1 6nleyici etkisinin, reaktif hidroksil gruplarini temizlemesinden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Miranda ve digerleri, 2008).

Saccharomyces cerevisiae mayasi tarafindan iretilen (1— 3)(1— 6)-B-D-glukan’in
sitotoksisitesi, genotoksisitesi ve hiicre canlilig1 lizerine etkileri in vitro olarak ¢in hamster
epitel hiicrelerinde (CHO-K1) MTT ve comet testleri ile incelenmistir. MTT testinde
ekzopolisakkaritin uygulanan dozlarindan (6,25; 12,5; 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200
ug/mL; 3 ve 24 saat) sadece en yiiksek dozda (200 pg/mL, 24 saat) mitokondriyal etkinligi
azaltan sitotoksik etki gbzlemlenmistir. Comet testinde ¢alisilan konsantrasyonlarda (12,5;
25, 50, 100 ug/mL) genotoksik etkisinin olmadigi bulunmustur. CM-G ile yapilan hiicre
canlilig1 testinde uygulanan konsantrasyonlari (12,5; 25, 50, 100, 200 pg/mL) kontrolle
karsilastirildiginda canlilik, apoptoz veya nekroz indekslerinde degisiklige neden olmamastir
(Magnani ve digerleri, 2009). Saccharomyces cerevisiae’den elde edilen B—glukanin
mutajenik, antimutajenik, genotoksik ve antigenotoksik aktivitesi farelerde intraperitonal
uygulama sonrasinda alinan periferal kanda comet ve MN testleri ile degerlendirilmistir. B—
glukan (100, 150 ve 200 mg/kg viicut agirlii) alti hafta boyunca haftada {i¢ ardigik giin
uygulanmistir. Siklofosfamid (SP; 50 mg/kg viicut agirlig1) ise uygulanan gruplarda haftada
bir kez verilmistir. Birinci, besinci ve altinci haftada kan ornekleri alinarak testler
gergeklestirilmistir. B—glukanin sadece en yiiksek konsantrasyonunda (200 mg/kg viicut
agirhigl) genotoksik aktivitenin varligi goriilmiistiir. Ayrica SP kaynakli genotoksik hasari
onledigi ancak artan B-glukan dozu ile antigenotoksisite arasinda korelasyon olmadigi
sonucuna ulasilmistir. Antigenotoksik aktivitenin besinci haftada azalmaya basladig1 ve
altinct haftada goriilmedigi sonucuna ulagilmistir. Bu, B-glukanin DNA hasarimi 6nlemedeki
etkinliginin, tedavi uzatildiginda sinirli oldugu ve kemoterapétik ajan olarak kullaniminin

daha iyi agiklanmasi gerektigi seklinde yorumlanmistir (Oliveira ve digerleri, 2013).

Mutajenlerle 6n ve es zamanli muamelede etkili olan antimutajenlerin desmutajen, geg
zamanli muamelede etkili olanlarin ise biyoantimutajen oldugu bilinmektedir (De Flora ve

Ramel, 1988). Saccharomyces cerevisiae mayasindan ekstrakte edilen [-glukanin
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desmutajenik ve/veya biyoantimutajenik etki mekanizmasiin aydinlatilmasi i¢in yapilan
baska bir ¢alismada MN, comet ve hiicre canlilig1 testleri yapilmigtir. Caligmada Cin hamster
yumurtalik hiicre hatlarinin yabanil tipi (CHO-K1) ve DNA onarim mekanizmasi eksik tipi
(CHO-xrs5) kullanilmistir. CHO-K1 hiicre hattinda gergeklestirilen MN, comet ve hiicre
canlilig1 testlerinde B-glukanin dort farkli konsantrasyonu (5, 10, 20 ve 40 pg/mL) tek bagina
ve metil metansiilfonat (MMS; 37,6 ve 4,23 ng/ml) ile birlikte farkli test protokolleri ile
uygulanmistir. B-glukan klastojenik ve genotoksik etki sergilemezken, hiicre canliligl,
apoptoz ve nekroz indekslerinde de degisikliklere neden olmamistir. Ayrica test edilen tiim
test protokollerinde (comet hari¢) kemopreventif etki sergilemistir. MN testinde MMS’nin
neden oldugu DNA hasarini azaltan protokoller sirastyla 6n inkiibasyondan sonra es zamanli
(%42,7-56,4), 6n (%35,0-57,3), basit es zamanl (%19,7-55,6) ve ge¢ zamanli (%17,9-37,6)
seklindedir. Hiicre canlilig1 testinde de 6n inkiibasyondan sonra es zamanli muamele, basit
eszamanli muameleden daha etkilidir. Hiicre canliligi testinde de 6n inkiibasyondan sonra es
zamanli muamele (%63,0-80,6), basit eszamanli muameleden (%61,6-66,5) daha etkilidir.
CHO-xrs5 hiicre hattinda gergeklestirilen MN ve hiicre canliligi testlerinde ise B-glukan (40
pug/mL) hem tek basina hem de MMS (18,8 pg/ml) ile birlikte farkli test protokolleri baz
alinarak uygulanmistir. B-glukan tek basina klastojenik etki géstermezken apoptozda artisa
ve hiicre canlilik indeksinde azalmaya neden olmustur. B-glukan MMS’nin mutajenitesine
kars1 basit es zamanli test protokoliinde kemopreventif etki (%39,7) gosterirken, ge¢ zamanli
test protokoliinde koruyucu etki (%2,96) gostermemistir. Ayrica basit es zamanl ve geg
zamanli muamelelerde apoptoz indeksinde azalmaya bagl hiicre canlilig1 indeksinde artis
gorlilmiistiir. Sonugta On inkiibasyondan sonra es zamanli, 6n ve basit es zamanl
uygulamalarda gozlenen antigenotoksisitenin MMS’nin etkisiz hale getirilmesi, B-glukanin
MMS’ye baglandigint ve MMS’nin kimyasal olarak etkisizlestirmesine yol ac¢tig1 seklinde
yorumlanmistir. Ayrica DNA replikasyonu sirasinda hasar1 6nlemek i¢in de etkili oldugu
distinilmektedir. Ge¢ muamelede gosterilen antigenotoksisite ise, DNA hasarinin
indiiklenmesinden sonra, DNA onarim mekanizmalar1 ile hasarin giderildigi seklinde
yorumlanmustir. Ozetle klastojenik ve antiklastojenik ajanlar arasindaki etkilesimin hiicre
dis1 ortamda baslayabilecegi ve hiicre i¢i ortamda karsilastiktan sonra devam edebilecegini
bildirilmistir. Bu bulgular B-glukanin desmutajen ve biyoantimutajen etki gosterdigini,
ancak desmutajen etkisinin daha fazla oldugunu gostermektedir (Oliveira ve digerleri, 2007).
Calismamizda da mutajenlerle (MMC, MMS ve H202) es zamanli olarak uygulanan

EPSkce7L’nin  antigenotoksik etki sergiledigi goriilmiistiir. Bu nedenle EPSkcz7L’nin
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desmutajenik aktivite sergiledigi, dolayisiyla mutajenlere baglanarak onlar1 etkisiz hale

getirdigi diistiniilmektedir.

Mauro ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada (2013) iniilinin (50 mg/kg viicut agirligi,
oral, 12 hafta) genotoksik ve antigenotoksik etkileri, Isvigre erkek farelerinde comet, MN ve
anormal kript odagi (ACF) testleri ile degerlendirilmistir. DNA hasarini indiiklemek i¢in 1,2
Dimetilhidrazin (DMH; 20 mg/kg viicut agirligi, intraperitonal) kullanilmigtir. Testler, 6n
(12 hafta iniilin + 3. ve 4. hafta DMH), 6n+siirekli (2 hafta iniilin + 3. ve 4. hafta DMH), es
(3. ve 4. hafta iniilin + DMH) ve ge¢ zamanli (3. ve 4. hafta DMH + son DMH’den 24 saat
sonra iniilin) protokolleri ile uygulanmistir. MN testi, son muamelelerin ardindan 24. (T1)
ve 48. (T2) saatte, comet sadece 24. (T1) saatte gerceklestirilmistir. 12. haftadan sonra tiim
gruplarda ACF testi uygulanmistir. MN testi sonucunda iniilinin mutajenik olmadigi ve tim
protokollerde antimutajenik aktivite sergiledigi gézlenmistir. Hasar azalma yiizdeleri T1-geg
zamanli ve T2-es zamanli muamele protokolleri haricindeki tiim protokollerde %100’den
biiytiktiir. T1 ve T2 uygulamalarinda hasar azalma yiizdesi azalmistir. Bu veriler iniilinin
hem desmutajenik (koruma yetenegi) hem de biyo-antimutajenik (DNA onarim enzimlerinin
modiilasyonu yetenegi) aktivite sergiledigini ve bu aktivitelerin zamanla azaldigini
diisiindiirmektedir. Aksine, comet sonucglarinda ise genotoksik oldugu ve antigenotoksik
aktiviteden yoksun oldugu anlasilmistir. Ancak literatiirde bu durumla ilgili tutarli sonuca
ulagilamamistir. Anormal kript odagi (ACF) testinde iniilinin tiim protokollerde
antikarsinojeik aktivitede oldugu go6zlenmistir. Yukaridaki sonuglar, iniilinin hem
desmutajenik hem de biyoantimutajenik mekanizmalar yoluyla kemopreventif etkide

oldugunu ve biyoantimutajenik etkisinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir.

MMC, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretimine yol acarak da oksidatif strese neden
olabilmektedir. Igerdigi kinon yapisinin indirgenmesi, serbest radikal olan yar1 kinon veya
hidrokinon ara triinlerini olusturmaktadir. Yar1 kinon ara {riinii, aerobik kosullar altinda
stiperoksit anyon radikali (O2") tiretimine ve daha sonra hidrojen peroksit (H202) olusumuna
sebep olmaktadir (Wang ve digerleri, 2010; Klaunig ve digerleri, 2011). Metil metanstilfonat
(MMS), etkisini tautomerik degisimlerle gostermektedir. Ayrica oksidatif stres araciligiyla
da DNA hasarini indiikleyebilmektedir (Siddique ve digerleri, 2019). Hidrojen peroksit
(H202), Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari ile tiretilen hidroksil radikali (OH') araciligi
ile DNA hasarina neden olmaktadir. H,O2, gegis metal iyonlari (tipik olarak Fe?") varliginda

(Fenton reaksiyonu) ve siiperoksit anyon radikalinin (O27) varliginda (Haber-Weiss
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reaksiyonu) en gii¢lii radikal olan hidroksil radikaline (OH') doniismektedir (Horvathova ve
digerleri, 1998; Anderson ve digerleri, 2003). Genel olarak, polisakkaritlerin genoprotektif
etkileri antioksidan aktivite (serbest radikal temizleme, demir iyonu selatlama),
ksenobiyotiklerin biyoaktivasyonunda yer alan metabolik enzimlerin inhibisyonu, DNA
onarim siire¢lerinin uyarilmasi ve hiicresel metabolizmanin modiilasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Antioksidan aktivite, en dnemli antigenotoksik mekanizmalardan biridir
(Aprotosoaic ve digerleri, 2019). Antioksidanlar radikal siiptiriicii aktivite ile serbest
radikallerden elektron veya hidrojen alarak etkilerini azaltabilir. Siiperoksit anyonlar1 (O2),
biyolojik makromolekiillerle reaksiyona girebilen ve hasarlara neden olabilen aktif serbest
radikal onciileri olup hidrojen peroksit (H20>), hidroksil radikali (OH) gibi ROT {iretimine
neden olabilir (Pan ve digerleri, 2010; Andrew ve Jayaraman, 2020). DPPH serbest radikali,
eslenmemis elektronu olan bir radikaldir ve kararli hale gelebilmesi i¢in elektron almasi
gerekmektedir. Bu radikalin uzaklastirilmasi, antioksidan etkinin temelini olugturmaktadir.
EPS serbest radikalleri siipiirme aktivitesini, radikallerin kararli forma indirgenmesi igin
elektron verebilen veya serbest radikallerle reaksiyona girebilen fonksiyonel grubunun
varligr ile gerceklestirmektedir (Sharma ve Bhat, 2009; Dilna ve digerleri, 2015).
Antioksidanlar ayrica, demir ve bakir gibi iyonlar1 dogrudan temizlemek yerine onlari
selatlayarak da serbest radikal olusumunu inhibe edebilir (Wang ve digerleri, 2016). Bir¢ok
raporda farkli probiyotiklerden elde edilen EPS’lerin in vitro ve in vivo sartlarda serbest
radikal temizleme ve metal selatlama akviviteleri sergiledigi gosterilmistir. Ancak EPS’ler,
yapt ve fizikokimyasal ozellikler agisindan oldukga cesitlidir. Ayrica EPS iiretimi pH,
sicaklik ve Oz gibi kosullardan etkilenir. Bu nedenler EPS’lerin antioksidan
mekanizmalariin tam olarak agiklamasini zorlastirmaktadir (Feng ve Wang, 2020). Cesitli
caligmalarda da EPS'lerin antikanser, antigenotoksik, antiinflamatuar ve antiiilser gibi
ozellikleri, antioksidan 6zellikleriyle iliskilendirilmistir (Miranda ve digerleri, 2008; Wu ve
digerleri, 2011; Nampoothiri ve digerleri, 2017). Antioksidanlarin MMC, MMS ve H20:
kaynakli genotoksisiteye kars1 etkili olduklar1 da ¢esitli calismalar ile raporlanmistir (Figat
ve digerleri, 2020; Sassi ve digerleri, 2021). Demir selatlama ve serbest radikal siipiiriicii
aktivitelerin 6zellikle Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlarini engelleyerek oksidatif stres
kaynaklt DNA hasarin1 6nlemede 6nemli oldugu bildirilmistir (Finefrock ve digerleri, 2003;
Habtemariam, 2007; Vega-Hernandez ve digerleri, 2017).

Calismada EPSkcz7’nin incelenen konsantrasyonlarinin DNA hasarini indiiklemedigi,

MMC, MMS ve H;02 mutajenlerinin neden olduklart hasarlar1 da anlaml 6l¢iide azalttig
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gozlenmistir. Bu nedenle EPSkcz71’nin antimutajen aktivite sergiledigi sdylenebilir. Bu
aktiviteyi de gii¢lii antioksidan kapasitesi ile saglamis olabilecegi diisiiniilmektedir.
EPSkcz7, antioksidan 6zelligini DPPH radikalini giderme etkisi, demir iyonu (Fe*?)
selatlama aktivitesi ve siiperoksit anyon radikali (O2") siipiiriicii aktivitesi ile gdstermektedir.
1 mg/mL EPSkc27L ve iniilinin antioksidan aktiviteleri karsilastirildiginda benzer DPPH
radikalini giderme ve demir iyonu (Fe*?) selatlama aktivitesi bulunmaktadir. Ayrica
EPSkc270’nin, iniiline kiyasla yaklasik 2 kat daha fazla siiperoksit anyon radikalinini (O2")
stipiiriicii aktivitesi de bulunmaktadir. Antioksidan ¢alismalarinda denenen her ii¢ yontemde
de 0,5 mg/mL iniilinin antioksidan aktivitesinin olmadigr goériilmistiir. 0,5 mg/mL
EPSkco7.’lerin ise antioksidan aktiviteye sahip olmasi avantaj olarak distliniilmektedir

(Celik, 2018).

Antimutajenik bilesikleri tanimlamak ve eylemlerinin molekiiler mekanizmalarini
aydinlatmak i¢in, bu bilesiklerin farkli muamele protokolleri kullanilarak test edilmesi
gerekmektedir (Mauro ve digerleri, 2013). Yaygin olarak kullanilan protokoller 6n muamele,
es zamanl muamele ve ge¢ muameledir. On muamelede maddenin genotoksik hasar1 nleme
yetenedi degerlendirilmektedir. Bu nedenle test edilen madde mutajenden Once
uygulanmaktadir. Es zamanli muamelede, test edilen bilesik ile mutajen ortama ayni1 anda
uygulanmaktadir. Béylece maddenin hiicre disindaki mutajene miidahale etme kapasitesi
degerlendirilmektedir. Ge¢ muamelede ise mutajen kaynakli hasari onarma kapasitesinin
incelenmesi i¢in test maddesi, mutajenden sonra verilmektedir (Di Sotto ve digerleri, 2010).
Mutajenlerle 6n veya es zamanli muamelede etkili olan antimutajenlerin desmutajen, geg
zamanli muamelede etkili olanlarin ise biyoantimutajen oldugu bilinmektedir (De Flora ve
Ramel, 1988; Kaur ve Saini, 2000). Desmutajenler dogrudan mutajenler veya bunlarin
onciilerini inaktive ederken, biyoantimutajenler DNA tamir ve replikasyon mekanizmalarina
etki ederek hasar1 azaltmaktadir. Birgok antimutajen ve antikarsinojen, birden fazla etki
mekanizmasina sahiptir (Ferguson 1994). Desmutajenik etki, genotoksik ajanlarin kimyasal
veya enzimatik inaktivasyonu, promutajenlerin metabolik aktivasyonunun inhibe edilmesi
veya serbest radikallerin temizlenmesi ile karakterize edilmektedir (Kada ve digerleri, 1986;
Wang ve digerleri, 2002; Dias ve digerleri, 2009; Melo ve digerleri, 2016).

Calismamizdan elde edilen sonuglar EPSkc27.’nin genotoksik olmadigi ve MMC, MMS ve
H>O> mutajenlerine karst antigenotoksik oldugunu gostermektedir. EPSkco7 nin

antioksidan aktiviteler sergileyerek, ozellikle Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlarini
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engelleyerek oksidatif stres kaynakli DNA hasarina kars1 etkili bir koruma sagladigi tahmin
edilmektedir. Bu nedenle EPSkcz7i’nin MMC, MMS ve H202 veya onlarin metabolik
iirlinleri ile dogrudan etkilesimleri miimkiin olmakla birlikte bu etkilesimler desmutajenik
aktivite ile saglanmis olabilir. Bununla birlikte EPSkcz7.’nin es zamanli muamelede
antigenotoksik etki sergilemis olmasi da onun desmutajenik aktivitesi hakkindaki

hipotezimizi desteklemektedir.

Cogu EPS’nin hem dogrudan mutajenlere baglanarak onlari inaktive edebilen desmutajenik
aktivite hem de DNA tamir mekanizmalari, apoptoz, hiicre dongiisii genlerine etki edebilen
biyoantimutajenik aktivitede oldugu bilinmektedir. EPS’lerin toksin baglayici olarak hareket
ederek toksinlerin 0karyotik hiicrelerle etkilesimini dnledigi de raporlanmigtir. Ayrica laktik
asit bakterileri ile fermente edilmis siitten izole edilen EPS'nin, cildi UV hasarina kars1
korumak i¢in DNA onarim mekanizmalarini uyardigi da bilinmektedir. Bu nedenle
EPSkco7.’nin - desmutajenik  aktivitenin - yani sira  biyoantimutajenik aktivite de
sergileyebilecegi disiiniilmektedir. Ancak tam olarak hangi mekanizmalar araciligiyla
antigenotoksik etki sergiledigi bilinmemektedir. Bu mekanizmalarin anlasilmasi igin ek

caligmalara ihtiya¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Genotoksik ajanlar ve serbest radikaller, kanser dahil ¢esitli hastaliklarin baslatilmasinda ve
ilerlemesinde rol oynamaktadir. Bu ajanlarin mutajenik ve kanserojenik etkilerine engel
olmak icin yeni biyoaktif bilesiklerin arastirilmasi olduk¢a O6nemlidir. Antimutajenler,
mutajenlerin etkilerini azaltabilir ve/veya Onleyebilir. Harici antioksidan kaynaklarin
uygulanmas1 da oksidatif stresle basa c¢ikmada yardimci olabilir. Mevcut kanitlar,
antioksidan aktivitenin olduk¢a Onemli ve aranan bir 6zellik oldugunu gostermektedir.
Ciinkli antioksidan ozellikteki bilesiklerin, bu mekanizmalarla antimutajenik aktivite
sergiledikleri bilinmektedir. Bu yiizden de antioksidan olan maddelerin antimutajenik
potansiyellerinin arastiritlmasi olduk¢a 6nemlidir. Son yillarda antioksidan aktiviteye sahip,

toksik olmayan dogal antimutajenlerin arayisina yogunlasilmistir.

Son zamanlarda, antioksidan Ozellikler de dahil olmak {izere ¢esitli terapdtik aktiviteleri
nedeniyle mikrobiyal EPS'ler ilgi gormektedir. Prebiyotik, antioksidan, antikanser,
immiinomodiilator, antiviral, antibiyofilm ve kan kolesterol diisiiriicti gibi saglikla iligkili
etkiler g6z oniine alindiginda, mevcut ve yeni mikrobiyal ekzopolisakkaritlerin aragtirilmasi
son derece Onem arz etmektedir. Saglik agisindan etkileri, cesitliligi ve islevleri
distintildiigiinde mikrobiyal EPS’lerin mutasyona bagli hastaliklarin 6nlenmesinde ve
tedavisinde kullanilmasi uygun goriinmektedir. EPS’lerin gida (kivam arttirici, emiilgator,
jellestirici), saglik (ilag tasiyici, as1 iiretimi, protez), tekstil (boya, akilli kumas), tarim (kirli
topragin temizlenmesi, patojenlerin ortadan kaldirilmasi), petrol (yag geri kazanimi) ve
kozmetik (koku tasiyici) endiistrilerinde yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir. Ayrica
modifikasyon yontemleriyle ¢esitli ozelliklerin kazandirilmasi ve uygulama alanlarinin
genisletilmesi de miimkiindiir. Daha ¢evre dostu iiriin ve teknolojiye duyulan istek her gegen
giin artmaktadir. Bdylelikle yenilenebilir kaynaklardan elde edilen biyomolekiillerin
kullanimi da siiphesiz ki gelecekte artacaktir. EPS’lerin, fonksiyonel gida, saglik ve endiistri
alanlarindaki giderek artan kullanimlar1 nedeniyle genotoksik etkilerinin ve potansiyel

antigenotoksisite mekanizmalarinin aragtiritlmasi gerekmektedir.

LAB’lar ve LAB’lardan elde edilen EPS’ler giivenli (GRAS) olarak tanimlanmaktadir. Bir
LAB olan L. salivarius, son yillarda timit verici bir probiyotik tiir olarak dikkat cekmektedir.
Bu c¢alismada L. salivarius bakterisinden izole edilen EPSkco7i’nin genotoksisitesi ve

antigenotoksisitesi ilk kez arastirtlmistir. Genotoksik etkilere neden olmayan bu EPS’nin
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ayn1 zamanda MMC, MMS ve H>0, mutajenleri tarafindan indiiklenen genotoksisiteye karsi
kemopreventif aktivite sergiledigi saptanmistir. Antigenotoksik etkilerini hem desmutajenik
aktivite hem de biyoantimutajenik aktivite ile sergiledigi ve bu etkisini, sahip oldugu giiglii
antioksidan 6zellikler ile sagladigi diisiiniilmektedir. Bu sonucun desteklenmesi igin 6n ve
ge¢ zamanli uygulamalarin da yapilmasi gerekmektedir. Ayrica tam mekanizmasinin

anlagilmasi i¢in in vitro ve in vivo olarak uygulanacak farkl: testlere de ihtiyag vardir.
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