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PROBIYOTIKLERIN KOLON KANSERI HUCRELERI UZERINDEKI
ETKIiSININ IN VIiTRO KO-KULTUR MODELINDE ARASTIRILMASI

Tugba UYSAL KILIC

HITIT UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Ocak 2021

OZET

Hiicrelerin, genetik ve ¢evresel etkiler ile degisime ugramast sonucu kontrolsiiz
cogalmasina genel olarak kanser denilmektedir. Bagirsak kanseri ise kalin bagirsak
(kolon) kanseri ve kolorektal kanser olarak da bilinir. Kanser turleri arasinda,
kolorektal kanserler yaygin gorilen ve mortal seyreden bir kanser tiridiir.
Ulkemizde ve diinyada sik gorilen kolorektal kanserlerdeki artista beslenme
aliskanliginin ciddi boyutlarda etkisi gozlenmektedir. Bu sebeple bilim insanlar
ozellikle kanser riskini azaltan ek gida takviyeleri gelistirmek ve optimum beslenme
dizayninin énemini ortaya koymak i¢in halihazirda ¢aligmaktadir. Bu ¢aligmada iki
farkli probiyotik sus ve onlardan elde edilen postbiyotikler kullanilarak, kolon
kanseri hiicre hatlarina uygulanmistir. Calismada hem kanser hiicrelerinin canliligt
tizerine etkilerine, hem de migrasyon uzerine etkilerine beraber bakilmigtir.
Uygulama sonuglarimiz, probiyotiklerin ve postbiyotiklerin 6nemli o6l¢iide hiicre

canliligina ve migrasyonuna etkisini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: L. plantarum, L. reuteri, postbiyotik, kolorektal kanser.



INVESTIGATION OF THE EFFECT OF PROBIOTICS ON COLON
CANCER CELLS IN VITRO CO-CULTURE MODEL

Tugba UYSAL KILIC

HITIT UNIVERSITY
INSTITUTE OF SCIENCE
Ocak 2021

ABSTRACT

Uncontrolled proliferation of cells as a result of genetic and environmental changes
is often referred to as cancer. Bowel cancer is also known as large intestine (colon)
cancer and colorectal cancer. Among the cancer types, colorectal cancers are
commonly seen and mortally coursed. Nutritional habits have a serious impact on
the increase in colorectal cancers, which are common in our country and in the
world. For this reason, scientists are currently working with the goal to develop
additional food supplements that reduce the risk of cancer and to reveal the
importance of the most optimal nutritional design. In this study, two different
probiotic strains and postbiotics obtained from them, were applied to colon cancer
cell lines. In the study, both the effects on the viability of cancer cells and their
effects on migration were examined together. Our application results showed that

probiotics and postbiotics had a significant effect on cell viability and migration.

Keywords: L. plantarum, L. reuteri, postbiotic, colorectal cancer.
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1 GIRIS

Hcrelerin, genetik ve cevresel etkiler ile degisime ugramasi sonucu kontrolsiz
cogalmasina genel olarak kanser denilmektedir. Bagirsak kanseri ise kalin bagirsak
(kolon) kanseri ve kolorektal kanser olarak da bilinir. Kanser trleri arasinda,
kolorektal kanserler yaygin gorilen ve mortal seyreden bir kanser tlradar. Tim
diinyada en sik gorulen tglincu kanser tirt olan kolorektal kanserler, kanser nedenli
olumlerin ikinci sirasinnda yer almaktadir. Kisaca hem dinyada hem de tlkemizde

gastrointestinal sistemin (GIS) en sik rastlanan kanser tartdur (Siegel, 2011).

Kolorektal kanserler GIS Uzerinde kolonun i¢ tabakasinda adenmatdz polip adi
verilen iyi huylu hicre kimeleri ile baslarlar. Kolon ve rektumun duvari bircok
katmandan olusur. Baslangic mukoza adi verilen bu en i¢ tabakada ortaya cikar ve
ardindan diger tabakalara dogru blyumeye baslar. Dolayisiyla kanserlesmis bu
hlcreler bagirsak duvarinda blylyebilmek veya yakin cevredeki damar ve lenf
bezlerine ya da vicudun uzak bolgelerine tasinabilmek igin i¢ tabakalara yayilim
gosterirler (Sekil 1.1.).

Sekil 1.1. Kanser hiicrelerinin orijinal bélgelerinden viicudun diger bélgelerine yayildigi stireg
(Schroeder,2011).



Kolorektal kanserlerin biyltk bir cogunlugu adenomattz poliplerin kansere
donusmesiyle ortaya ¢cikmaktadir. Olusan timér énce bagirsak mukozasinda yerlesir,
sonrasinda bagirsak ve bagirsak cevresindeki yapilara tutunur ve son asamada diger

organlara dogru yayilim gosterir (Omer Ridvan, 2015).

Ulkemizde ve dinyada sik goriilen kolorektal kanserlerdeki artista beslenme
aliskanhgmin ciddi boyutlarda etkisi gézlenmektedir. Bu sebeple bilim insanlari
ozellikle kanser riskini azaltan ek gida takviyeleri gelistirmek ve optimum beslenme

dizayninin 6nemini ortaya koymak icin halihazirda ¢alismaktadir.

Tdm bu durumlar géz 6ntnde bulunduruldugunda; probiyotikler, patojenik olmayan
yani zararsiz mikroorganizmalar olup konagin sagligi Uzerinde olumlu etkileri
bulunan bakteriler olarak giinimuzde kaginilmaz bir arastirma konusu haline
gelmistir (Fuller, 1986; Lakritz, 2014). Bundan dolayidir ki kanser gelisiminde ve
ilerleme surecinde beslenmenin roli ve ©Onemi oOzellikle GIS kanserlerinde

epidemiyolojik calismalar ile gucli sekilde desteklenmektedir (Willett, 2000).

Sindirim sistemini ve dolayisiyla tim sistemleri etkileyebilen probiyotikler; bagirsak
duvarina tutunarak patojen mikroorganizmalara karsi biyolojik bir baraj insa eden,
bagirsak mikrobiyom balansini  dlzenleyen, bifidobakteriler, enterokoklar,

streptokoklar ve laktobasillerden olusan, canh ve faydali mikroorganizmalardir.

Probiyotik mikroorganizmalarin en onemli etkileri; enteropatojen
mikroorganizmalarin, konakginin  gastrointestinal  sistemine  kolonizasyonunu
engellemek amaciyla kolon epitel yuzeyinde bulunan baglanma bdélgeleri izerinde
yarisa girerek, drettikleri organik asitler aracihgiyla bagirsak pH’sini disirerek
patojen mikroorganizmalarin yasamsal faaliyetlerini durdurmak, ayni zamanda
diasetil, asetaldehit, hidrojen peroksit (H202), karbondioksit (CO2) ve bakteriyosin
gibi bircok antimikrobiyal maddeler vasitasiyla, patojen bakterilerin treme ve
cogalmalarini kontrol altinda tutmak ve mikroflora dengesini saglamak olarak
belirtilmektedir (Trichopoulos, 2005).



Bu etkilerin yanminda bazi probiyotik bakteriler fermantasyon yoluyla bilhassa
propionat ve asetat gibi bazi kisa zincirli yag asitleri (KZYA) uretirler. Bu KZYA’1
apoptoz yolunu kullanarak insan kolon kanser hiicrelerini oldurebilir. Bu yolak
probiyotik bakteri gelisimi sirasinda tretilen ve kiltir siipernatantinda bulunan kisa
zincirli yag asitlerinin reaktif oksijen tirlerinin (ROS) olusumunu ve lipid
peroksidasyonu (LPO) tetiklemesi, sonrasinda ise mitokondriyal transmembran
potansiyelini azaltmasi; buna bagli olarak antiapoptotik Bcl-2 ekspresyonunu
degistirerek kaspaz-3 faaliyetini artirmast ile ger¢eklesmektedir (Jan, 2002). Sasirtict
olarak, bir kisa zincirli yag asidi olan butirat, kolon kanseri hiicrelerini apoptoza
yonlendirirken  saglikli  hiicrelerde bu  durumu  gergeklestirmedigi  yapilan

calismalarda gosterilmistir (Hague, 1997).

Bugiine kadar yapilan caligsmalardan edinilen bilgilere gore; ROS artisi, yaygin
olarak apoptoz siirecinde gozlenmektedir. Dolayisiyla ROS miktarinda gézlenen artig
apoptozun bir gostergesi olarak kabul edilebilir. Bir¢ok anti-kanser ilacin veya dogal
bilesiklerin kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledikleri i¢in ROS diizeyini arttirdigt

bilinmektedir (Jeong, 2016).

Antioksidanlar ise hipoksi, fiziksel ve kimyasal ajanlar, enfeksiyonlar, nutrisyonel
bozukluklar gibi hiicre hasarini artiran siirecleri genellikle onlemektedir (Simon,
2000). Ancak farkli prooksidanlarla etkilenen ROS miktarindaki agir1 artis oksidatif
strese yol agabilmekte ve normal hiicrelerde de apoptoza neden olabilmektedir
(Tartik, 2016). Ayn1 zamanda bu reakstif oksijen tiirleri hiicre zarlarindaki doymamig

yag asitleri ile etkilesime girerek LPO’nu tetikleyebilmektedir (Barrera, 2012).

Literatire gore normal huicrelerde negatif etkilerinin oldugu disiniilen reaktif
oksijen tirleri ve lipit peroksidasyon uriinleri farkli bir agidan bakildiginda kanser
tedavi sirecinde yararlt da olabilirler. ROS 'un ve hiicre zarindaki doymamis yag
asitleri ile etkilesime girmesi sonnucu olusan LPO durtinlerinin kanser ilerlemesini
engellemek ve da kanser hiicresini apoptoza siriklemek igin kullanilabilecegini

gosteren arastirma sonuglari da literatiirde mevcuttur (Omotayo, 2013).



Bu bilgiler, probiotikler ve onlardan elde edilen trtnlerin kanser tedavisinde bio-

terapotik olarak kullanilabilecegi diigiincesini uyandirmaktadir.

Bu caligma ile probiyotiklerin; kanserli hiicrelerde hiicre gogu, hiicreler arast cross-
talk faaliyeti ve anti-proliferatif etkileri agiklanarak probiotiklerin kolon kanseri

acisindan farkli bir paradigmast agikliga kavusturulacaktir.

Literatirde ve klinik uygulamalarda kolon kanseri hastalarinin prognostik olarak
degerlendirilmesi klinik parametrelerle sinirli kalmaktadir. Dolayisiyla hastaligin
seyrine ve tedavi siirecine yol gosteren timor agresifliginin biyobelirtecleri hentiz
kesin olarak tanimlanamamigtir. Bu agidan ko-kiiltiir aragtirmalarinnin in vivo timor
modelini ve cross-talk iligkilerini mikrogevre dizeyinde daha iyi yansittig

gosterilmigtir.

Sonug olarak bu c¢alismadaki amacimiz; Caco-2, HT-29 kolon kanseri hiicre hattini
ve 1929 fare saglikli fibroblast hiicre hattin1 L. plantarum ve L. reuteri suglarinin
hem kendileri hem de buyutildigi besiyerleri ile muamele ederek; ayni zamanda
probiyotik bakteriler ile Caco-2, HT-29 kolon kanseri hiicre hattin1 ve L929 fare
saglikli fibroblast hiicre hattin1 ko-kiiltiire ederek kanser hiicrelerinin 6lim oranini

yiikseltmek ve migrasyon yeteneginin nasil degistigini arastirmak ve analiz etmektir.

2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kanser

Kanser, giinimuzde kiiresel olarak en 6nemli 6lim nedenlerinden biridir. Kanser
teshisi konulmus halihazirda 11 milyondan fazla hasta mevcut olmakla birlikte, bu

oran 2020 yilinda 16 milyona yukselmistir (Siegel, 2017).

Gegmis yiizyila bakildiginda kanser giiniimiize kiyasla yaygin degildi; son 30 yildan
beri, muhtemelen degisen yasam tarzimiz, aligkanliklarimiz ve artan yasam

beklentimiz nedeniyle, goriilme siklig1 endise verici bir sekilde artmistir. Kanser, 20.



yizyillin en korkung hastaliklarindan biridir. 21. yuzyilda surekliligi ve artan
insidanstyla daha da yayilmaktadir. Bu durumun endise vermesinin sebebi, her dort

kigiden birinin émiir boyu kanser riski tagimasidir (Roy, 2016).

Kanser nedir? Basitce; kanser, hiicrelerin anormal biiyimesidir. Kanserler herhangi
bir organ veya viicut yapisindan kaynaklanir ve biyimeyi durdurma yetenegini
yitirmig kugiik hiicrelerden olusur. Bir laboratuvar testi veya radyolojik rutin testler
ile "tesadiifen" veya tamamen farkli bir nedenle de tespit edilebilir. Genel olarak,
kanser tespit edilmeden 6nce 1 cm buyuklige ulagsmali veya 1 milyon hiicreden
olugmalidir (Mackay, 2006). Olusan bu hiicre kiimesi, "kitle", "timor", "nodul",
"yumru" veya "lezyon" olarak adlandirilmaktadir. Bu genel kuralin istisnalar
arasinda kan ve kemik iligi kanserleri (16semi ve lenfomalar) bulunur; bunlar siklikla
bir "kitle" olusturmaz, ancak laboratuar testlerinde agikga tespit edilebilmektedir.
Normal bir hiicrenin kanserli bir hiicreye donigimi, muhtemelen kanserin
olusumunda bu kadar kritik bir olay degildir; daha ziyade, vicudun bagisiklik
hiicrelerinin sayica az oldugu durumda, yeni olusan kanser hiicrelerini tanimlayip
yok edememesidir (Hanahan, 2011). Bagisikliktan kagis da dahil olmak tizere kanser,
asamali olarak biyiimek ve genislemek i¢in farkli stratejilerden yararlanan karmagik
ve dinamik bir durumdur. Kronik stres, yaslilik, onceki kemoterapi kullanimi,
analjezik, antibiyotik ve kortikosteroid gibi ilaglarin kotiye kullanimi gibi
faktorlerden dolayr bagisiklik sistemi baskilanan kisilerde kanser riski katlanarak
artmaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda da bagisiklik sisteminin kanser ile
iligkisindeki 6nemi 6n plana ¢ikmaktadir. Nitekim Hanahan ve Weinberg tarafindan
2011'de guncellenen derleme, kanserin yeni bir ayirt edici 6zelligi olarak "immiin

yikimdan kagis" kavramini igeriyordu (Vesely,2011).

2.2. Kanser Hiicresinin Ozellikleri

Kanserin karmagik yapisinin ortaya konulabilmesi i¢in kanser hiicrelerinin
ozelliklerinin daha iyi anlagilmasi gerekmektedir. Cinkii 120’den fazla tiri vardir.
Bu kanserlere karst etkili tedavilerin gelistirilmesi de ancak kanserin temel

ozelliklerinin tespit edilmesine baglidir.



Kanser arastirmacilart olan Robert Weinberg ve Douglas Hanahan 2000 yilinda
kanserin fizyolojisi ile iligkili 6 6nemli degisikligi siralayan " The Hallmarks of
Cancer" basliklt derlemeyi yayinlamislardir (Fu-Xiang Yu, 2015). Derlemeye gore
kanserlesme strecinde hucrelerde gortlen temel degisiklikler sunlardir (Sekil 2.1.):
Programli hiicre olumiinden (apoptoz) kagma, biiyimeyi inhibe edici sinyallere
bagimsizlik, buyime sinyallerinde kendine yeterlilik, sinirsiz boliinme potansiyeli,

anjiyogenez, invazyon ve metastaz.

Sekil 2.1. Kanserin temel 6zellikleri (Hanahan,2000).

2000 yilinda kanser hiicresinin temel ozelliklerini 6zetleyen Hanahan ve Weinberg,
2011 yilinda ¢ikan en son derlemelerinde bu fonksiyonel o6zellikler listesine
yenilerini de eklediler. Bu yeni 6&zellikler: Hucresel enerji metabolizmalarinin
yeniden diizenlenmesi, immiin yikimdan kagis, genom instabilitesi ve mutasyon,

tumor tetikleyici inflamasyon (Tumor mikrogevresinin desteklenmesi) (Sekil 2.2.).



Emerging Hallmarks »

Deregulating cellular Avoiding immuine
energetlcs destruction
Genome instability Tumor-promoling
and mutation Inflammation

~Enabling Characteristics™

Sekil 2.2. Kanserin temel ¢zellikleri (Hanahan,2011).

2.3. Kolorektal Kanserler

Diinya capinda ortalama yasam standartlarinin iyilestigi, hastaliklarin teshis ve
tedavisini 6nemli olcude iyilestiren yeterli saglik hizmetlerine erisimin arttigi bir
cagda yasiyoruz. Bu gelismelerin, dinyanin c¢ogu bolgesinde ortalama yasam
beklentisi Uzerinde etkili olmustur. Ancak, bu tibbi gelismelerin bir sonucu olarak
bulasici hastaliklardan 6ltim oranlari kiresel olarak iyilesmis olsa da, kansere bagh

6lim orani son 40 yilda neredeyse %40 artmistir (Kuipers, 2013).

Kolorektal kanser 1950'de oldukg¢a nadirdi, ancak bati tlkelerinde baskin bir kanser
haline geldi; simdi ise kansere bagli 6limlerin yaklasik %10 unu olusturuyor. Bu
artmis insidans, bati tlkelerinde niifusun yaslanmasi ve kotu beslenme aliskanliklari,
sigara, dusuk fiziksel aktivite ve obezitenin yayginhg olarak aciklaniyor. Bu

sikliktaki degisiklik sadece sporadik hastalik oranlarinda degil, ayni zamanda bazi



ailesel kanser sendromlarinda da belirgin bir sekilde gozlemlenebilmektedir

(Warthin, 1983; Vasen, 2015).

Kolorektal kanser (KRK), dinyada hem erkeklerde hem de kadinlarda teshis edilen
en yaygin Ugiincii kanserdir (erkeklerde prostat kanseri, kadinlarda meme kanseri ve
akciger kanserinden sonra). Tum kolorektal kanserlerin yaklagik %41 'i proksimal
kolonda meydana gelir; yaklasik %22 'si distal kolon ve %28 'i ise rektumu
icermektedir. Ancak, menge yerinde yasa ve cinsiyete bagli olarak potansiyel
farkliliklar gozlenmektedir (Cheng, 2011). Etkili kanser tarama onlemleri nedeniyle
kolorektal kanser insidanst ve 6liim orani azalmis olsa da, éniimiizdeki 15 yilda %60
Tik bir artis beklenmekte ve 2030 'da 13 milyon insanin kanserden olecegi tahmin
edililmektedir. Cevresel ve genetik faktorler kolon kanserinin patogenezinde biiyiik

rol oynamaktadir (Siegel, 2018).

Bagirsak kanseri, sigmoidoskopi veya kolonoskopi sirasinda kolondan bir 6rnek
alinarak teshis edilebilir. Bunu daha sonra hastaligin yayilip yayilmadigini
belirlemek i¢in tibbi gorintilemeler izler. Tarama, kolorektal kanserden 6limlerin
onlenmesi ve azaltilmasinda oldukga etkilidir. 50-75 yaslarindan baglayarak birkag
yontemden biri ile tarama yapilmast onerilmektedir (Bosman, 2014). Kolonoskopi
sirasinda bulunan kugtk polipler ¢ikarnlabilir, fakat buyik bir polip veya timor
bulunursa, kanserli olup olmadigini kontrol etmek i¢in bir biyopsi yapilabilmektedir.
Aspirin ve diger steroidal olmayan anti-inflamatuar ilaglar riski azaltir. Ancak yan
etkileri nedeniyle genel kullanimlart bu amagla tavsiye edilmemektedir

(Theodoratou, 2017).

Kolorektal kanser icin kullanilan tedaviler, ameliyat, radyasyon tedavisi, kemoterapi
ve hedefe yonelik tedavinin bazi kombinasyonlarini igerebilir. Kolonun duvarina
hapsolmus kanserler ameliyatla tedavi edilebilirken, genis c¢apta yayillan kanser
genellikle tedavi edilemez, tedavi yagam kalitesini ve semptomlan iyilestirmeye
yoneliktir (Bray, 2018). Bireysel hayatta kalma olasiligi, kanserin ne kadar ilerlemis
olduguna, tim kanserin ameliyatla ¢ikarilip ¢ikarilamayacagina ve kisinin genel

sagligina baglidir. Kiresel olarak, kolorektal kanser, tim vakalarin yaklasik %10



'unu olusturan ti¢iinci en yaygin kanser turidiir. Vakalarin %65 'inden fazlasinin
bulundugu gelismis ilkelerde daha yaygindir. Kadinlarda erkeklerden daha az
yaygindir (Horat, 2013).

2.3.1. Epidemiyoloji

Kolorektal kanser insidanst her tilkede farklilik gosterir. Bu insidans degiskenligine
cesitli faktorlerin katkida bulundugu dusinilmektedir. Spesifik olarak, ¢esitli
faktorler arasinda sosyoekonomik statii, disik sosyo-ekonomik durum, kolorektal
kanser gelisme riskinin artmasiyla iligkilendirilmektedir (Bailey, 2015). Erigkin
kolorektal kanserlerin yaklagik %35 'inin kalitsal kolorektal kanser sendromlar ile
iligkili  oldugu dustnilmektedir ve insidanstaki artisgin  nedeni su anda
bilinmemektedir. Etkili tarama onlemleri, erken miidahaleler, daha iyi tedavi
secenekleri nedeniyle, kolorektal kanserden o6lim oran1 1990'dan 2007'ye yaklagik
%35 azalmigtir ve giniimiizde en yiikksek 6lim oranlarindan yaklasik %50 oraninda

azalma tespit edilmistir (Siegel, 2017).

2.3.2. Risk Faktorleri

Kolorektal kanserin gelismesinde yas, genetik ve gevresel faktorler buyik rol
oynamaktadir. Kalitsal kolorektal kanser sendromlarn arasinda Lynch Sendromu
(Kalitsal polipoz olmayan kolorektal kanser), ailevi adenomatdz polipoz (FAP),
MUTYH (mutY DNA glycosylase) ile iliskili polipoz (MAP) bulunur. Lynch
sendromu ve ailevi adenomatoz polipoz, tim kolorektal kanser insidansinin sadece
yaklagik %35 'ini olusturan kalitsal kolorektal kanser sendromunun buyuk
cogunluguna katkida bulunur (Thanikachalam, 2019). Yukandaki kalitsal kolon
kanseri sendromlarinin yoklugunda bile birinci derece akrabalarda ailede kolon
kanseri oykiisii bulunmasi, vakalarin yaklagik %20 'sinde kolorektal kanser gelisme
riskini artirir. Birinci derece akrabalarda kolorektal kanser oykisi ile genel

popiilasyonla karsilagtirildiginda risk iki katin tizerinde artmaktadir.
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Kolorektal kanser ile diger iyi bilinen iligkiler arasinda Afro-Amerikan etnik koken,
erkek cinsiyet, iltihapli bagirsak hastaligt - crohn hastaligindan daha sik ilseratif
kolit, obezite, hareketsiz yasam tarzi, kirmizi et ve islenmis et, tiitin kullanimi, alkol
kullanimi, abdominal radyasyon oykiisi, akromegali, immiinosipresif ilaglarin
kullanildig1 bobrek nakli, diabetes mellitus ve insiilin direnci, androjen yoksunlugu
tedavisi, kolesistektomi, koroner arter hastaligi ve ureterokolik anastomoz olarak

siralanabilmektedir (Finlay, 2018).

KRK insidansinda azalma ile iligskilendirilen koruyucu faktorler arasinda dizenli
fiziksel aktivite, meyve ve sebzeler agisindan zengin diyet, yiksek lifli diyet, folat
acisindan zengin diyet, kalsiyum, stt Griinleri, D vitamini, Vitamin B6, magnezyum
alimi, balik tuketimi, diizenli aspirin kullanimi, steroid olmayan anti-inflamatuar
ilaglar bulunmaktadir. Shivappa ve arkadaslar1 tarafindan yapilan yakin tarihli bir
meta-analizde, besinlerin ‘diyet inflamatuar indeksi (DII)’ kullanilarak belirli
gidalarda KRK insidansinda artmis risk oldugunu gosterilmistir. Yiiksek bir DII
skoru pro-inflamatuar potansiyel ile korelasyon gostererek KRK riskini artirmigtir.
Burada daha diisik bir DII skoru anti-inflamatuar potansiyel ile korelasyon
gostererek KRK riskini azaltmigtir (Shivappa, 2017). Anti-inflamatuar gida
bilesenleri arasinda lif, alkol, tekli doymamis yag asitleri, ¢oklu doymamis yag
asitleri, omega 3, omega 6, niasin, tiamin, riboflavin, B6 vitamini, B12, ¢inko,
magnezyum, selenyum, A vitamini, C vitamini, D vitamini, E vitamini, folik asit,
beta karoten, antosiyanidinler, flavan-3-ols, flavonoller, flavanonlar, flavonlar,
izoflavonlar bulunmaktadir. Birka¢ c¢aligsma ise, alkol tiiketimi ile kolorektal kanser
insidanst arasinda nedensel bir rol oldugunu gostermistir (Fedirko, 2011; Cho, 2004;

Mizoue, 2008).

lleriye doniik yapilan ¢alismalarin meta-analizi, yogun alkol kullanimi (>50 g/giin)
ile kolorektal kanserle iliskili mortalite arasinda orta dizeyde pozitif bir iliski

oldugunu gostermistir (Cai, 2014; Dashti, 2017).

Beslenmenin énemi bir¢gok kanser ¢esidinde gosterildigi tizere kolon kanseri tizerine

de bilhassa etkilidir. Beslenme gastrointestinal sistem ve kolon sagligt tizerine bu



1

kadar etkiliyken Uzerinde durmak istedigimiz asil konu microbiota ve

probiyotiklerdir.

2.4. Gastrointestinal Mikrobiata

Gastrointestinal Mikrobiyota (GM) 3 milyondan fazla gen iceren ve enzimlerin
uretiminde rol alan saglikli yasam veya hastalida neden olabilecek metabolitler
ureten son derece karmasik bir ekosistemdir. Bazi hipotezlere gore; KRK, kronik
inflamatuar ve metabolik hastaliklardaki hizli artisa bakildiginda kentsel yasamin
yakin zamandaki evrimsel sirece etkisi ve bakteri cesitlilijindeki blytk daralmanin
onemli bir roli oldugu 6ne surilmektedir. Antibiyotik kullanimi, diyet degisiklikleri
ve bulasici hastaliklar, konagin mikrobiyotasinda degisikliklere neden olmaktadir.
Sonug olarak, organizma gesitliliginin daralmasi da olasi fonksiyonel eksikliklere ve
metagenomik bilesenlerin kaybina yol agmaktadir (Hand, 2016). Kolonik mikrobiyal
fermentasyondan kaynakli metabolitlerin tiri ve miktari biyik 6lgiide mikrobiyal
kompozisyona, gecis siresine ve substrat varyasyonuna baglidir. Bu fermantasyon
urunlerinden bazilarinin  kolon epiteli (zerinde koruyucu etkileri, ancak bazi
metabolitlerin ise proinflamatuar veya prokarsinojenik etkileri oldugu gorilmustdr.
Mikrobiyota tarafindan Uretilen metabolitler, sagliga yararli veya patojenik olabilir.
Mikrobiyota, merkezi sinir sistemi dahil vicuttaki tim immdn slregleri
etkilemektedir. Bagirsak beyin ekseninin iki yonli oldugu bilinmektedir (Sekil 2.3.)
ve konagin genetik yapisinin yaninda mikrobiyal ekosisteminden de etkilenmektedir.
Bunlar disinda mikrobiyota, oksidatif toksisite yoluyla noérodejenerasyona ve
iltihaplanmaya da neden olabilmektedir (Hamer, 2011).
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Sekil 2.3. Bagirsak mikrobiyomu, bagirsak ve beyin arasindaki ¢ift yonli iletisim
kanallar1. Bagirsak mikrobiyotasi ve bagirsaktaki 6zel hiicreler tarafindan uretilen
endokrin, noérokrin ve iltthaplanma ile ilgili sinyaller, prensipte beyni etkileyebilir.
Buna karsilik beyin, mikrobiyal bilesimi ve islevi endokrin ve sinir mekanizmalar

yoluyla etkileyebilir (Hamer, 2011).

Insan viicudunun gesitli mikrobiyotalar yoluyla kolonilestirilmesi, dengeli ve cesitli
bir ekosistemin yaratilmasi, ¢ok fazla zaman gerektiren ozel bir sirectir.
Gastrointestinal ekosistem dogum anindan itibaren olusmaya baglayan ve yasam
boyunca degisen bir olusumdur. Dogum 6ncesi donemde ise mikrobiyomun
sekillenmeye bagladigina dair gostergeler de mevcuttur (American Cancer Society
Colorectal Cancer Facts & Figures, 2019; Ferlay, 2015). Bunun diginda mikrobiyota
baz1 degistirilebilir (6rnegin diyet, antibiyotikler) ve degistirilemeyen faktorlerden
(vas, cinsiyet) etkilenir. Etkilesimlerinin bu etkileri kolon timorlerini veya irritabl
bagirsak sendromu (IBS) gibi enflamatuar bagirsak hastaliklarint baglatabilir. Bu da,

yaklasik olarak 1000 mikroorganizma tiiriine ait gram basina 10'? (cfu/g) 'den fazla
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mikroorganizma igeren ¢ok cesitli bir ekosistemdir. Bakteriler tarafindan kolona
yaptlan kolonizasyon, metabolik ve enzimatik potansiyeller Gzerinde biyik bir
etkiye sahiptir. Bakteriler, bircok endojen ve eksojen bilesigin metabolizmasina
katilir. Olusan bu bakteriyel aktivite nedeniyle, konakginin fizyolojisini yararli veya
zararh bir sekilde etkileyen bircok bilesik olusur. Gastrointestinal sistemdeki (GIS)

bakteri sayisi ve cinsi Cizelge 2.1.'de 6zetlenmistir (Tarraga, 2015).

Cizelge 2.1. insan GIS’deki mikroorganizma miktari ve tiirleri (Wronkowski, 2018).

(eartraliiNtitul Vhien loplam Kulunik Sayi (lof CH /b L) Mm M lkroarganUns fartert

Streptococcus. Eubacleria.

Capnocytopbagu. Vctllonclla.

Fusobactenum, PurpbyTomonas, Prcvotella.

Neivtcn». Trepociemo. Laciobactcnum.

Oral kavice 10* Eikcoella Lcptotrichia. Pcptostrcptococcus.
Propionibicicnum. Rothia. Scarilovia.

Pamscordovia. Pentostrcptococcus.

Propionibactcnum. Rothia. Scardovia.

Parascardium AUeraaria. iieotnchum

Yutak 10 4-» Sucptovoi tu». Prtvolrlla, Vcillonclla

Hchicobucter ipylon turtenl. Lactobacillus.
Staphy lococcut, Streptococcus.
ClosIndiuro. Capnocvtopbagu.
Mide I(HA Deinococcut, VctUonella, Eachenchia.
Bitidoboctcnum, Prcvotella, Caulobacter.
Actiaobacillua, t'orynphvebacterium.
Rothia. Gemella. Lcpcothia. Gemella
Otukipormak bagirsagi 1G»
Enterococcus, Lactobacillus, Bacteroide*.
Jejunum 10* Hifidobucccrium, (Mostridium.
Enterobacieriaceae, maya
iletim 0T

Kalin bagirsak Emeiococcus, Lactobacillus, Bsctcruidev
Eusobacteriutu. Hitidohucterium

C'lottridiuin. Haicrobactcnaccne.

PelMDCOCCUa. Pe|MIMtrcptiK<ICCIM,

Staphy lococcut. Ruminococcut.

Fuhactcrium. SircpliKoicu». Actiitamiycet

(mikro«ki>hiki tiirler», Fmcfoldiaccul

tiirleri. Finegoldiactu») tir voli), KIcbMCils,

Pri>1eu>. Ptcutkimotia», t'nicrucoccu»

<t«cc*li» tiirler 11, Bocillu»

Gastrointestinal mikrobiotaya dinamik yapisi ile karakterizedir. Bu sisteme dahil
olan probiyotikler, "yeterli miktarlarda alindiginda konakgiya saglik yarari saglayan
canli mikroorganizmalar" olarak tanimlanir (Libudzisz, 2016). Bunlar dogal bagdirsak
mikrobiyotasina ait ¢ogunnlukla laktik asit bakterileridir (LAB); Lactobacillus,
Leuconostoc,  Lactococcus,  Carnobacterium,  Enterococcus,  Pedicoccus,
Streptococcus, Tetragenococcus,  Vagococcus,  Oenococcus,  Weisella ve
Bifidobacterium, ayrica Saccharomyces, Bacillus ve Escherichia (Collado, 2016;
Niederreiter, 2018). Belirli bir tirdeki tim bakterilerin ayni 0Ozelliklere sahip

olmadigl ve organizmada ayni etkiyi gostermeyebilecedi bilinmektedir. Her durum
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susa baglidir ve her sus probiyotik bir sus degildir (Krakowiak, 2015). Belgelenmisg
ozelliklere sahip probiyotik tir / sus ornekleri asagida belirtilmigtir (WHO, FAQ,
2002);

Lactobacillus casei shirota, kolorektal kanser ve mesane kanseri tizerinde inhibe
edici bir etkiye sahiptir. Bagirsak mikrobiyomunun dengesinin korunmasinda olumlu
etkiler gosterir ve ayrica bagirsag rahatsizliklara karsi korur. Immiinomodiilator
etkiye sahiptir ve fagositler yoluyla interlokin-12 (IL-12) tretimini inditkleyerek
konagin bagisiklik savunmasini giiclendirebilir. Kolorektal kanser tedavisine destek
olur, fekal enzimlerin aktivitesini azaltir ve organizmayi gida mutajenlerine karst

korur,

Lactobacillus ~ fermentum NCIMB 5221, hiperinsillinemi, insilin  direnci,
hiperkolesterolemi ve hipertrigliseridemiyi potansiyel olarak modile edebilir.

Antiproliferatif etkiye sahiptir,

Weissella cibaria JW15, dogal oldurict hicrelerin (NK) aktivitesini artirarak

bagisiklik sisteminin islevini giiclendirir,

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii 'nin antiinflamatuar ve antibakteriyel
etkileri vardir. Immiinoglobulin A (IgA) sekresyonunu arttirir ve epitel bariyerinin
butiinligiini  korur. Seyahat edenlerin ishal tedavisinde yardimci oldugu da

bilinmektedir.

Bu ve daha bircok faydalarindan dolaytr probiyotik bakteriler bagirsak

mikrobiyotasinda 6nemli bir basamakta incelenmektedir.

Bakterilerin ana yasam alani bagirsaklardir. Bu nedenle bakterilerin sindirim
sisteminin bu kismina canli haldeyken ulagmasi 6nemlidir. Bu nedenle, sindirim
enzimlerinin etkisine karst bakteriyel direng veya mide suyunun disik asitlik
seviyesi gerekli gorinmektedir  (Fiedurek, 2014). Antibakteriyel ozellikleri

sayesinde probiyotik bakteriler, patojenik bakterilerin biiytimesini ve epitel hiicrelere
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yapigmasini azaltir. Besin maddeleri i¢in diger mikroorganizmalarla rekabet ederler.
Buna dogrudan etkilesim denir. Ayrica, bakteriyosin gibi antimikrobiyal aktivite
bilesiklerinin iretimine bagli olan dolayli bir etki de wvardir. Dolayisiyla
probiyotikler, bagirsak ekosisteminin kalitatif ve kantitatif bilesimini etkileyebilirler

(Fijan, 2014).

2.5. Bagirsak Mikrobiyotasmin Islevleri

Insan yasami boyunca meydana gelen degisikliklerin yaninda sindirim sisteminin
mikrobiyotast da viicutta onemli islevleri yerine getirir. Metabolik fonksiyon,
secilmig B vitaminlerinin tretimi, K vitamini, sindirilmig ve sindirilmemis gida
artiklarinin  fermantasyonu, kisa zincirli yag asitleri (KZYA) seklinde enerji
depolamasindan olusur. Trofik fonksiyon ise, bagisiklik sisteminin homeostazina ve
ayrica bagirsak epitelinin kontroliine dayanir; ve bagirsakta patojenik bakterilerle
yararlt bakteriler arasindaki rekabet ile iligkili koruyucu bir iglev bulunmaktadir

(Jach, 2013; Mojka, 2014).

Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsine ait bakteriler bagirsakta anti-inflamatuar
etki gosterir. Dolayisiyla bu bakterilerin azalmasi, hastalarin sistemik dolagiminda
proinflamatuar sitokinlerin seviyesinin (érnegin; Interlokinler 6 ve 8; timor nekroziz
fakto-a) yukseldigi dustk bir inflamasyon derecesine sebep olabilir (Liong, 2008;
Moraes-Filho, 2015).

2.6. Probiyotikler

Insan viicudu, insan hiicrelerinden on kat daha fazla mikrobiyal hiicre igerir. Bu
mikroorganizmalar agiz boslugu dahil viicudun her yerinde bulunur; cilt, tirogenital,
solunum ve gastrointestinal sistem gibi, fakat gastrointestinal sistem (GI) bunlarin

igerisinde en yogun kolonize organdir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Gastrointestinal sistemin farkli bolimlerinde bulunan mikroorganizmalar

(Coskun, 2006).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO),
2001 yilinda probiyotikleri "yeterli miktarda uygulandiginda konaga saglik yarari

saglayan canli mikroorganizmalar" olarak tanimlamistir (Bubnov, 2018). Bir

mikroorganizmanin probiyotik olarak degerlendirilebilmesi icin; asagida verilen

belirli kosullari saglamasi gerekmektedir. Bazi probiyotik suslar Cizelge 2.2 'de

listelenmistir.

« Oncelikle, endustriyel bir stirecte bile yasiyor olmalidir.
» Raf dmrl boyunca dayanikli olmalidir.
* Tuketimden sonra bagirsakta yasayabilmelidir.

* Ev sahibi kisiye saglik yararlari saglamahdir (Fuller, 1992).
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Cizelge 2.2. Bazi Probiyotik Suslarin Listesi (Holzapfel, 2001).

Lactobacillus specics Bifidobacterium specics

Lb. acidophilus B. adolescentis

Lb. casei B. aninialis

Lb. crispatus B. bifidum

Lb. gallinarum B. brvve

Lb. gasseri B. infantis

Lb.johnsonii B. lactis

Lb. paracasei B. longum

Lb. plantarum

Lb. reuteri

Lb. rhanmosus

Other lactic acid bacteria Non-lactic acid bacteria
Enteroeoccusfaecalis Bacillus cereus var. toyoi
E.faecium Escherichia coli strain nissle
Lactococcus lactis Propionibacterium freudenreichii
Leuconosioc mescnteroides Saccharomyces cerevisiae
Pediococcus acidilactici S. boulardii

Sporolactobacillus inulinus

Streptococcus thermophilus

2.7. Probiyotiklerin Sagliga Yararlari

Her mikroorganizma 'probiyotik' olarak kabul edilemeyeceginden, onlari tanimlamak
icin bazi zorunlu ve belirleyici kriterler vardir. Bu kriterlerden bazilari asagida

verilmistir.e

« insan Uizerinde olumlu bir etki sergilemeli ve herhangi bir patojenik etkiye sahip
olmamalidir;

* Gidalarda dayanikli olmali ve gidanin raf émri boyunca canli kalmalidir,

» Gastrointestinal sistem boyunca dayanabilmeli,

* Bagirsak epitel hiicresine tutunup ve kolonilesebilmelidir,

» Mide ve bagirsakta safra tuzu ve mide asidi gibi sert kosullara direncli olmal,

» Antimikrobiyal maddeler Uretebilmelidir,

* Bazi zorlu teknolojik surecleri hizlandirabilmelidir,
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» Saglik icin olumlu etkileri olup ve bagirsak mikroflorasini diizenleyebilmelidir
(Shewale, 2014).

Probiyotikler, yeterli miktarlarda alindiginda bircok saglik yarari kanitlanmis
mikroorganizmalardir. Bu faydalardan bazilar Cizelge 2.3 'de gosterilmektedir. Pek
cok bilimsel kaynak gidalardaki probiyotik konsantrasyonunun yararli olmasi igin en
az 106 cfu/gr veya cfu/ml olmasi gerektigini belirtmesine ragmen, probiyotiklerin
terapétik etkilerinden yararlanmak igin probiyotiklerin glnlik tiketim seviyesi 108

109 cfu/gr veya cfu/ml olmahdir (Kechagia, 2013).

Probiyotiklerin insan saghg: zerinde cesitli yapici sonuclari vardir ve her gegen giin
yeni arastirmalara yer verilmektedir. Bu saglk yararlarindan bazilari ve insan

viicudundaki ilgili mekanizmalar Cizelge 2.3 'de gdsterilmektedir.

Cizelge 2.3. Probiyotiklerin bazi faydalari ve mekanizmalari (Nagpal, 2012).

Saglik yararlan ilgili mekanizmalar

Antijen miktarini ayarlayarak ve bunun
Alerjik reaksiyonlara karsi etki translokasyonunu inltibe ederek imminolojik yanitlarin
seviyesini kontrol etme
Kontaminasyona ve timdrlere karsi savunmanin
guclendirilmesi ve desteklenmesi- Thl / Th2
Bagisiklik sistemini giclendirir seviyesinin ayarlanmasi, zararli metabolitlerin
azaltilmasi
Peptidaz aktivitesi, antihipcrtansiftripeptidler ve ACE
inhibitorleri gibi gériinen hiicre duvan bilesenleri

Yuksek tansiyonu disuriir o
saglar

Safra tuzu hidrolaz enzimlerinin etkisinde degisiklik,

Kalesterol seviyesini disrar safra asitlerinin dekonjugasyonu ve antioksidatifetki

Mutajen asimilasyonu, imminomodulalor tctiklcyici,
bagirsak mikroflorasi tarafindan kansere neden olan

Anti-kanserojen, anti-timor etki . .
ajan olusumunun engellenmesi

H, pylori‘nin mukoza hiicrelerine yapismasina izin

Hclicobactcr pylori komaminasyonu L < )
vererek blyumesini ve ¢cogalmasini 6nlemek.

Ozellikle Lactobacill aktivitesi sayesinde bagirsak
mikroflorasini diizenleyerek zararli mctaboliticn
azaltma

Sindirim sistemini ve gastrointestinal sistemi
etkileyen cndikasyonlan dizenler

Bir enzimin katalizér akiivitesi icin gerekli vitamin ve
Besin degerini artirir kofaktdr tretimini saglma

Kanserojen ozcnlk gésteren /anirti mctiiboliticnn >
edilmesi, bagisildik sistemini iyilestin™e. kolon
Kolon kanserine karsi yararli etkileri vardir mikroorganizmalarinin zararl enzimatik hareketlerin
ayarlama
Urogenital bélgeye yapismaya yardimei olma,
biyoyuizcy-aktif maddeler gibi inhibitér olusumu,

Urogcnital saglik icin énemlidir patojenik aktiviteyi sinirlama



19

2.8. Bagirsak Epitel Bariyerinin Probiyotiklerle Gui¢lendirilmesi

Bagirsak mukozasinin bitinltgunin bozulmasi ve bariyer disfonksiyonu, alerjenler
icin gecirgenligin artmasina neden olarak, bagdisikhgin stres tepkisine ve
iltihaplanmaya yol agmaktadir (Rao, 2013). Enflamatuar reaksiyon, belirli bir
bélgede ve ona bitisik mukozada baslar. Patojenik bakteri bagirsak epiteline girerse,
epitel bariyerine zarar vererek KRK riskini artirir (Kahouli, 2013). Normal
kosullarda, bagirsagin bariyer islevi bagirsak sistemini toksinlere, patojenlere ve
diger hasarlara karsi koruyabilir. Tam bagirsak mukozal bariyeri, fiziksel,
immunolojik, kimyasal ve biyolojik bariyerleri icermektedir (Liu, 2016).

Epitel hucrelerinin sinyal yollari; tim mikroorganizmalar, bunlarin yapisal
bilesenleri ve onlar tarafindan uUretilen metabolitler tarafindan uyarilir (Madsen,
2012). Hsieh ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada Bifidobacterium cinsine ait bazi
bakteri turlerinin epitel butlnluguni gelistirme ve TNF-a 'nin neden oldugu epitel
bariyerinin bozulmasini 6nleme kabiliyetine sahip oldugunu gosterilmistir (Hsieh,
2015). Diger bazi arastirmacilar, nekrotizan enterokolitin in vitro bir modelinde,
Lactobacillus suslarinin, siki baglantilarin  batunliginid ve bagdirsak bariyerini

glclendirdigini gostermislerdir (Blackwood, 2017).

2.9. Probiyotik Suslar

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak siniflandiriimasi igin belirli kriterleri
tasimasi gerekmektedir. Tim probiyotikler ayni etkiye ve ayni terapotik ozelliklere
sahip degildir. istenilen terapétik etkilere ulasmak icin dogru sus secimi ve miktari
oldukca o©nemlidir. Bu nedenle olasi en iyi probiyotik secimi 6nemlidir.
Probiyotikleri segmenin temel amaci, guvenli ve istenen 6zelliklere sahip olmalari ve
cesitli avantajlar yaratmalaridir. Dahasli, tiketiciye ulasana kadar yeteneklerini
korumalaridir (Nagpal, 2012).
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2.10. Sus secimi

Dogru probiyotik susunun se¢imi, Uriinleri canli probiyotik kiltirlerle formile
etmede ve saglik yararlant saglamada ¢ok onemli bir faktordir (Terpou, 2019).
Probiyotik susu secerken, islemeye dayanikliligi, bagirsaklarda yasayabilirligi,
buyimesi ve insan tGzerindeki terapotik endikasyonlarn buytk énem tagimaktadir. In
vitro ve in vivo aragtirmalar, yukaridaki standartlari saglamak i¢in kullanilabilir ve
ayrica bu aragtirmalar probiyotikleri nitelendirirken sus ve aktivitesi hakkinda da

bilgi verir.

Suslarin tanimlanabilmesi ve karakterizasyonu i¢in fenotipik ve kalitsal yontemlerin
bir karisiminin kullanilmast 6nerilmektedir. Oncelikle hayvanlar iizerinde in vitro
deneyler yapilir. Hayvan deneyleri basarili oldugunda, susu karakterize etmek icin
klintk muayeneler, hasta arastirmalant ve buyik insan aragtirmalan yapilir

(Robinson, 2005).

Gida treticilerinin probiyotik gidalarin tretimi sirasinda dikkate almasi gereken
ozelliklerden bazilart FDA ve WHO tarafindan ortaklasa belirlenmis ve asagida

verilmigtir:

1. Uriinlerdeki tiim suslarin kaydedilmesi ve riin igerigindeki tiim probiyotiklerin
sug derecesinin uygun agiklamast,

2. Kullanilabilirlik siiresinin (raf 6mrii) dogrulugunun garantisinin diiriist ve aldatici
olmadan isaretlemesi,

3. Guvenlik ve kapasitesi i¢in; gerekli olan 6zellikler i¢in her tiriin tasviri,

4. Insan aragtirmalarinda tibbi avantajlarin onaylanmasi (Sanders, 2008).

2.11. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), gram pozitif bakterilerin énemli bir pargasidir ve spor
olusturmayan, aside dayanikli, solunmayan g¢ubuk veya kok mikroorganizmalar

olarak simiflandirilabilirler. Isimleri, karbonhidratlarin fermantasyonundan sonra
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urettikleri laktik asitten gelmektedir (Axelsson, 2004). Lactobacillus ve
Bifidobacterium ticari olarak probiyotik bakteriler olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir ve bunlarin arasinda; Lactobacilli, insan mikrobiyotasinin 6énemli
bir bélumunu temsil etmektedir. Lactobacilli cinsi gidalarda, ozellikle siit Giriinlert,
balik, et ve fermente gida tiriinlerinde yaygin olarak bulunur. Mikroorganizmalar i¢in
olimciil olabilen mide pH 'siyla bas edebilirler. Ince bagirsakta ve insan vajinal
mikrobiyotasinda ¢ok yogun olan bakteriler arasindadirlar. Ayrica, gida
fermantasyonunda 6nemli bir rol oynamalarinin yani sira, antimikrobiyal aktivite,
bagisikligin arttirilmasi, anti-timorojenik aktiviteler gibi bazi énemli tibbi etkilere
sahiptirler ve konak¢t immiinomodulasyonunu indiikleyerek stabilize edebilirler ve
cok ¢esitli gastrointestinal bozukluklarin semptomlarini azaltabilirler. En bol bulunan
laktobasiller, L. casei, L. delbruckeii, L. murinus, L. plantarum, L. rhamnosus ve L.
ruminus ve L. rhamnosus, sindirim sistemi disindaki kogullardan neredeyse hi¢ izole
edilmez ve cilt ve mukozal yiizeyleri kolonize ettikleri igin bagirsakta otokton

mikroorganizmalar olarak kabul edilir (Heeney, 2018).

LAB'eri genellikle giivenli gida sinift mikroorganizmalar olarak kabul edilirler ve
teknolojik olarak endustriyel prosesler i¢in uygundurlar. Bu nedenle dogal olarak
bir¢ok gida i¢in starter kiiltiir olarak kullanilirlar. LAB 'nin ¢ogu, baslangi¢ kultiirleri
olarak kullanilmaktadir. Siit fermantasyonlar i¢in, Lactococcus lactis, Streptococcus
thermophilus, L. delbruekii subsp. bulgaricus ve ayrica baz1 Leuconostoc veya diger
Lactobacillus spp. kullanimaktadir (Russo, 2015). LAB suslari ayrica gida
endistrisinde su amagclarla kullanilmaktadir: un olusumu, muhafazasi ve fermente

urtinlerin Gretimi gibi (Zhang, 2010).

Gunumiizde bircok probiyotik bakteri (¢ig sit, peynir, yogurt ve tereyadt) ozellikle
Lactobacillus and Bifidobacterium hem gidalarda hem de ilag pazarinda
bulunabilmektedir (Oner, 2014). Lactobacillus diger laktik asit bakterilerinden farkli
olarak insanlar i¢in 6nemli bir yerdedir. Baz1 Lactobacillus tirlerinin yaygin olarak
ishal veya kabizligin 6nlenmesi ve tedavisinde, bagirsaktaki mikrobiyotanin denge
durumunun antimikrobiyal kullanilarak iyilestirilmesi, kolesterolin digirilmest,

laktoz intoleranst semptomlarinin azaltilmasi, gida alerjisinin engellenmesi,
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bagisiklik sistemine destek ve asit ve safra tolerans: ile antitiimorijenik kapasiteler

gibi etkileri bilinmektedir (Shehata, 2016).

2.12. Lactobacillus Cinsi

Laktik asit bakterilerinden Lactobacillus cinsi karbonhidrat metabolizmasi ile
karakterizedir. Gram pozitif ve kesinlikle fermentatiftirler, mikro-aerofilik ve kemo-
organotrofik, spor olusturmayan, ¢ubuk ve kokobasil seklinde tanimlanirlar (Stiles,
1997; Felis, 2007). Lactobacillus, glikoliz iglemi sirasinda laktik asit iretmek i¢in

katalizor gorevi gorebilen bir bakteri grubudur.

Bu grup, saglikli vajinada baskin olan bakteridir ve kadin ireme sisteminin
korunmasinda 6nemli rol oynar. Lactobacillus, hucresel ve humoral bagisiklig
etkiler. Bir yandan, bu bakteriler timustan koken almig hucrelerin (T hucreleri)
cogalmasini ve farklilagmasini artirabilir, 6te yandan da, bir bagisiklik duyarlilagtiric
olarak Lactobacillus’lar, kemik iliginden kokenn almig hiicrenin (B hiicreleri)
immunolojik olarak taninmasint ve ¢ogalmasini artirabilirler (Lee, 2010; Yao, 2007).
Lactobacillus ayrica makrofajlar1 uyararak ve kanser hiicrelerinin enerji
metabolizmasini bozarak nitrik oksit (NO) tretir (Sandes, 2017).

Ayrica, diger probiyotiklerle kombinasyon halinde uygulanan Lactobacillus tirleri,
irritabl bagirsak sendromu (IBS) vakalarina fayda saglar, ancak etkinlik derecesi hala
belirsizdir. Probiyotikler, bagirsak mikrobiyotast aligilmadik derecede yuksek
seviyelerde firsat¢i bakteriye maruz kaldiginnda homeostazi dondirerek IBS'yi
tedavi etmeye yardimct olur. Ek olarak, Lactobacillus turleri ilsere neden olan
Helicobacter pylori bakterisinin neden oldugu enfeksiyon vakalarinda probiyotik
olarak da uygulanabilmektedir. Helicobacter pylori kanserle baglantilidir ve
antibiyotik direnci, mevcut antibiyotik bazli eradikasyon tedavilerinin basarisini
engellemektedir. Lactobacillus probiyotikleri, bir adjuvan olarak tedavi ile birlikte
uygulandiginda, etkinligi buyik o6l¢ide artar ve yan etkileri azalabilir (Ruggiero,
2014). Ayrica Lactobacillus, bakteriyel vajinoz (BV) gibi trogenital ve vajinal
enfeksiyonlarin kontroliine yardimer olmak i¢in kullanilirlar. Lactobacillus, laktik

asit ve H2O2'nin (hidrojen peroksit) yani sira belirli bakterilerin patojenik biiyiimesini
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baskilamak i¢in bakteriyosinler uretir. Laktik asit vajinal pH"1 yaklasik 4,5 veya
altina dugirerek diger bakterilerin hayatta kalmasini engeller ve H2O2 normal
bakteriyel mikrobiyotay1r ve normal vajinal pH"' yeniden olusturur. Cocuklarda, 7.
rhamnosus gibi Lactobacillus suslari, bu probiyotik bakteriler tarafindan salgilanan
anti-enflamatuar sitokinlere bagli olarak, dermatit olarak da bilinen atopik egzamanin
azalmast ile iligkilidir. Ayrica olgunlagmig sit ve yogurttaki diger probiyotik
organizmalarla birlikte laktobasil, LgA (+) sayisini artirarak insanlarda bagirsak

mukozasinda bagisiklik gelisimine yardimei olur (Cribby, 2014; Ashraf, 2014).

Literatiirde laktik asit bakterilerinin, ozellikle Lactobacillus'un tedavi amagl
kullanilan tirlerinin karsinogenezin basglamasint veya ilerlemesini birden fazla yolak

ile inhibe ettigini gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir.

Probiyotiklerin, kolorektal kanser mekanizmasini inhibe etmesi, modile bagirsak
mikrobiyotasi, kolon fizikokimyasal kosullarinin iyilestirilmesi, bagirsak epitel
bariyerini  gig¢lendirmek, bakterileri azaltmak =zararli enzimler Uretmek,
kanserojenleri etkisiz hale getirmek, anti-kanserojen metabolitler tretmek ve
bagirsak iltihabini hafifletmek, probiyotiklerin antikanser aktivitesinin altinda yatan
mekanizmalar olmamasina ragmen iyi bilinmektedir. Spesifik bir érnek olarak, .
plantarum “un bagisiklik sistemini modiile ettigi ve kolorektal kanseri inhibe ettigi
azoksimetan ve dekstran sodyum sulfat tarafindan indiiklenen bir CRC modelinde

gosterilmistir (Lee HA, 2015).

2.13. Lactobacillus plantarum

Lactobacillus  plantarum, birgok fermente gida Uriininde ve anaerobik bitki
maddelerinde yaygin olarak bulunan Lactobacillus cinsinin yaygin bir tyesidir. Ayni
zamanda tukurikte de bulunur (ilk izole edildigi yer). L. plantarum Gram pozitif,
basil seklindeki bir bakteridir. L. plantarum hucreleri, tek basina, ¢iftler halinde veya
kisa zincirler halinde meydana gelen, genellikle 0,9-1,2 pm genisliginde ve 3-8 um
uzunlugunda diiz, yuvarlak uglu (Resim 2.5) ¢ubuklardir (E Giraud). L. plantarum,

laktik asit bakterileri arasinda bilinen en buyiik genomlardan birine sahiptir ve ¢ok
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esnek, ¢ok yonli bir tardar. L. plantarum, pH 3,4 ile 8,8 arasinda 12 ° C ila 40 ° C
sicaklik araliginda biyiyebilmektedir. L. plantarum, birgok lactobacillus tiirti gibi,

MRS ortami1 kullanilarak kiilturlenebilir (Giraud,1997).

Resim 2.1. L. plantarum, Dennis Kunkel Mikroskobu / Bilimsel Fotograf
Kiutiphanesi tarafindan 3 Ekim 2018'de yuklenen bir fotograftir.

Laktobasiller, oksijeni soluyabilmeleri, ancak solunum zinciri veya sitokromlari
olmamasi, tiiketilen oksijenin hidrojen peroksit olarak son bulmasi nedeniyle sira
disidir (Matejcekova, 2016). Peroksitin, rakip bakterileri gida kaynagindan diglamak
icin bir silah gorevi gordugu varsayilmaktadir. Hemen hemen tim diger oksijene

toleranslt hiicrelerde bulunan koruyucu enzim siiperoksit dismutaz yerine, bu



25

organizma milimolar miktarlarda mangan polifosfat biriktirir. Manganez ayni
zamanda L. plantarum tarafindan reaktif oksijen seviyelerini disirmek igin
kullanilir. Manganez komplekslerinin hiicreleri oksijen hasarindan korudugu kimya,
demir tarafindan altiist edildiginden, bu hiicreler neredeyse hi¢ demir atomu igermez;
tersine, karsilastirilabilir hacme sahip bir FEscherichia coli hiicresi, bir milyondan
fazla demir atomu igerir. Bu nedenle, L. plantarum, gergek katalazlar gibi bir Hem

kompleksi gerektiren aktif enzimler yaratmak icin kullanilamaz (Brooijmans, 2009).

L. plantarum, bol olmasi, insan kaynakli olmasi ve buyimesi kolay olmasi
nedeniyle, saglik etkileri agisindan birgok kez test edilmistir. Degerinin daha iyi
anlagilabilmesi ic¢in bir¢ok ¢aligma ve uygulamaya ihtiyag duyulmaktadir. L.
plantarum, dnemli antioksidan aktivitelere sahiptir ve ayrica bagirsak gecirgenliginin
korunmasina yardimct olur (Bested, 2013). Bagirsaklarda gaz treten bakterilerin
buyimesini baskilayabilir ve IBS'den muzdarip bazi hastalara fayda saglayabilir.
Mikrop dengesi olusturmaya ve sindirim enzim modellerini stabilize etmeye
yardimci olur. L. plantarum, hipokampal beyinden turetilen norotrofik faktort
artirmak i¢in yapilan deneylerde bulunmustur; bu, L. plantarum 'un depresyon
tedavisinde yararlt bir role sahip olabilecegi anlamina gelmektedir. L. plantarum 'un
insan mide-bagirsak yolunda hayatta kalma yetenegi, onu terapotik bilesikler veya
proteinler i¢in olasi bir in vivo uygulama araci haline getirmistir (Bixquert, 2009;

Bested, 2013).

2.14. Kolorektal Kanser (KRK) Riskini Azaltan Probiyotik Etki Mekanizmalar:

Kolorektal kanser riskinin azaltilabilecegi birka¢ mekanizma bilinmektedir (Sekil
2.5). Bu sire¢ bagirsak mikrobiotasindaki olumlu kalitatif ve kantitatif
degisikliklerin yam1 sira metabolik aktivitede ve bagirsagin  fizikokimyasal

kosullarindaki degisikliklerle iligkilidir (Wasilewska, 2013; Dos Reis, 2017).
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1 Mikroflora bileseninin probiyotiklerle modulasyonu.
2.  Bagirsak epitel  bariyerinin  probiyotiklerle
guclendirilmesi.

3. Kolorektal kansere karsi korumak icin probiyotikler
tarafindan Uretilen anti-kanserojen ve antioksidan
mctabolitlcrin sayisinin artmasi.

4. Kalin bagirsaktaki fiziksel ve kimyasal kosullarin iyi
yonde gelismesi,

5. Kanserojen bilesenlerin baglanmasi ve etkinligini
yitirmesi.Zararli enzim Gretiminin yavaslamasi.

6. Bagirsak icindeki iltihabin azalmasi.

Sekil 2.5. Potansiyel probiyotik etki mekanizmalari ve KRK ile ilgili faktorler
(Sobhani, 2011)

2.15. Mikrobiyota Kompoziyonunun Probiyotiklerle Modulasyonu

Mikrobiyal bilesimin kompozisyonu bagirsakta 6biyoz olmahdir. Fakat bu
kompozisyon bazen KRK gelistirmek icin uygun kosullarin meydana gelmesi
Uzerinde bir etkiye sahip olabilmektedir. Slre¢ bu selikde tersine déndugiinde,
bagirsak mikrobiyotasinin islevleri ve bilesimleri disbiyoz durumuna gegmektedir.
Sonug olarak, KRK riskini artirabilen kronik iltihaplanma meydana gelebilmekte ve
kanserojenik bilesik Gretiminde artis gozlemlenebilmektedir.
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Sobhani ve arkadaglari yaptigi arastirmada saglikli insanlardan ve KRK
hastalarindan alinan digki 6rneklerini karsilagtirmiglar ve hem Bacteroides hem de
Prevotella cinslerinin yogunlugunun KRK ¢aligma grubunda énemli olgiide daha
yiksek oldugunu gostermislerdir (99). Bagirsak ekosisteminde; Lactobacillus’ un
baz1 turleri Bacteroides, Eubacterium, Fusobacterium, Prevotella, Proteobacteria
cinsi bakterilerden daha diisik miktarlarda mevcuttur. Bunlara ek olarak, KRK'l
hastalarda Salmonella ve Clostridium cinsinin birka¢ tirinin daha fazla sayida

mevcut oldugu da bulunmugstur (Kahouli, 2013).

Bacteroides spp. ve Clostridium spp. KRK patogenezinde rol oynayan bakteriler
olarak siniflandirilmaktadir. Buna karsilik, laktik asit bakterilerine (LAB) ait
mikroorganizmalarin onleyici / koruyucu etkilere sahip oldugu gosterilmistir.
Probiyotikler patojenik bakterilerle rekabet ederek miktarlarini azaltir ve LAB

bakterilerinin sayisini arttirirlar (Uccello, 2012).

Bacteroides fragilis, enterotoksijenik toksin (BFT, fragilisin) tretir. Bu toksin de,
KRK riskini artiran bir bilesiktir. Wnt sinyal yolaklari, hiicre farklilagmasi ve hayatta
kalma dahil olmak tizere bu siireglerin diizenlenmesinde énemli bir rol oynar. BFT
toksini, hiicresel proliferasyonu artirmak i¢in beta-katenin ve niikleer transkripsiyon
faktori kappa B'ye (NF-kB) bagli Wnt sinyal yolunu aktive eder. Bu toksin, kanserin

ilerlemesine yol agan iltthaplanma aracilarinin indiksiyonunu etkiler.

Bir diger enfektif grup Fscherichia coli, dort filogenetik gruba (A, B1, B2 ve D)
ayrilir. B2 ve D gruplart genellikle patojeniktir (parenteral ve bagirsak
hastaliklarinda rol oynarlar). Filogenetik grup B2'den bazi suslar, KRK riski
olusturan kronik inflamatuar bagirsak hastaligt (6rnegin, Crohn hastalig) ile
iligkilidir (Bonnet, 2014). Yapilan bir ¢aligma, KRK 'l1 kisilerde kolon zar1 tizerinde
E. coli (filogenetik grup B2'den) tarafindan tretilen siklomodilinlerin sayisini
gostermigtir. £. coli 'nin patojenik susu, birkag toksini, 6rnegin sitotoksik nekrotize
edici ajan (SNF), sitoletal distansiyonlu toksinler (SDT) ve diger gesitli viriilans
faktorlerini sentezleyebilir. Siklomodulin, genotoksik bir toksindir. Hiicre dongiisi

ilerlemesi, hiicre boliinmesi ve apoptozun bir modulatori olabilir (Buc, 2013).
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Bir organizmadaki probiyotikler, antibakteriyel 6zellikleri, epitele yapigma
yetenekleri ve antibakteriyel ozelliklerinin yani sira patojenik bakterilerle rekabet
yoluyla diger mikroorganizmalar etkiler. Patojenleri baglayabilir veya besinler i¢in
onlarla rekabet edebilirler. Probiyotik mikroorganizmalarinin bakteriyosinler,
dekonjuge safra asitleri, reuterin, hidrojen peroksit ve laktik asit gibi antimikrobiyal
maddeler trettigi bulunmustur. Bu maddelerin her biri, probiyotik mikrobiyomlarin
kanserojen ve patojenik mikroplart engelledigi unsurlardan biri olabilir (Gosai,

2011).

2.16. Postbiyotikler Metabolitler

Bilim insanlari, probiyotik bakterilerimizin sagligin dizenlenmesinde ne kadar
onemli oldugunu anlamaya bagladik¢a, mekanizmalarini aramaya basladilar.
Probiyotik bakterilerin kesfinden sonra yapilan c¢aligmalar ile birlikte, ‘insan
biyolojik isleyisinin ¢ogunu nasil ve neden diizenleyebiliyor?” sorusu en ¢ok merak
edilen konu oldu. Probiyotik bakteriler, sasirtici derecede karmagik kiigiik kimyasal
uretim tesisleridir. Metabolik siiregleri, gidalardaki lifleri sindirmelerine ve fermente
etmelerine olanak tanir, bu da "postbiyotik metabolitler" olarak bilinen ¢ok ¢esitli ve

saglig diizenleyen bilegiklerin tretilmesine neden olur (Gosai, 2018).

2.17. Postbiyotiklerin Tanimi, Simiflandirilmasi

Son yillarda, ¢ogu arastirmact su tir terimleri kullanmigtir: "biyojenik", "hiicresiz
sipernatant", "abiyotik", "metabiyotik", "paraprobiyotik", "hayalet probiyotikler",
"psddoprobiyotik" ve probiyotigin cansiz kisimlarini tantmlamak igin "postbiyotik".
Bunlar arasinda literatirde en ¢ok kullanilan terim 'postbiyotik' terimidir (Almada,

2016; Homayouni, 2020).

Postbiyotik’ler inaktive edilmis mikrobiyal hiicreler (6lii hucreler), hiicre
fraksiyonlarnt (peptidoglikan tirevi muropeptidler, teikoik asitler, endo ve ekzo-

polisakkaritler ve hiicre yiizeyi proteinleri) veya canli probiyotikler tarafindan
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uretilen hiicre metabolitleri (Kisa Zincirli Yag Asitleri, enzimler, bakteriyosinler ve

organik asitler) olabilmektedir (Cicenia, 2014).

Daha iyi bilinen postbiyotik metabolitlerden bazilar1 sunlar igerir:

. B vitamini sentezi (biyotin, kobalamin, folatlar, nikotinik asit, pantotenik asit,
piridoksin, riboflavin ve tiamin (Hill, 1997),

o K34 Vitamini

o Kisa zincirli yag asitleri (KZYA'ler): asetik, propiyonik ve butirik asit
(Morrison, 2016),

o Glutatyon: Lactobacillus fermentum ME3 tarafindan sentezlenene (Mikelsaar,
2009),

o Antimikrobiyal peptitler (AMP'ler) (Dobson, 2012),

o Fenilaktik asit (Ohhira, 2004),

o D-amino asitler (Cava, 2011),

o Hidrojen peroksit (Hertzberger, 2014),

o Ugucu organik bilesikler (Bos, 2013)

o Fitoostrojenler: Equol, enterolakton, enterodiol (Frandenfeld, 2014)

o Urolitin A ve tirolitin B (Larrosa, 2006)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirmanin Tipi

Bu tez in vitro alternatif ve tanimlayici bir ¢aligsma olarak gergeklestirilmigtir.

3.1.2. Arastirmanin Orneklemi ve Evreni

Bu arastirma, ticari hiicre hatlarimin kullamldigi, /n Vitro bir calisma olarak

gergeklestirilmistir. Insan ya da hayvan materyali kullamlmamustir.

3.1.3. Arastirmann yiiriitiildiigii laboratuvarlar

Bu ¢alisma Hitit Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dal’nda, Biyoteknoloji Arastirma Laboratuvart ve Hitit Universitesi
Bilimsel Teknik Uygulama ve Arastirma Merkezi laboratuvarlarinda

gerceklestirilmigtir.

3.1.4. Arastirma icin materyallerin temini

Calismamizda kolon kanseri hiicre hatlar1 (HT-29, CaCo-2) ve karsilagtirma amagl
saglikli fibroblast hiicre hatt1 (L929); Probiyotik olarak ise Lactobacillus plantarum
ve Lactobacillus reuteri Hitit Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Anabilim Dali’nda, Biyoteknoloji Arastirma Laboratuvart kiltiir

koleksiyonundan temin edilmistir.

3.1.5. Arastirmanin degiskenleri

Bagimsiz degiskenler; Lactobacillus plantarum’un kendisi ve postbiyotik triinlert;

Lactobacillus reuteri’nin kendisi ve postbiyotik trtnleri; kolon mikrogevresi.
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Bagimli degiskenler; Hucre canliligl, migrasyonu ve timor hiicre davranist.

3.1.6. Arastirmada kullanilan kiiltiir ortamlari ve hazirlanisi

Probiyotik kultirt i¢in ihiya¢ dahilinde besiyeri protokoliine uygun olarak tartilan
MRS Broth (Merck) besiyeri distile su ile hazirlanmigtir. Deney 6ncesi pH’s1 6,8 +
0,02 ayarlanarak steril edilmistir. Hiicre kultirt ortami i¢in Dulbecco's Modified
Eagle Medium (Cegrogen Biotech, GmbH); %10 FBS (Fetal Bovine Serum, Merck),

penisilin/streptomisinn ve L-glutamin ile complete olarak hazirlanmistir.

3.1.7. Arastirmada kullanilan hiicre hatlari, malzeme ve cihazlar

HT-29 (tumorojenik kolon) hiicre hatt

CaCo-2 (tumorojenik kolon) hiicre hatti
L929 (saglikli fare fibroblast) hiicre hatti
Dulbecco's Modified Eagle Medium

Fotal sigir serum

L-glutamin
Penisilin- Streptomisin (10,000U/ml)
Tripsin/EDTA Solusyonu

Fostat tamponlu tuz ¢ozeltisi Dulbecco pH 7.4 (1X)

Tripan mavisi
Steril Dimetil stlfoksit (DMSO)
25c¢m?2 hucre kaltir flask:

75cm2 hiicre kultiir flask:
Filter Tip Universal (1000 ul)
Filter Tip Universal (200 ul)

Filter Tip Universal (20 ul)

Serolojik Pipette (5 ml)

Serolojik Pipette (10 ml)

Serolojik Pipette (25 ml)
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Pasteur pipeti (5 ml)

Polipropilen santrifiyj tipt (15 ml)

Polipropilen santrifiyj tipt (50 ml)

Microcentrifuge tubes (1.5 ml)

Cryogenic Storage Vials (2 ml)

Etanol

Karbondioksit inkébatori

Fosfat Buffer Saline (1X) (PBS)

Izopropil alkol

Gliserol

Elisa Okuyucu

MRS Broth (MERCK)

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus reuteri

Spektrofotometre cihazi

pH Metre

Sml’lik cam deney tupleri

Agar agar

Parafilm

Otoklav

0,45um siringa filtresi

0,22um siringa filtresi

Lam-Lamel

Gram boyama malzemeleri

Isik Mikroskopu

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

Izopropil alkol

DMEM (without phenol red)

96 well plate

12 well plate
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kilturt biyokimyasal, immunolojik, fizyolojik, metabolik ve patojenik bir¢cok
surecin  aydinlatilmasi; gen ekspresyon duzeylerinin belirlenmesi; sinyal
mekanizmalarinin anlagilabilmesi; hiicre 6lumi ve hiicre canliligi gibi olaylarin
aciklanabilmesi i¢in siklikla tercih edilen bir yontemdir. Genel olarak hiicre kiltiir
ortamlart %35 karbondioksit ve %95 oksijen igeren, hiperoksit nemli ve 37°C
sicakliga sahip ortamlardir. Hucreler bu in vitro ortama uyum saglayabildikleri

kosulda canliliklarin1 devam ettirebilirler.

3.2.2.Kanser ve Saghkl Fibroblast Hiicre Kiiltiirii

CaCo-2, HT-29 ve 1929 hiicre hatlar1 deneylerde kullanilmak tzere T-25 flasklara
acilarak ¢ogaltilmistir. Hiicrelerin canliligini devam ettirebilmesi i¢in %10 fetal sigir
serumu (FBS) ve %1 Penisilin/streptomisin ile zenginlestirilmis Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) kullamlmistir. Hicreler genel olarak 37°C’de, %S5

karbondioksit igeren normoksik inkiibator ortaminda ¢ogaltilmistir (Resim-3.1).

Canlilig1 pozitif sekilde devam ettirilen hiicreler deneysel uygulama i¢in istenilen
yogunluga ulastiginda complete besiyeri uzaklastirilip hiicre yiizeyi PBS ile 3 kere
yikanarak; Tripsin-EDTA ile 3-5 dakika karbonndioksit inkubatorinde 37°C’de
enzim aktive edilerek, hiicrelerin birbiriyle olan kaderin baglantilart inhibe
edilmistir. Yeterli siire sonunda enzim aktivitesini durdurmak i¢in complate medium
(FBS igeren besin ortami) eklenmistir. Hiicreler yaklagik 1200 rpm’de 3-5 dakika
arast santrifiy edilmistir. TC20™ Automated Cell Counter cihazi ile Trypan-Blue
boyasi kullanilarak hiicre sayimi yapilarak tim deneyler i¢in uygun hiicre sayist

belirlenmigtir.



34

Resim 3.1. Hicreler 37°C’de, %5 karbondioksit iceren normoksik inkubator

ortaminda cogaltilmistir.

3.2.3. TC20™ Automated Cell Counter cihazi ile hiicre sayimi

Tripsin-EDTA ile kaldirilmis adheren hiicre stispansiyonundan 10 gl alarak Gzerine
10 gl %0.4°10k Trypan-Blue boyasi ilave edilmistir. Trypan-Blue negatif yukli bir
boyadir. Hiicre membrani zarar gérmemis, canli bir hucre ise, boya hucre igine
giremez. Ancak canli olmayan hicreler hiicre membran bitinligi bozuldugundan
boyay! absorbe eder ve mikroskop altinda mavi rengi yansitirlar. Hiicre stspansiyonu
ve boya karisimindan 10 gl alinarak ve TC20™ Automated Cell Counter hiicre
sayim lamina yerlestirilmistir (Resim-3.2). Cihaz lamin sayim alanina gore
mililitredeki total canli ve o6li hicre sayisi ile birlikte canlilik ylzdesini de

vermektedir.
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Resim 3.2. TC20™ Automated Cell Counter hicre sayim lami ile canli ve 61l

hiicrelerin belirlenmesi.

3.24. L.plantarum ve L. reuteri aktifligi ve muhafazasi

Hazirlanan sivi MRS Broth besiyerinin pH:6,8+0,02 olacak sekilde asit-baz dengesi
saglanmis, deneye alinmadan 6nce 121°C’de 15dk steril edilerek 5 mI’lik cam deney
tiplerine aktariimistir. Besiyerine 3 paralel olacak sekilde arsivden alinan
Lactobacillus plantarum ve Lactoacillus reuteriden 100%er pl ekilip, 37°C’de, %5

karbondioksitli ortamda 24 saat inklibasyona birakilmistir.

inkiibasyon sonrasi aktiflestirilen Lactobacillus plantarum ve Lactoacillus reuteri
preparatlari hazirlanarak, gram boyama yontemi ile boyanip mikroskobik olarak
incelenmistir (Resim-3.3). Saf suslar hem stok alinmak Gzere hem de deneye hazir
hale getirilmek Uzere 2. aktiflige alinmistir. 37°C’de, %5 karbondioksitli ortamda 16-
18 saat inkubasyona birakilmistir. Stoga alinmak (zere aktiflestirilmis saf
kilturlerden 400 pl alinarak; otoklavda steril edilmis 600 pl gliserol, 1,5 ml
hacmindeki ependorf tuplerde karistirilarak, kapaklari parafilmli bbir sekilde -

80°C’de muhafaza edilmistir.
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Resim 3.3. A) Lactobacillus plantarum B) Lactobacillus reuteri

3.2.5. L. plantarum ve L. reuteri suslarindan postbiyotiklerin eldesi

Lactobacillus plantarum ve Lactoacillus reuteri suslarinin birinci ve ikinci
aktiflikleri yapildiktan sonra aktif kalturler santrifijlenerek hiicre pelleti
uzaklastirilmistir. Elde edilen postbiyotikler canlilik deneyi igin kullanilacak
konsantrasyonlarda yani %5, %10, %20, %30, %40, %50 oranlarinda 6 farkli
konsantrasyon DMEM besiyeri ile hazirlanmistir. Hazirlanan postbiyotikler canlilik

testi i¢in 0,22 gm siringa filtresinden gegirilerek steril edilmistir.
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3.2.6. Probiyotik ve postbiyotiklerin hiicre hatlarinin canlilig: iizerine etkisi

Bu deney setinde hticre canliligini belirlemek tizere MTT (3-(4,5-Dimetiltiytizol-2-
yD)-2,5-difeniltetrazolium bromid) kullanilmistir.

MTT testi, hicre canliligim degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, MTT nin formazana enzimatik indirgenmesinin mitokondriyal
siksinat dehidrojenaz tarafindan katalize edildigi bilinmektedir. Bu nedenle, MTT
testt mitokondriyal solunuma baglidir ve dolayli olarak bir hiicrenin hticresel enerji
kapasitesini degerlendirmeye olanak saglamaktadir. MTT testi, ¢ok kuyucuklu
plakalarda, tabani kaplanmig hiicre tek tabakalarindan kolaylikla olgtlebilen bir
kolorimetrik reaksiyondur (Chacon, 1997).

MTT testi i¢in; CaCo-2, HT-29 ve 1929 hiicre hatlart bulunduklarn flasktan trypsin-
EDTA yardimu ile kaldirilarak hiicre sayimina alinmistir. Hiicreler %90-99 arasinda
canlilikla elde edilmistir. Lactobacillus plantarum ve Lactoacillus reuteri suglarinin
ve postbiyotiklerinin toksisiteleri TS EN ISO 10993-5 (Tibbi Cihazlarin Biyolojik
Degerlendirilmesi- Bolum 5: Viicut Dis1 Sitotoksisite Deneyleri) standardina uygun

olarak incelenmistir.
Her 6rnek grubu i¢in ti¢ tekrarlt setler kurulmustur. Kontrol olarak hiicreler iizerinde
sitotoksik etkiye sahip %20 DMSO ve canliligi temsil eden hiicre besi ortami

(DMEM) kullanilmistir. Hazirlanan deney gruplan Cizelge -3.1°de gosterilmistir.

Cizelge-3.1. MTT testi i¢in hazirlanan deney gruplari.

Ornekler Hiicre Tipi Inkiibasyon Siiresi
L.plantarum %5 CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat
L.plantarum %10 CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat
L.plantarum %20 CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat
L.plantarum %30 CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat
L.plantarum %40 CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat
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L.plantarum %50 CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat

L.plantarum (postbiyotik) | CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat
%5

L.plantarum (postbiyotik) | CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat
%10

L.plantarum (postbiyotik) | CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat
%20

L.plantarum (postbiyotik) | CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat
%30

L.plantarum (postbiyotik) | CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat
%40

L.plantarum (postbiyotik) | CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat
%50

L.reuteri %5 CaCo-2, HT-29 ve 1929 24 saat

L.reuteri %10 CaCo-2, HT-29 ve 1929 24 saat

L.reuteri %20 CaCo-2, HT-29 ve 1929 24 saat

L.reuteri %30 CaCo-2, HT-29 ve 1929 24 saat

L.reuteri %40 CaCo-2, HT-29 ve 1929 24 saat

L.reuteri %50 CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat

L.reuteri (postbiyotik) %5 | CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat

L.reuteri (postbiyotik) CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat
%10

L.reuteri (postbiyotik) CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat
%20

L.reuteri (postbiyotik) CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat
%30

L.reuteri (postbiyotik) CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat
%40

L.reuteri (postbiyotik) CaCo-2, HT-29 ve L929 24 saat

%50
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Herbir hiicre hattindan sayilan hiicreler her kuyucuga 1x10% /100ul hiicre gelecek
sekilde 96 kuyucuklu plakaya aktarilmistir. Hiicreler ortam adaptasyonu igin 22-26
saat boyunca 37°C’de, %5 karbondioksitli ortamda inkiibe edilmistir. Cizelge-3.1’de
belirtilen deney gruplart da bu inktbasyon sonunda 24 saat boyunca ayni ortam
kosullarinnda uygulanmistir. Kontrol olarak %20 DMSO kullamlmustir. Inkiibasyon
sonunda huicre canliligit MTT analizi ile degerlendirilmistir. Morfolojik degisiklikler

mikroskobik olarak incelenmistir.

Sekil-3.1°de gosterildigi gibi sart renkli bir tetrazol olan MTT, canlt hiicrelerde mor
formazana indirgenir. Coziinmeyen mor formazan tGrintnd renkli bir ¢ozelti halinde
getirmek i¢in ise genellikle dimetil stilfoksit, asitlestirilmis bir etanol ¢ozeltisi veya
seyreltilmis hidroklorik asit iginde bir deterjan, sodyum dodesil siilfat gibi stop
cozeltileri kullanilir (Mosmann, 1983).

Bu aragtirmada TS EN ISO 10993-5 standartlarina uygun olarak MTT fenol kirmizist
olmayan DMEM ortaminnda 1:1 oraninda ¢ozdurilmustir. Stop ¢ozeltisi olarak
izopropil alkol kullanilmistir. Reaksiyon 2 saat inktibe edilmis, inkiibasyon sonunda

570 nm’de absorbans 6l¢imu gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1. Isik absorpsiyonunun derecesi, hiicre i¢inde ve hiicre yiizeyinde biriken
formazan konsantrasyonunun derecesine baglidir. Formazan konsantrasyonu ne
kadar buytkse, mor renk o kadar koyu ve dolayisiyla absorbans da o kadar yiiksek

olur.
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3.2.7. Yara iyilesmesi hticre migrasyon testi

Migrasyon testi; HT-29 ve L929 hiicre hatlari Uzerinde yapilan canlilik testi
sonucuna gore belirlenen konsantrasyonlarda L.plantarum, L.reuteri ve sirasiyla
bunlarin postbiyotikleri 12-kuyucuklu plakalarda yogunlasmis adheren hiicreler

uzerinde bir yara modeli olusturularak gergeklestirilmistir (Resim-3.5-6).

Resim 3.5. Migrasyon testi i¢in 12-kuyucuklu plakalarda yogunlasmis adheren

hilcreler tizerinde bir yara modeli gerceklestirilmistir.

Resim 3.6. Yara modeli sematize hali (BioTek Instruments, Cell Migration Assays

video).
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Her ornek grubu igin tg tekrarli setler kurulmustur. Bu deney grubunda da kontrol
olarak hiicreler tizerinde sitotoksik etkiye sahip %20 DMSO ve canliligr temsil eden
hiicre best ortami kullanilmistir. Hazirlanan deney gruplant  Cizelge-3.2°de

gosterilmigtir.

Cizelge-3.2. Migrasyon testi i¢in hazirlannan deney gruplari.

Ornekler Hiicre Tipi Inkiibasyon ~ Fotograflama

Siiresi stiresi

L.plantarum %30 HT-29 ve L929 24 saat Sirastyla 0,
6,12,24.
saatler

L.plantarum(postbiyotik) HT-29 ve L929 24 saat Sirasiyla 0,
%30 6,12,24.
saatler

L.reuteri %30 HT-29 ve 1.929 24 saat Sirastyla 0,
6,12,24.
saatler

L.reuteri (postbiyotik) ~ HT-29 ve L929 24 saat Sirastyla O,
%30 6,12,24.

saatler
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Kolon Kanseri ve Saghkl Fibroblast Hiicre Hatlarinin Cogaltilmasi

Aragtirmadaki deneylerin gerceklestirilebilmesi i¢in se¢ilen CaCo-2, HT-29 ve 1.929
hiicre hatlarni Hitit Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve
Genetik  Anabilim Dali’'nda, Biyoteknoloji Arastirma Laboratuvart  kultiir
koleksiyonundan temin edildikten sonra, deneylerde ¢alisilmak tizere uygun kiltir

kosullarinda ¢ogaltildilar (Resim-4.1).

Resim 4.1. A) L929 (40X), B) Caco-2 (40X), HT-29 (40X) (ATCC, lgcstandarts).

Hiicreler hergiin innverted mikroskop altinda kontrol edilerek, yaklagsik olarak 2-3
giinde bir besi ortamlan tazelenmistir. Huicre agresifligine gore konflue olma streleri
degismekle beraber, hiicreler birer pasaj atlatildiktan sonra hiicre canliliklart ve
sayilart belirlenerek ¢alismaya alinmiglardir. Hiicre sayimi ve canlilik kontroli

TC20™ Automated Cell Counter cihazi ile gergeklestirilmisgtir.



43

4.2. TC20™ Automated Cell Counter ile Hiicre Sayisi1 ve Canlih@inin Tespiti

Hiicre sayimlart, hiicre sagligi ve proliferasyon oranini izlemek, hiicreleri sonraki
deneylere ve hiicre bazli c¢alismalara hazirlamak amaciyla 6nem tasimaktadir.
Hiicrelerin sayilmast ve canlilik oraninin belirlenmesi, in vitro hiicre kiltiri igin
gerekli bir adimdir. Tutarli hiicre konsantrasyonlari, deneysel tekrarlanabilirlik ve

dogruluk ag¢isindan olduk¢a 6nemlidir.

Resim 4.2. Hicreler Trypan-Blue boyasi ile boyanarak otomatik olarak sayildi ve

canliliklan tespit edildi.

CaCo-2, HT-29 ve 1929 hiicrelerinin pasaj sonrast canliliklar ve hiicre sayilar tespit
edildi. Her hiicre hatt1 i¢in yaklagik %90-99 canlilik elde edildi (Resim-4.2). Hiicre
sayilart deney tiplerine gore ayarlanarak 96-kuyucuklu plaka ve 12-kuyucuklu
plakaya uygun olacak sekilde ayarlandi. Hiicreler 24 saat 37°C’de, %S5
karbondioksitli ortamda inkiibe edilerek ortama tutunmalart ve adaptasyonlari

saglandi.
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4.3. Lactobacillus plantarum ve Lactoacillus reuteri’nin Saflik Kontrolii ve Hiicre

Kiiltiirii icin Hazirlanmas

Besiyerine 3 paralel olacak sekilde arsivden alinan Lactobacillus plantarum ve
Lactoacillus reuteri’den 100°er pl ekilip, 37°C’de, %5 karbondioksitli ortamda 24

saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasi aktiflestirilen Lactobacillus plantarum ve Lactoacillus reuteri
preparatlart hazirlanarak, gram boyama yontemi ile boyanip mikroskobik olarak
incelenmigtir. Saf suslar hem stok alinmak tizere hemde deneye hazir hale getirilmek
uzere 2. aktiflige alinmistir. 37°C’de, %5 karbondioksitli ortamda 16-18 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi tekrar gram boyamalar: yapilarak saf

olduklar gosterilmistir (Resim-4.3-A,B).

Saf elde edilen Lactobacillus plantarum ve Lactoacillus reuteri; spektrofotometre
cihazinda 600 nm dalga boyunda OD degerleri 0,600’e ayarlanarak, belirlenen
konsantrasyonlarda (sirastyla %5, %10, %20, %30, %40, %50) hiicre besin ortami ile

karigtirilirak MTT analizine hazirlanmistir.

Resim 4.3. A) Lactobacillus plantarum (100X) B) Lactobacillus reuteri (100X).
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4.4. MTT Analizi ve Degerlendirilmesi

MTT testi, canli htcre yogunlugunu spektrofotometrik olarak 6lgme manti§ina
dayanan bir testtir. Calismamizda 96 kuyucuklu plakalara belirlenen plan diizeninde
CaCo-2, HT-29 ve L929 hiicre hatlar ekildi. Huicrelerin 24 saat stureyle 37°C’de, %5
karbondioksitli ortamda inkiibe edilerek metabolik fonksiyonlarinin diizenlenmesi ve
ortama adaptasyonlart  beklendi. Inkiibasyon sonunda metabolik olarak
fonksiyonlarin1 diizenleyen huicrelerin besiyeri tamamen uzaklastirilarak, belirlenen
konsantrasyonlarda (sirasiyla %5, %10, %20, %30, %40, %50) hazirlanan
probiyotikler ve postbiyotikler uygunlandi. Uygulama sonrast 24 saatlik ol¢iim igin
aynt kosullarda inkiibasyonlart saglandi. Bu 24 saatlik strenin sonunda, MTT test
kiti (Sigma Aldrich, USA) ile hiicre canliligi ve yogunlugu ya da Lactobacillus
plantarum ve Lactobacillus reuteri’nin hem kendilerinin hemde postbiyotiklerinin,
hiicreler (CaCo-2, HT-29 ve L929) tizerindeki olast etkileri mikroplaka okuyucu ile

570 nm okutularak logaritmik egim ¢izgisi belirlendi.

Elde edilen sonuglara gore;

Lactobacillus plantarum’un artan dozlarda (%5, %10, %20, %30, %40, %50)
hiicreye uygulanmast ile L. plantarum’un 1929 hicrelerinin canliligl tzerine
proliferatif bir etkiye sahip oldugu gorilmustir. Doz artisina bagli olarak hiicre
canlilig sirasiyla % 30,37; 43,66; 57,67, 70,11; 79,56, 85,74 olarak artmistir (Sekil
4.1).

Lactobacillus plantarum’dan elde edilen postbiyotiklerin artan dozlarda (%5, %10,
%20, %30, %40, %50) hiicreye uygulanmasi ile 1.929 hiicrelerinin canliligl tizerine
yine proliferatif bir etkiye sahip oldugu gorilmiistir. Doz artigina bagl olarak hticre
canlilig sirastyla % 35,38; 50,15; 61,99; 74,44, 86,31; 93,65 olarak artmigtir (Sekil
4.2).

Lactobacillus reuteri’nin artan dozlarda (%5, %10, %20, %30, %40, %50) hiicreye

uygulanmast ile L. reuteri’ nin L929 hiicrelerinin canlilig1 tGzerine proliferatif bir
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etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir. Doz artisina bagli olarak hiicre canliligt

sirastyla % 26,56; 40,69; 54,46; 65,91; 74,19, 82,78 olarak artmistir (Sekil 4.3).

Lactobacillus reuteri’ den elde edilen postbiyotiklerin artan dozlarda (%S5, %10, %20,
%30, %40, %50) hiicreye uygulanmast ile 1929 hiicrelerinin canlilig tizerine yine
proliferatif bir etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir. Doz artisina bagli olarak hiicre
canlilig sirastyla % 33,07; 46,86; 59,71; 72,48, 83,62; 89,66 olarak artmigtir (Sekil
4.4).

DMSO %20 oraninda sitotoksik kontrol olarak kullanilirken, kendi besin ortaminda
bulunan hticreler ise pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Karsilagtirmali sonuglar bu

iki kontrol grubu baz alinarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.1: Lactobacillus plantarun’un 24 saat sonunda L929 huicrelerinin canlilig

uzerine etkisi.

Sekil 4.2: Lactobacillus plantarum postbitotiklerinin 24 saat sonunda L929

hiicrelerinin canlilig tizerine etkisi.
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L. reuteri'nin L929 Hicrelerine Etkisi
(24h)
200

% Hiucre Canlilik

5% 10% 20% 30% 40% 50% DMSO KONTROL

= ekil 4.3: Lactobacillus reuteri’nin 24 saat sonunda L929 hicrelerinin canlihg

Uzerine etkisi.

L. reuteri Post-biyotiklerin L929 Hucrelerine Etkisi
(24h)
200

% Hiucre Canlilik

5% 10% 20% 30% 40% 50% DMSO KONTROL

Sekil 4.4: Lactobacillus reuteri postbitotiklerinin 24 saat sonunda L929 hiicrelerinin

canliligi Gzerine etkisi.
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Lactobacillus plantarum’un artan dozlarda (%5, %10, %20, %30, %40, %50)
hiicreye uygulanmasi ile L. plantarum’un HT-29 hiicrelerinin canliligi iizerine
sitotoksik bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Doz artigina bagli olarak hiicre
canlilig sirastyla 38,57; 21,81; 16,32; 13,63; 12,75; 12,01 olarak azalmigtir (Sekil
45).

Lactobacillus plantarum’dan elde edilen postbiyotiklerin artan dozlarda (%5, %10,
%20, %30, %40, %50) hicreye uygulanmasi ile HT-29 hiicrelerinin canliligi tizerine
yine sitotoksik bir etkiye sahip oldugu gorilmistir. Doz artisina bagli olarak hiicre
canlilig sirastyla 74,70; 52,86; 39,07; 23,51; 13,24; 11,04 olarak azalmistir (Sekil
4.6).

Lactobacillus reuteri’nin artan dozlarda (%5, %10, %20, %30, %40, %50) hiicreye
uygulanmasi ile L. reuteri 'nin HT-29 hucrelerinin canliligt tizerine sitotoksik bir
etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir. Doz artisina bagli olarak hiicre canlilig

sirastyla 33,11; 25,72; 17,12; 13,96; 13,19; 12,51 olarak azalmistir (Sekil 4.7).

Lactobacillus reuteri’ den elde edilen postbiyotiklerin artan dozlarda (%5, %10, %20,
%30, %40, %50) hiicreye uygulanmasi ile HT-29 hiicrelerinin canlilig1 tizerine yine
sitotoksik bir etkiye sahip oldugu gozlemlenmigtir. Doz artigina bagli olarak hiicre
canlilig sirasiyla 57,85; 41,10; 30,44; 21,73; 17,52; 12,89 olarak azalmigtir (Sekil
4.8).

DMSO 20% oraninda sitotoksik kontrol olarak kullanilirken, kendi besin ortaminda
bulunan hiicreler ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Karsilagtirmali sonuglar bu

iki kontrol grubu baz alinarak hesaplanmistir.



% Hicre Canlilik
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Sekil 4.5: Lactobacillusplantarum™un 24 saat sonunda HT-29 hicrelerinin canlihgi

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Uizerine etkisi.

L. plantarum Post-biyotiklerin HT-29 Hiicrelerine Etkisi
(24h)

Sekil 4.6: Lactobacillusplantarum postbitotiklerinin 24 saat sonunda HT-29

hiicrelerinin canlihigi Uzerine etkisi.



% Hiucre Canlilik

Sekil 4.7: Lactobacillus reuteri’nin 24 saat sonunda HT- 29 hucrelerinin canlihg

Uzerine etkisi.

L. reuteri Post-biyotiklerin HT-29 Hucrelerine Etkisi
(24)
1000

Sekil 4.8: Lactobacillus reuteri postbitotiklerinin 24 saat sonunda HT-29

hiicrelerinin canlihgr Uzerine etkisi.
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Lactobacillus plantarum’un artan dozlarda (%5, %10, %20, %30, %40, %50)
hiicreye uygulanmasi ile L. plantarum’un Caco-2 hiicrelerinin canliligl tzerine
sitotoksik bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Doz artigina bagli olarak hiicre
canlilig sirasiyla 63,29; 54,42; 30,14; 21,57; 16,02; 12,03 olarak azalmistir (Sekil
4.9).

Lactobacillus plantarum’dan elde edilen postbiyotiklerin artan dozlarda (%5, %10,
%20, %30, %40, %50) hiicreye uygulanmasi ile Caco-2 hiicrelerinin canliligi tizerine
yine sitotoksik bir etkiye sahip oldugu goralmustir. Doz artigina bagli olarak hiicre
canlilig sirasiyla 77,04; 61,79, 43,07; 28,30; 19,59; 13,220larak azalmigtir (Sekil
4.10).

Lactobacillus reuteri’nin artan dozlarda (%5, %10, %20, %30, %40, %50) hiicreye
uygulanmasi ile L. reuteri’nin Caco-2 hucrelerinin canliligl tizerine sitotoksik bir
etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir. Doz artisina bagli olarak hiicre canlilig

sirastyla 60,44; 50,34; 28,09; 19,22; 14,85; 11,820larak azalmigtir (Sekil 4.11).

Lactobacillus reuteri’ den elde edilen postbiyotiklerin artan dozlarda (%5, %10, %20,
%30, %40, %50) hicreye uygulanmasi ile Caco-2 hiicrelerinin canliligr Gizerine yine
sitotoksik bir etkiye sahip oldugu gozlemlenmigtir. Doz artisina bagli olarak hiicre
canlilig1 sirastyla 73,44; 60,06; 41,61; 22,50; 15,02; 12,87olarak azalmigtir (Sekil
4.12).

DMSO %20 oraninda sitotoksik kontrol olarak kullanilirken, kendi besin ortaminda
bulunan hticreler ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Karsilagtirmali sonuglar bu

iki kontrol grubu baz alinarak hesaplanmistir.



L. plantarum'un CaCo-2 Hdcrelerine EtKisi

(24h) -

% Hucrc Canl,hk

5% 10% 20% 30% 40% 50% DMSO KONTROL

4 il 4.9: Lactobacillusplantarum’un 24 saat sonunda CaCo-2 hucrelerinin

canlihgi Gzerine etkisi.

L. plantarum Post-biyotiklerin CaCo-2 Hiicrelerine Etkisi

(24h) -

% Hicre Canlilik

5% 10% 20% 30% 40% 50% DMSO KONTROL

Sekil 4.10: Lactobacillusplantarum postbitotiklerinin 24 saat sonunda Caco-2

hiicrelerinin canlihg! Uzerine etkisi.
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L. reuteri'nin CaCo-2 Hucrelerine Etkisi

(24n)

100,00

Sekil 4.11: Lactobacillus reuterihin 24 saat sonunda CaCo-2 hiicrelerinin

90
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70
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50
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10

canhih@i Gzerine etkisi.

L. reuteri Post-biyotiklerin CaCo-2 Hiucrelerine Etkisi
(24h)

100

Sekil 4.12: Lactobacillus reuteri postbitotiklerinin 24 saat sonunda CaCo-2

hicrelerinin canliligi Gzerine etkisi.
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Elde edilen verilere gore L1929 hicrelerinin Lactobacillus plantarum ve
Lactobacillus reuteri’nin hem kendileri hem de postbiyotikleri tarafindan
proliferasyonlarinin tetiklendigi, ancak HT-29 ve Caco-2 hiicrelerinin ¢ogalmalarinin
ihibe oldugu hatta hiicre canlihgindaki 6nemli dustsle sitotoksik etkili olduklari
saptanmistir. Bu sonuglar her hiicre hattt igin; kendi igerisinde beraber
degerlendirildiginde L929 icin en etkili etken maddenin Lactobacillus plantarum’dan
elde edilen postbiyotikler oldugu gorulmektedir (Sekil 4.13,14,15,16).

Probiyotiklerin ve potfbiyetiklerin 1.929*un canliligi U/erine etkbi <24h>
I«

3% 10% 20% 30% 40% 30% DMSO KONTTUM

L plantanim L pkaiinin (Midyelik I. rtuirrt 1. nam pMdtihalik

Sekil 4.13: Probiyotik ve postbitotiklerin 24 saat sonunda L929 hiicrelerinin canlihg

uzerine etkisinin birlikte gosterimi.
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Probiyotiklerin ve postbiyotiklerin HT-29'nin canliligi Gizerine etkisi 424b)

Ns(p @)

30

9* IOH 20% J®*i 40% sSOs DMSO KONTROL

I. plutanin I. pAintaram pnatiKorlk I- rmtrrt U rcilrrt poslbhotlk

Sekil 4.14: Probiyotik ve postbitotiklerin 24 saat sonunda HT-29 hcrelerinin
canlihg Gzerine etkisinin birlikte gosterimi.

Tum grafiklere bakildiginda (Sekil 4.16,17,18) hem hucre canliiginda hem de hiicre
oliminde en etkili parametre Lactobacillus plantarum'dan elde edilen postbiyotikler
olarak saptanmistir. Bu parametre L929 hiicrelerinde proliferasyonu tetikleyen en

etkili parametre iken HT-29 ve CaCo-2 hucrelerinde hiicre 6liminden sorumlu en

etkili parametre olarak saptanmistir.



Sekil 4.15: Probiyotik ve postbitotiklerin 24 saat sonunda CaCo-2 hicrelerinin

canliligi tzerine etkisinin birlikte gosterimi.

. IH - w o KONTROI

Sekil 4.16: Probiyotik ve postbitotiklerin L929, HT-29 ve CaCo-2 hiicrelerinin

canlihgr Gzerine etkisinin birlikte gosterimi.
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4.5. Yara iyilesmesi hiicre migrasyon analizi

Hiicre canliligini belirlemek i¢in yapilan MTT testi sonuglarina gore Lactobacillus
plantarun’dan elde edilen postbiyotiklerin logaritmik egim ¢izgisinden elde edilen
yari-maksimum inhibisyon konsantrasyonu (IC50) degerleri yara iyilegsmesi hiicre

migrasyon testi i¢in kullanilmigtir.

MTT verileri dogrultusunda HT-29 i¢in logaritmik egim ¢izgisinden yari-maksimum
inhibisyon konsantrasyonu (IC50) degert 17,92; L1929 i¢in logaritmik egim
cizgisinden yari-maksimum etkin konsantrasyonu (EC50) degeri 226,9 olarak
belirlenmistir. Belirlenen bu konsantrasyonlar hiicre migrasyon testinde kullanilmak

tizere hesaplanmistir.

Migrasyon testi i¢in bir kanserli hiicre hattt HT-29 ve bir de normal saglikli fare
fibroblast hiicre hatt1 olan L929 kullanilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde hiicre
canliligr ile paralel olarak L.929 hiicrelerinde Lactobacillus plantarum’™un elde edilen
%20 oranindaki postbiyotik kontrole kiyasla migrasyonu artirmis olup, HT-29 hiicre
hattinda azalttigr gérialmustir (Resim-4.4-5 ve Sekil-17).



Resim 4.4. 1.929 hiicrelerinin zamana bagli migrasyon gorintileri (10X).
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Resim 4.5. HT-29 hiicrelerinin zamana bagli migrasyon goruntaleri (10X).



Sekil 4.17. L929 ve HT-29 huicrelerinin zamana bagli migrasyon bolgesindeki
canli hiicre alan1 degisim grafikleri (10X).
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4.6. Tartisma

Bu sonuglar dogrultusunda arastirmamiz literatiirdeki benzer ¢aligmalar ile uyumlu
bulgulara sahiptir. Literatiire bakildiginda, Mohammad Mehdi Soltan Dallal ve
arkadaglar1 iki standart Lactobacillus turinin (L. acidophilus ve L. casei)
sipernatantlart ve bakteri ekstraktlarini kullanarak CaCo-2 hiicrelerinin ¢ogalmast,
nekroz, apoptoz, migrasyon ve invazyon Tuzerinde probiyotiklerin etkilerini
degerlendirmiglerdir. Bu ¢alisma sonuglarina gore; Lactobacilli siipernatantlarinin
hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve hiicre apoptozunu artirdigi, ancak hiicre nekrozu
tizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig bildirilmistir. Ote yandan, Lactobacilli
ekstresi, hiicre proliferasyonunu azaltmig ve hiicre apoptozunu artirmigtir.
Lactobacilli ekstresinin ayrica hiicre nekrozuna yol agtigi saptanmistir. Ayrica,
probiyotik ajanlarin hem siipernatantlart hem de hiicre 6zleri, hiicrelerin migrasyon

ve invazyonunda azalmaya neden olmustur (Mohammad, 2015).

Son zamanlarda, bir¢ok ¢aligsma bagirsak florasi ile kolorektal kanserlerin baglangici,
ilerlemesi ve tedavisi arasinda korelasyonlar bildirmistir. JaeJin An ve arkadaglarinin
yaptig1 bir baska c¢alismada bu konu tizerinde durulmustur. Insanlardaki en temsilci
simbiyotik bakteri olan Lactobacillus plantarum stpernatantinin, 5-FU'ya direncli
kolorektal kanser hiicrelerinin (HT-29 ve HCT-116) 6zelliklerini segici olarak inhibe
ettigi dogrulanmistir. Lactobacillus plantarum sipernatantinin, kolorektal kanserlerin
spesifik markorleri CD44, 133, 166 ve ALDHI'in ekspresyonunu inhibe ettigi,
Lactobacillus plantarum supernatantt ve 5-FU'nun kombinasyon terapisinin, yine
kolorektal kanserlerin hayatta kalmasini inhibe ettigi ve kaspaz-3 aktivitesini
indukleyerek hiicre olumune yol agtig gosterilmistir. Lactobacillus plantarum
sipernatantinin ve 5-FU'nun kombinasyon terapisinin, kemoterapiye direngli
kolorektal kanser hiicrelerinin Wnt /-katenin sinyalini etkisiz hale getirerek ve
kolonosferlerin olusumunu ve boyutunu azaltarak bir antikanser mekanizmasin

indukledigi tespit edilmistir (JaeJin, 2016).

Lin Zhou ve ekibinin yaptig1 bir baska caligmada; mikrofluidik sistem kullanilarak C.

Butyricum, HCT116 hiicrelerinin ¢ogalmasint inhibe etmis, hiicre dongisiniin
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durmasina neden olmus ve apoptozu tesvik etmistir. Ancak ayni durumlarin Caco-2

hiicreleri iizerinde 6nemli bir etkisi gosterilmemistir (Lin Zhou, 2018).

Literatir 1s181nda kolorektal kanserler genel olarak tartisilirsa; erkeklerde en sik
gorilen tginct kanser ve dinya capinda kadinlarda ikinci en yaygin kanserdir
(Armaghany, 2012). Bu kanser genellikle benign bir tip olarak kabul edilir, bu
nedenle erken evre kolorektal kanser hastalarinin 5 yillik sagkalim orant %63'ttr
(Burns, 2000). Bununla birlikte, insan poptlasyonlarinda kanser oliimlerinin ikinci
onde gelen nedenidir (Kune, 2011). Kolorektal kanser hastalarinin ¢ogu, hastaligin
ileri agamalarinda, 6zellikle metastatik asamada teshis edilir ve bu da hasta sagkalim
oranini %10'a diisiiriir (Yazdi, 2010). Ote yandan, cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi
de dahil olmak uzere tim kolorektal kanserlerin yaygin tedavileri hastanin yagam
kalitesini onemli ol¢iide diigiirmektedir. Bu noktalar dikkate alindiginda, bu kanserle

bag etmek i¢in daha etkili profilaksi stratejileri gereklidir.

Son 20 yilda yapilan farkli galigmalar, besin bilesenlerinin tretimine ek olarak,
probiyotiklerin konakg¢1r uzerinde bazi olumlu saglik etkilerinin olabilecegini
gostermistir  (Kocian, 1994; Kalantzopoulo, 1997). Bu probiyotikler,
mikroorganizmanin kombinasyonunu duzenleyen farkli tirde bakteriyosinler
uretirler. Ayrica bu probiyotikler, toksik materyallerin bagirsak duvarina yapigmasini
onlemekte ve azoreduktaz gibi kanserojen enzimlerin aktivitesini baskilayarak

bagirsaklart kanser oncesi lezyonlarin olusumuna kargt korumaktadir (Burns, 2000).

Elsa Jocouton ve arkadaslarinmin 2017 yilinda yaptiklart bir ¢alismada; bagirsak
mikrobiyotasinin bagirsak sagliginda énemli bir rol oynadiginin ve bilesimindeki bir
dengesizligin, kronik bagirsak iltthabir ve kolorektal kanser (KRK) gelisimine yol
acabilecegi Uzerinde durulmustur. Calismaya gore probiyotik bakteri kullanimi,
kanseri tedavi etmek ve onlemek i¢in ortaya ¢ikan bir alternatifi temsil etmektedir.
Ayrica, bu yararli bakterilerin tiikketiminin, KRK karsinogenezinde 6nemli bir rol
oynadigt ¢esitli caligmalarda da agiklanan bagirsak mikrobiyotasinin bilesimini
olumlu bir gsekilde modile edebildigi de belirtilmistir. Bu baglamda, ¢alisma

antiinflamatuar ve antikanser oOzellikleri ile iyi bilinen bir probiyotik sus olan
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Lactobacillus casei BL23 ile oral tedavinin koruyucu etkisini degerlendirmektir. Ik
olarak, KRK, C57BL6 farelerinde azoksimetan (8 mg / kg) ile tek bir intraperitoneal
enjeksiyon ve ardindan ayarlanabilir bir iyilesme siiresi ile ayrilan igme suyunda dort
sira dekstran sodyum stlfat (% 2.5) ile indiklenmistir. Sonuglara bakildiginda, 7.
casei BL23WUn fareleri KRK gelisimine karst o6nemli 6lgiide korudugunu
gostermektedir; spesifik olarak, L. casei BL23 tedavisi histolojik skorlart ve

proliferatif indeks degerlerini digtirmustiir (J. Elsa, 2017).

KRK i¢in cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve immiinoterapi dahil olmak tizere ¢ok
sayida basarili tedavi segenegi vardir. Ancak yan etkileri ve sinirlamalart biytktir.
Konakginin adaptif bagisikliginin uyarilmast yoluyla timér baytimesinin énlenmesi
ve inhibe edilmesi i¢in probiyotikler etkili bir strateji olabilirler. Bu dogrultuda,
Jingtao Hu ve arkadaglari 2015 yilinda yaptiklari bir ¢alismada iki Lactobacillus
susunun potansiyel anti-timoér bagisiklik tepkilerini arastirmislardir. Lactobacillus
plantarum A ve Lactobacillus rhamnosus b, farelere oral yol ile 14 gin boyunca
uygulanmigtir. Daha sonra, CT26 hiicreleri kullanilarak onceden asilanmig farelerde
deri alt1 ve ortotopik bagirsak timorleri olusturulmugtur. Sonug olarak, oral yolla
alinan L. plantarum ve L. rhamnosus ile BALB / c farelerinde CT26 hiicre
buyimesinin inhibe oldugu ve BALB / ¢ farelerin hayatta kalma stresinin uzadig
gosterilmistir. L. plantarum uygulanan fareler, L. rhamnosus uygulanan farelere
kiyasla koruyucu bagisikligi artirmis, CD8" ve dogal oldiriicii (NK) hiicrelerin
efektor fonksiyonlarini artirarak CT26 hiicreleri ile mucadeleye karst timor
dokusuna infiltrasyonun ve IFN-y dretiminin up-regilasyonunun arttigini

gostermiglerdir (Jingtao Hu ve ark., 2015) .

Calismamiza benzer, Hojjat Sadeghi-Aliabadi ve arkadaglarinin 2014 yilinda
yaptiklart bagka bir aragtirmada dogal bir Lactobacillus plantarum A7 susunun ve bir
Lactobacillus rhamnosus GG susunun 1s1 ile oldirilmis hiicrelerinin ve hiicresiz
sipernatantlarinin anti-proliferatif aktiviteleri, insan kolon kanseri hiicre hatlar
(Caco-2 ve HT-29) ve normal hiicreler tizerinde degerlendirilmigtir. Sonuglar, 1siyla
oldurilmiis hiicrelerin ve her iki probiyotik susun hiicresiz stipernatanlarinin, kanser

ve calisgmamizdan farkli olarak normal hiicrelerin biiyiime oranini distrdugina
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gostermigtir. Hojjat Sadeghi-Aliabadi ve arkadaglarinin bu sonuglar ile, anti-
proliferatif etkinin, resmi olarak onaylanmig probiyotiklere adanmis 6zel bir 6zellik

olmayabilecegini vurgulamistir (Hojjat S.A. ve ark., 2014).

Baz1 Lactobacillus suslarinin ekzopolisakkaritinin (EPS) anti-kanser aktiviteleri
sergiledigi literatirde bulunmaktadir. Mengying Sun ve arkadaglarinin 2020 yilinda
yaptiklart bir ¢alismada; dort Lacfobacillus plantarum susu (Lactobacillus
plantarum-12, L. plantarum-14, L. plantarum-32 ve L. plantarum-37) taratindan
uretilen ham EPS'lerin HT-29 hiicre apoptozu tizerindeki etkileri incelenmistir. L.
plantarum-12 ham EPS (50, 100, 250, 500 ug / ml), pozitif doza bagli bir sekilde
HT-29 hiicrelerinde ¢ogalan hiicre niikleer antijeninin (PCNA) ekspresyonu tizerinde
onleyici etkiler uyguladigint gostermistir. Reaktif oksijen tirleri (ROS) seviyesi ve
apoptoz oramt da, kontrol hucrelerine kiyasla L. plantarum-12 ham EPS’sinin
konsantrasyonlari ile muamele edilmis HT-29 hiicrelerinde de artmistir. Diger
caligmalar, pro-apoptotik proteinler Bax, Cyt C, kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9'un
ekspresyonunun up-regiilasyonu ve anti-apoptoz proteini Bel-2 ekspresyonunun HT-
29 hiicrelerinde azaldigini gostermistir. Bu c¢alisma sonucunda, L. plantarum-12
tarafindan uretilen EPS'nin, insan kolon kanseri hiicre hattt HT-29'un mitokondriyal
yolla proliferasyonunu inhibe edebilecegini 6ne sirmugslerdir (Mengying Sun ve ark.,

2020).

Bilimsel aragtirmalar, bagirsak mikrobiyotasinin hastalarin antikanser tedavilerine
ve toksik yan etkilere duyarlilikta merkezi bir rol oynadigin1 gostermistir. Bagirsak
mikrobiyotast karakterizasyonu, bilesimi ve kolorektal kanserde meydana gelen

degisiklik hakkindaki bilgileri oldukg¢a gelistirmisgtir.

Bununla birlikte, kolorektal karsinojen ile iligkili konak¢t ve patojenler arasindaki
etkilesimleri daha iyi anlamak i¢in metabolomik ve metatranskriptomik yaklagimlari
iceren daha derinlemesine ¢aligsmalar yapilmalidir. Geleneksel kanser tedavileri hala
ana akim tedaviler olsa da; probiyotikler, kolorektal kanserin baslangicina karst
onleyici faaliyete ve tedavisine dayali olarak artan bir ilgi gormistir. Bu sebeple,

probiyotikler, hastalarin tedavilere uyumunu ve genel yasam kalitelerini &nemli
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olgiide iyilestirebilecek gibi gorinmektedir. Probiyotiklerin antikanser tedavilerinin
yan etkilerini hafifletmedeki yararli etkisini gosteren halihazirda yayinlanan in vivo
sonuglara ragmen, eylemlerini tam olarak anlamak i¢in daha fazla randomize ¢ift

kor, plasebo kontrolli klinik ¢aligmalarin yapilmas: gereklidir.

Bagirsak mikrobiyomunu degerlendiren c¢aligmalar, bununla kolorektal kanserin
patogenezi ve tedavisi arasinda umut verici baglantilar oldugunu gostermistir.
Kolorektal kanserdeki sonuglart iyilestirmek i¢in hayvan deneylerinde daha fazla

aragtirmaya ve klinik deneyler ihtiya¢ duyulmaktadir.

Son olarak kolorektal kanserin onlenmesi ve tedavisi i¢in yardimci tedavide rutin
kullanima ek olarak, probiyotik uygulamasinin yalnizca olumlu sonuglarini elde
etmek ve zararli yan etkilerden kaginmak icin hastaya 6zgu klinik ve patolojik

backroundu dikkate alan kisisellestirilmig bir yaklagim benimsenmelidir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu aragtirma in vitro alternatif ve tanimlayict bir ¢aligma olarak gerceklestirilmistir.
Calismadaki amacimiz; Caco-2, HT-29 kolon kanseri hiicre hattini ve L1929 fare
saglikli fibroblast hiicre hattin1 L. plantarum ve L. reuteri suglarinin hem kendileri
hem de buyutildigi besiyerleri ile muamele ederek; yani ayni zamanda probiyotik
bakteriler ile Caco-2, HT-29 kolon kanseri hiicre hattini ve L929 fare saglikli
fibroblast hiicre hattin1  ko-kiiltire ederek kanser hiicrelerinin 6lim oranin
yikseltmek ve migrasyon yeteneginin nasil degistigini aragtirmak ve analiz etmekti.

Bu arastirmamiz amaci dahilinde degerlendirildiginde;

1. Ko-kultir i¢in kullandigimiz her iki probiyotik bakterinin de (L. plantarum ve L.
reuteri) kanser hiicreleri tizerinde inhibitor bir etkiye sahip oldugu gosterilmisgtir.

2. Aragtirma kapsaminda postbiyotik olarak kullanilan her iki probiyotigin
metabolitleri de kanser hucreleri lizerinde inhibitor bir etkiye sahip oldugu
belirlenmigtir.

3. Farkli olarak hem ko-kultirin hem de postbiyotiklerin L929 hiicre hatt1 tizerinde
prolifere edici bir 6zellikte oldugu saptanmistir.

4. Yapilan deneysel c¢aligmalar sonucunda kargilagtirmali olarak bakildiginda
postbiyotiklerin, probiyotik bakterilerin kiltiirde direk kullanilmasina gore daha
etkili oldugu bulunmustur.

5. Yara iyilesmesi deneylerinde canlilik testi ile paralel ve beklenen sonuglar elde
edilmistir. Bu sonuglara gore postbiyotiklerin IC50 ve EC50 degerleri kullanilmig
ve kanserli hiicre hatlarinda yaranin agilmasina saglikli htcre hattinnda ise

yaranin hizla kapanmasina olanak saglamistir.
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6. Bu sonuglar dogrultusunda probiyotiklerin yararl etkilerinin bagisiklik sisteminin
giiclendirilmesiyle sinirlt olmadigr gosterilmigtir; kolorektal kanser hiicrelerinin

habis fenotiplerini de etkili bir sekilde baskiladig gosterilmisgtir.
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