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OZET

DUZCE-YIGILCA BAL ARILARINDAN ELDE EDiLEN URUNLERIN
APITERAPOTIK ETKILERININ iNCELENMESI

Aysegil AKKOYUNLU

Diizce Universitesi
Lisansustt Egitim Enstitus, Biyoloji Anabilim Dali
DoktoraTezi
Danisman: Prof. Dr. Gorkem DULGER

Mayis 2024, 75 sayfa

Disbiyotik mikrobiyota ile kolon kanseri arasindaki iliski son zamanlarda dikkat
cekmeye Dbaslamistir. Bakterilerdeki antibiyotik direnci ve geleneksel kanser
kemoterapisinin istenmeyen yan etkileri, alternatif dogal ajanlarin arastirilmasina yol
acmistir.  Ari Orlnleri  yuksek antioksidan icerigi nedeniyle kolon kanserinde
biyoterapdtik ajan olarak kullaniimaktadir. Bu calismada endemik popilasyon olan Apis
mellifera anatolica Yigilca bal arisi ekotipinden elde edilen ar1 drtnlerinin (bal, ar
zehiri, an sutd, polen, perga ve propolis) apiterap6tik etkilerinin arastirilmas: amaclandi.
Ar driinlerinin antibiyofilm kapasitesi, biyofilm olusturabilen Escherichia coli lizerinde
mikroplaka yontemi kullanilarak belirlendi. Ar1 zehri %25 konsantrasyonda en yuksek
inhibisyon etkiyi (%73,98) gosterdi. Bal, perga ve ar siti biyofilm olusumunu tim
konsantrasyonlarda %50’den fazla dizeylerde azaltmistir. Propolisin ise %25’in
altindaki degerleri en duslk antibiyofilm etkiye sahip oldugunu gostermistir. HCT116
kolon kanseri hiicre hatt1 tGzerindeki antiproliferasyon etkisi WST-1 kiti ile arastirildi.
%50 konsantrasyonda 48 saatlik bal uygulamasindan sonra hiicre ¢ogalmas: %13,50'de
kaldi. Ar1 sutli ve ar zehrinin yiksek inhibisyon etkileri de dikkat cekicidir. Propolisin
en yuksek doz ve sirede dahi hicre canliligint %60°1n altina indirememesi, diger an
urtinlerine kiyasla antiproliferasyon etkisinin disuk oldugunu gostermektedir. Apoptotik
yol analizi kaspaz 3, 8 ve 9 enzimine baglh immunosorbent tahlil Kitleri kullanilarak
yapildi. TUm an Grinleri kaspaz 8’e kiyasla kaspaz 9’un daha fazla ekspresyonuna
sebep olmustur. Kaspaz proteinlerini yukar1 regule eden bilesikler, proliferatif
hastaliklar icin umut verici terap6tik hedeflerdir.

Anahtar Sozcukler: Antibiyofilm, Apiterapi, Kaspaz 3, 8, 9, WST-1.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF APITHERAPEUTIC EFFECTS OF PRODUCTS
OBTAINED FROM DUZCE-YIGILCA HONEY BEES

Aysegiil AKKOYUNLU

Dizce University
Graduate Education Institute, Department of Biology
Doctoral Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Gérkem DULGER
May 2024, 75 pages

The association between dysbiotic microbiota and colon cancer has recently gained
attention. Antibiotic resistance in bacteria and the undesirable side effects of
conventional chemotherapy for cancer have prompted an investigation of alternative
natural agents. Bee products, owing to their high antioxidant content, are used as
biotherapeutic agents for colon cancer. Our study aimed to investigate the apitherapeutic
effects of bee products (honey, bee venom, royal jelly, pollen, perga, and propolis)
acquired from the ecotype Apis mellifera anatolica Yigilca honey bee, which isan
endemic population. The antibiofilm capacity of bee products was determined using the
microplate method on Escherichia coli capable of forming biofilms. Bee venom showed
the highest inhibition effect (73.98%) at a concentration of 25%. Honey, perga, and
royal jelly reduced biofilm formation by >50% at all concentrations. Values below 25%
of propolis showed that it had the lowest antibiofilm effect. The antiproliferation effect
on the HCT116 colon cancer cell line was investigated with the WST-1 kit. After 48
hours of honey treatment at a 50% concentration, cell proliferation remained at 13.50%.
The high inhibitory effects of royal jelly and bee venom are also noteworthy. The fact
that propolis cannot reduce cell viability below 60% even at the highest dose and
duration shows that its antiproliferative effect is low compared to other bee products.
Apoptotic pathway analysis was performed using caspase 3, 8, and 9 enzyme-linked
immunosorbent assay kits. All bee products induced a higher expression of caspase 9
compared with caspase 8. Compounds that upregulate caspase proteins are promising
therapeutic targets for proliferative diseases.

Keywords: Antibiofilm, Apitherapy, Caspase 3, 8, 9, WST-1.
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EXTENDED ABSTRACT

INVESTIGATION OF APITHERAPEUTIC EFFECTS OF PRODUCTS
OBTAINED FROM DUZCE-YIGILCA HONEY BEES

Aysegil AKKOYUNLU

Duzce University
Graduate Education Institute, Department of Biology
Doctoral Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Gérkem DULGER
May 2024, 75 pages
1. INTRODUCTION

Apitherapy involves utilizing bee products such as honey, pollen, perga, royal jelly,
propolis, and bee venom for the purpose of maintaining general health, preventing
diseases, or treating ailments. Throughout centuries, humanity has benefited from bee
products in preventing and treating various illnesses, and apitherapy has been
recognized as complementary medicine in many countries. Today, the consumption of
bee products as nutraceuticals and dietary supplements has increased due to their rich
nutritional content. In recent years, research on the pharmacological effects of bee
products has gained momentum. Alongside clinical trials, both in vitro and in vivo
studies indicate that apitherapy could be effective in prophylaxis, maintaining

homeostasis, and treating various diseases.

Biofilms are three-dimensional communities of microorganisms that irreversibly attach
to each other or to a surface, embedded within their self-produced extracellular matrix.
These structures are well-organized and undergo changes in characteristics such as
growth rate and gene transcription. Phenotypically differentiated from planktonic forms,
these multicellular-like entities not only provide a secure living space for bacteria
against antibiotics, environmental stresses, and host immune responses but also serve as

a form of energy acquisition and nutrient storage for bacteria.

A recent development in biofilm research is the emerging understanding that
gastrointestinal biofilms may trigger carcinogenesis. Numerous studies report a
correlation between bacterial biofilms found in the intestinal epithelium and colon
cancer. The intestinal microbiota is separated from human colonic epithelial cells by a

dense mucus layer. After contact with the epithelial mucosa, bacteria can develop

Xiii



colonic mucosal inflammation and exert their pathological effects through biofilm
formation. Colon mucosal biofilms have been found to produce a regulator that triggers

cancer cell growth by altering the cancer metabolome.

Bioinformatic studies detected more pathogenic E. coli populations in cancer patients
than in healthy people. It has been shown that pathogenic E. coli strains promote cancer
development in infected eukaryotic cells thanks to their biofilm structure.

In this study, it was aimed to determine the different anticancer effects of bee products
obtained from the Yigilca honey bee ecotype, Apis mellifera anatolica, an endemic
population, that have not been studied before, including biofilm, cytotoxicity and
proapoptotic effects.

2. MATERIAL AND METHODS

Six different bee products (honey, pollen, perga, propolis, royal jelly, and bee venom)
were obtained from Duzce University Beekeeping Research Development and
Application Center.

Stock solutions were prepared in sterile falcon tubes by diluting the stock solution of
honey at a ratio of 1:2 (v/v) and the stock solution of bee venom at a ratio of 1:20 (w/v)
with sterile distilled water. For preparing the extracts of pollen and perga, owing to their
similar structure and content, 1:3 (w/v) pollen and 1:5 (w/v) perga were macerated in
methanol for approximately 48 h. Both solutions were kept in a magnetic stirrer at 150
rpm for approximately 7 h until completely dissolved. The solutions were filtered using
Whatman No. 4 paper. The prepared methanol extracts were first treated at 50 °C for 30
min and then at 65 °C for 5 min in a rotary evaporator to remove the methanol. The
samples were dissolved in DMSO, and the stock solutions were stored in the dark at 4
°C. Royal jelly was diluted 1:2 (v/v) with cold PBS to prepare a stock solution. The
prepared 10% Propolis extract was diluted with DMSO at a ratio of 1:2 before the

studies, and a stock solution was prepared.

E. coli isolates obtained from Dokuz Eylil University Faculty of Science were
examined for biofilm formation using the microplate biofilm assay. In 96-well
microplates, 100 uL of MHB and BHIB media were added. These media were prepared
with four different glucose concentrations: 0.5%, 1%, 3%, and 5%. Then, 100 pL of
bacterial suspension from the fresh culture at 0.5 McFarland turbidity was added to each

well. MHB and BHIB media supplemented only with glucose served as the control

Xiv



group. The microplates were incubated at 37 °C for 48 hours. After incubation, wells
were washed thrice with 200 puL PBS, dried at 65 °C for 20 minutes, and fixed with 200
pL 99% methanol for 5 minutes. Wells were then emptied, dried, and treated with 200
puL 0.3% crystal violet dye for 15 minutes. Microplates were washed thrice with
distilled water, dried, and 200 pL 95% ethanol was added to each well. OD was
recorded at 560 nm using a microplate reader. Among the isolates whose cutoff value
was calculated according to the negative control, the E. coli strain that formed a strong
biofilm was selected.

After the appropriate conditions are determined bee products' potential to prevent
biofilm formation was tested using a microplate biofilm assay. Initially, 100 pL of
sterile MHB medium was added to a flat-bottomed 96-well microplate. Then, 50 pL of
four different concentrations (6.25%, 12.50%, 25%, and 50%) of diluted bee product
solutions were added. Next, 50 pL of fresh E. coli culture adjusted to 0.5 McFarland
turbidity was added, and the plate was incubated at 37 °C for 48 hours. Positive control
contained 100 pL of E. coli and 100 pL of medium, while negative control had only 200
pL of medium. After incubation, washing and staining processes were repeated as
described in the previous step. The experiment was duplicated. Percent inhibition of OD
values measured at 560 nm was calculated using the following formula: “[(ODpositive
control = ODsample) / ODpositive control] X 100™ .

For cell viability assessment, HCT116 colon cancer cells were cultured in RPMI1640
medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 200 mM L-glutamine, 100 U/mL
penicillin, and 100 mg/mL streptomycin at 37 °C with 5% CO,. Cell viability was
evaluated using WST-1 assay. Cells were seeded in 96-well microplates and incubated
for 24 hours. Then, bee product samples at concentrations of 50%, 25%, 12.5%, and
6.25% were added. After 24 and 48 hours, WST-1 reagent was added, and after 4 hours

of further incubation, absorbance was measured at 540 nm.

To observe apoptotic pathway anaysis, HCT116 cells were treated with 25% and 50%
concentrations of bee products for 24 hours in 6-well plates. Protein isolation was
performed using RIPA lysis buffer, and protein concentration was determined using
BCA protein assay. Cell supernatant samples were subjected to colorimetric human
caspase 3, 8, and 9 ELISA kits. Protein expression levels were measured at OD 450 nm
on an ELISA reader.
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Statistical analyses were performed using GraphPad Prism (Version 10.0.2(232))
software. Data are presented as mean = SD. The significance of the effect levels
compared to the control was determined using One-way ANOVA followed by Dunnett's

multiple comparison tests with a 95% confidence limit (p < 0.05).
3. RESULTS AND DISCUSSIONS

The results of the study provide convincing evidence for the significant effect of bee
products on biofilm formation by E. coli and their antiproliferative effects on the
HCT116 colon cancer cell line, as well as providing insights into their effects on key

proteins that regulate apoptosis.

Long used in traditional and complementary medicine, bee products show a variety of
therapeutic effects, including anti-cancer and antimicrobial properties. This study
investigated the cytotoxic potential of bee products on HCT116 colon cancer cells and
their effects against E. coli biofilm inhibition. Notably, bee venom exhibited significant
biofilm inhibition (>70%) and a remarkable cytotoxic effect (72.50%), inducing
apoptosis through caspase activation. Royal jelly showed a pronounced antiproliferative
effect (86.54%) and upregulated intrinsic and extrinsic apoptosis markers. Propolis,
while less effective in biofilm inhibition, demonstrated antiproliferative effects and
increased caspase 9 expression. Honey, rich in antibacterial compounds, inhibited
biofilm formation (>50%) and suppressed HCT116 cell growth (86.50%). Both pollen
and perga displayed antibiofilm capacities and a bidirectional promotion of apoptosis in
cancer cells. These findings underscore the therapeutic potential of bee products against
cancer and microbial infections, offering natural remedies with selective cytotoxicity

and diverse health benefits.
4, CONCLUSION AND OUTLOOK

Known for their therapeutic potential in traditional and complementary medicine, bee
products attract great attention for their various benefits, including fighting infections

and cancer.

The study investigated the effect of various bee products on biofilm formation of E. coli
and their antiproliferative effects on the HCT116 colon cancer cell line. Bee venom
showed the highest inhibitory effect on biofilm formation, followed by honey, perga,
royal jelly and pollen, while propolis showed a lower inhibitory effect. In terms of

antiproliferative effects, royal jelly and honey showed the highest inhibition of cell
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proliferation; Bee venom also showed significant effectiveness. Analysis of proteins
that regulate apoptosis revealed that bee venom stimulates both intrinsic and extrinsic

pathways, while other bee products also trigger apoptosis through various pathways.

Overall, the study highlights the therapeutic potential of bee products in combating
bacterial infections, inhibiting cancer cell proliferation, and inducing apoptosis in cancer
cells. Additional investigation into the particular bioactive substances and molecular
mechanisms responsible for these effects is necessary to completely elucidate their

therapeutic potential and optimize their application in managing and treating diseases.
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1. GIRIS

Ar1 Orunleri  farkli medeniyetler tarafindan caglar boyunca tedavi amach
kullanilmiglardir. Ar1 Urunlerinin  direng gelisimine olanak vermeden gosterdigi
antimikrobiyal aktivitesi ve saglikli hiicrelerle kanserli huicreleri ayiran segici sitotoksik

etkisi arastirmalarda 6ne ¢cikmaya baslamistir (Weis vd., 2022).

Bal, besin degeri oldukca yiksek, antimikrobiyal, antiinflamatuar ve antioksidan
Ozelliklere sahip, apiterapide sikca kullanilan driinler arasindadir (Al Naggar vd., 2021).
Arn sitlnin biyoaktif zengin igerigi hiicre Uretimi, doku yenilenmesi ve hiicre
metabolizmasinda dizenleyici etki saglayarak, bagisikligit ve uzun omarlalugu
destekler. Ar1 sttunin yapilan ¢alismalarda timori kigulttligl, metastazi baskilamaya
yardimct oldugu ve kronik yorgunlugu ortadan kaldirdigi goralmisttr (Al Naggar vd.,
2021; Celik vd., 2022). Propolis icerdigi bilesenlerin sinerjik etkisi, toksik olmamasi
nedeniyle enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi, cilt bozukluklarinin giderilmesi (yara,
akne, yanik) gibi pek cok alanda kullanilmaktadir. Ayrica apoptozu indikleyerek
antitimor etki gosterdigi bildirilmektedir (Al Naggar vd., 2021). Apitoksin olarak da
bilinen ar1 zehrinin énemli bir bileseni olan melittinin hiicresel 6lim mekanizmalarini
(apoptoz ve nekroz) tetikledigi ve timori engelledigi tespit edilmistir. Ayrica ¢oklu ilag
direnci ve MRSA gibi biyofilm Ureten bakterilerin ar1 zehrine duyarli oldugu da
belirtilmistir (Kurek-Gérecka vd., 2020; Al Naggar vd., 2021). Ar1 poleni ve perga
icerdikleri flavonoidler ve probiyotikler ile bagirsak mikrobiyomunu dizenlemede,
sindirim ve bagirsak bozukluklarini gidermede etkilidir. Bagisiklik tepkisini
duzenledikleri, normal hicrelere toksik etki olmadan antiproliferatif etki gosterdikleri
de calismalarla ortaya konmustur. Perga, polene gore protein ve yag miktari azken,
daha ylksek oranda K vitamini, indirgenmis seker ve sindirim enzimleri icermektedir
(Khalifa vd., 2020; Al Naggar vd., 2021).

Gastrointestinal kanalda mevcut diyet etkenlerine ve sindirim bilesenlerine bagl olarak
onkometabolitlerin veya timor baskilayici metabolitlerin kompozisyonu ve fonksiyonu
bagirsak mikrobiyotas: tarafindan dizenlenmektedir (Bultman, 2017). Bu katman,
bakteri-epitel temasini ve dolayisiyla mukozal inflamatuar reaksiyonlar1 engelleyerek

cesitli yabanci antijenlere toleransi saglar. Buna karsilik, bakteriler, bir biyofilm



olusumu ile kolonu koruyan mukus tabakasina sizarak, epitelyal mukoza ile temasa
gecebilir. Bu durumda biyofilm patolojik bir etki gostererek, kronik mukozal
iltihaplanma gelistirebilir. Kolonik mukozal biyofilmlerin, kanser metabolomunu
degistirerek hicresel proliferasyonu arttiran ve kanser buylmesini tetikleyen bir

duzenleyici Urettigi belirlenmistir (Johnson vd., 2015; Mirzaei vd.,2020).

Bazi1 Escherichia coli suslari, bagirsak mikrobiyal dengesini bozabilmekte, intra ve

ekstra-intestinal enfeksiyonlara neden olabilmektedir (Kosari vd., 2020).

Biyoinformatik calismalarda patojenik E. coli populasyonu saglikli insanlara oranla
kanser hastalarinda daha fazla tespit edilmistir. E. coli suslarinin, enfekte olan 6karyotik
hicrelerde, hiicreleri kanser gelisimine yonlendirdigi ortaya konmustur (Mirzarazi vd.,
2022). Ornegin, kolon kanseri hastalarinin tiimérlerinde mukoza ile iliskili ve
internalize E. coli susunun normal dokuya gore daha yuksek diizeyde oldugu rapor
edilmistir. Mukozoda E. coli kolonizasyonu, timadr, nodil ve metastaz evresi gibi kolon
kanserinin kotu prognostik faktorleriyle iliskilendirilmistir (Bonnet vd., 2014).

Kolon kanserinde kullanilan kemoterapotik ajanlar, saglikli hicrelerde istenmeyen
yuksek toksisite olusturur. Kaspaz aracili apoptoz, hastalikla miicadelede ve metastazin

durdurulmasinda kullanilacak 6nemli bir yoldur (Manimaran ve Azman, 2023).

Normal hiicreleri kanserlesmeden koruyan veya mevcut kanser hiicrelerini hedefleyen
ve hucreyi kontrolli apoptotik yolaga sokan ajanlarin arastirilmas: 6énem kazanmustir.
Gecmisten glnimuize 6nemli yeri olan ari Ortnleri bu amaca ulasmada yardimci

olabilir.

Bu calismada, Yigilca bal arisi ekotipinden elde edilen ari Grinlerinin biyofilm,
sitotoksik ve pro-apoptotik etkiler olmak Uzere daha 6nce c¢ahisilmamis diferansiyel

antikanser asamalarinin belirlenmesi amacland:.

1.1. APITERAPI

Apiterapi; genel saghg:r korumak, hastaligi dnlemek veya iyilestirmek amaciyla bal,
polen, ari sitl, propolis, art zehri gibi ari Griinlerinden yararlanmaktir. Insanhk
yuzyillar boyu cesitli hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde ari1 drinlerinden
faydalanmis ve apiterapi bircok Ulkede tamamlayici tip olarak kullanilmasgtir.

Gunumuzde de ar1 Grlnlerinin icerdikleri besin maddelerinin cesitliligi ve zenginligi



nedeniyle nutrasotik ve besin takviyesi olarak tuketimi artmistir (Al Naggar vd., 2021,
Weis vd., 2022).

Son yillarda ar1 driinlerinin farmakolojik aktivitesine iliskin ¢alismalar hiz kazanmstir.
Klinik arastirmalarla birlikte in vitro ve in vivo ¢alismalar da, profilakside, homeostazin
saglanmasinda ve cesitli hastaliklarin tedavisinde ari drinlerinin kullanilabilecegini
ortaya koymaktadir (Weis vd., 2022).

Ar1 Urlnlerinin ylksek saglik yanhs: 6zellikleri, icerdikleri sekerler, proteinler, yag
asitleri, fenolik bilesikler ve vitaminler gibi biyoaktif maddeler agisindan oldukca
zengin olmasindan ileri gelmektedir. Bu bilesikler, ar1 Grunlerinin antimikrobiyal,
antioksidan, antiviral, antiinflamatuar, antifungal ve Kkardiyoprotektif gibi birgok
fonksiyonel biyoaktif ozelligine katkida bulunmaktadir. Bagisiklikla ilgili cesitli
sendromlarin tedavisinde kullanilan ar1 Grunleri, prostat, akciger ve karaciger kanseri
dahil olmak Uzere pek c¢ok in vitro kanser hiicre hatti calismalarinda apoptozu
indlkledigi ve antikanser ajan olma potansiyeli rapor edilmistir (Ayna vd., 2021; Al
Naggar vd., 2021; Sawicki vd., 2023).

Ar1 Uranleri, biyouyumluluk, biyolojik olarak parcalanabilirlik ve toksik olmayan yap:
gibi ¢ok yonli biyolojik 6zelliklere sahiptir. Bu 6zellikleri, onlarin saglik agisindan

dogal Urlnler olarak degerlendirilmelerinin 6nind agar.

Bal, propolis, polen ve perga, arilarin bitkilerden topladig: bitkisel bilesenlere kendi
salgilarin1 ekleyerek olusturdugu Grlnlerdir. Art zehri ve ar sutlind ise ari, dogrudan
kendi viicudundan kimyasal olarak Uretip salgilamaktadir (Sengul ve Vatansev, 2021,
Al Naggar vd., 2021). Buna bagli olarak ari driinlerinin igerigi, art irkina, iklim
oOzelliklerine, bitki ortistine bagli olarak degiskenlik gdstermektedir. Ari Grinlerinin
apiterapotik olarak kullaniminda, guvenilir kaynaklardan elde edilmesi buyuk énem arz
etmektedir (Ozdemir vd., 2021).

1.1.1. Bal

Bal, cesitli bal arisi tirleri (Apis sp.) tarafindan bitki gigeklerindeki nektarlardan veya
bitki floemini besleyen bdceklerin salgilarindan veya her ikisinin karisimindan
toplanarak dretilen dogal bir Uriindlr. Toplanan bu kompleks Griin, arinin kendine 6zg
salgilartyla degisime ugrayarak petek gozlerinde olgunlasmas: icin depolanir

(Premratanachai ve Chanchao, 2014).



Bal botanik kaynaga bagli olarak bilesimi degisen, viskoz ve aromatik bir Urunddr.
Botanik kaynaklarin farkliligi, ari rklarinin/izolatlarinin - farkli  yiyecek arama
stratejileri, mevsimsel, biyocografik kosullar ve isleme, depolama faktérleri bal
bilesiminde degisikliklere sebep olur. Bal esas olarak ylksek oranda seker (fruktoz,
glikoz, sukroz, maltoz, izomaltoz, trealoz, maltotrioz vb.), su ve enzimlerden (invertaz,
a- ve B-amilaz, glikoz oksidaz, katalaz) olusur. Bunun yani sira vitaminler (cogunlukla
B ve C), bazi1 mineraller (Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn ve Zn), polen taneleri, polifenolik
bilesikler (flavanoid, karetenoid ve fenolik asitler) nispeten dusik miktarlarda
bulunsalar da balin en gok arastirilan 6zelligi olan antioksidan etkisi bu maddelerden
kaynaklanir (Premratanachai ve Chanchao, 2014; Szabat, vd., 2019; Weis vd., 2022).

Balin, apiterapide kullanimina iliskin, yara iyilesmesi, oral mukozit tedavisi ve
kardiyovaskuler koruma acisindan potansiyelini ortaya koyan pek c¢ok calisma
yapilmistir. Baldaki polifenolik bilesikler, anti-inflamatuar etki sayesinde, doku
epitelizasyonunu tesvik ederek yara iyilesmesini hizlandirir ve agriy1 hafifletir. Bal,
bagirsak mikrobiyotasinin dengesinin korunmas: icin probiyotik bakterilere iyi bir
substrattir. Balin, ayrica bas dénmesi, yorgunluk, nérolojik hastaliklar, g6z hastaliklari,
egzama, bogaz enfeksiyonu, bronsiyal astim, tlberkiloz, hepatit, diyabet, solucan
istilas1, kabizlik, basur ve mide-bagirsak hastaliklarinin tedavisinde de kullanildig: ve

olumlu sonuglar elde edildigi rapor edilmistir (Silici, 2019; Weis vd., 2022).

Balin antibakteriyel etkinligi diisik su icerigi ve glikoz oksidaz enziminin varligiyla
yakindan baglantilidir (Weis vd., 2022). Arilarin hipofaringeal bezlerinde uretilen
glikoz oksidaz enziminin, baldaki glikozu okside etmesi sonucu olusan hidrojen
peroksit, balin antibakteriyel etkisini belirleyen énemli bilesiklerden biridir (Silici,
2019).

Ayrica su iceriginin az, seker miktarinin yogun olmasina bagl olarak bal, yiksek
ozmotik basing 6zelligi sayesinde bakteri blylmesi ve Uremesini engeller, biyofilm
olusumunu sinirlandirir. Balin pH’1 da bakteri ¢ogalmasina elverissiz ortam

olusturdugundan antimikrobiyal etkide 6nemli bir etkendir (Szabat, vd., 2019).

Son calismalar balin, birgok kanser hiicresinde apoptoza neden olan antiproliferatif
etkisini de gostermistir. Icerdigi bilesiklerin hiicre dongsinin durmasina, oksidatif

stresin azaltilmasina ve immun modulasyona neden oldugu da bildirilmektedir.

Bal, makrofajlar, B ve T lenfositlerin uyariimasiyla bagisiklik sisteminin tetiklenmesi



ve kaspaz 9'a bagl apoptotik yollarin aktivasyonuyla tumor hiicresi proliferasyonunun
inhibisyonu, timorin kucultilmesi gibi etkilere sahiptir (Szabat, vd., 2019).

1.1.2. An Sutu

Geng isci arilarin hipofaringeal (bogaz) ve mandibular (cene alti) bezlerinde Uretilen ar
situ, beyazims: sart renkte, asidik eksi tadi olan viskoz bir maddedir. Besin degeri
oldukgca yiiksektir ve larvalarin beslenmesinde kullanilir. Isci arilar larva dénemlerinin
ilk 3 glnl bu besinden faydalanirken, kralice ar1 tim hayati boyunca ari situ ile
beslenir. Kralige ari, isci arilarla ayni1 diploid genomdan gelmesine ragmen onlardan iki
kat daha biyiiktir. Ureme icin 6zel bir anatomi gelistirmistir. Yalnizca birkag hafta
yasayan is¢i arilardan farkli olarak da 5-6 yil kadar uzun bir 6mir yasar. Bu gergekler
insan saghgi, fertilite ve uzun Omdr igin art sttinin kullanilmas: fikrini destekler
(Sengil ve Vatansev, 2021; Weis vd., 2022; Baptista vd., 2023).

Ar1 sutl su, proteinler, karbonhidratlar, lipitlerden olusan, basta 10-hidroksi -2-desenoik
asit (10-HDA) olmak uzere serbest yag asitleri, flavon ve flavonoller, hormonlar,
vitaminler ve mineraller gibi terapdtik 6zelliklere sahip biyoaktif bilesenler bakimindan
zengin bir ar1 Grtnidir (Baptista vd., 2023). Insan icin gereken tim esansiyel
aminasitleri iceren ar1 sutinde basta glutamik asit ve aspartik asit olmak uzere

tanimlanan 29 aminoasit ve tlrevleri vardir (Sengil ve Vatansev, 2021).

Immiinomodiilator etki gosteren 10-HDA, ar1 siitiintin kalite parametresi olan en énemli
bilesenidir ve ar1 sitinde major yag asidi olarak bilinir(Weis vd., 2022). Ar1 stinln
antibakteriyel etkisi 10-HDA bilesenine atfedilmekte, bunun yanisira royalisin,
jelleinler, aspimin ve royalaktin gibi peptidlerin de antibakteriyel aktiviteye katkida
bulunabilecegi belirtilmektedir (Viuda-Martos vd.,2017). Ari st ile yapilan in vitro ve
in vivo ¢alismalarda kanser hicrelerinin istilasint durdurdugu ve metastazi engelledigi

bildirilmistir (Jovanovi¢ vd., 2018; Jovanovi¢ vd., 2023).

Arn sutu zengin biyoaktif bilesiklerin cesitliligi gbz 6nlne alindiginda, apiterapide
antioksidan, anti-aging, antiinflamatuar, antimikrobiyal, ndrotrofik, antineoplastik,
antidiyabetik, antiromatizmal, yorgunluk giderici, osteoporoz riskini dnleyici ve yara
iyilestirici Ozellikler dahil olmak Uzere birgok fayda gosterir. Kolesterol district ve
hipotansif etkisi olan bir madde olarak kardiyovaskuler hastalik riskini azaltabilir.
Hormonal dizenleme ve menopoz semptomlarint gidermede faydal etkileri vardir
(Szabat, vd., 2019; Weis vd., 2022).



1.1.3. Propolis

Propolis, arilarin aga¢ kabugu ve yaprak tomurcuklar: gibi regineli maddelerle birlikte,
bitki salgilarin1 da kullanarak, bir miktar enzimatik degisiklerle ve balmumu ekleyerek
urettigi, toksik olmayan bir maddedir. Propolis kelimesi Yunanca “sehrin savunulmas:”
anlamina gelir ve hakikaten de arilar tarafindan kovan hijyenini ve 1sisin1 saglamak,

catlaklar: doldurmak ve bocek gibi davetsiz misafirlere karsi korunmak igin dretilirler.

Propolisin kimyasal icerigi cografi bolgeye, botanik kaynaga ve toplanma zamanina
gore buyik degiskenlik gostermektedir. Buna ragmen 300°den fazla bilesenin
bulundugu ve zengin icerigi sayesinde insan saghgi Uzerindeki olumlu etkileri
calismalarda bildirilmistir. Propolisin lipid icerigi karbonhidrata oranla daha yuksektir.
Yaklasik %45-55’ini regine; %25-35’ini yag asitleri ve balmumu; %210’unu ugucu
yaglar; %10’unu polifenolik bilesikler; %5’ini polen; geriye kalan %5’ini de organik
bilesikler, vitamin(B1, B2, B6, C ve E vitaminleri) ve mineraller (Mg, Ca, K, Na, Cu,
Zn, Mn, Fe, Ni, Co) olusturur (Szabat, vd., 2019; Sengul ve Vatansev, 2021; Weis vd.,
2022).

Yigilca propolisinin igerigini anlamak amaciyla yapilan bir calismada, 3 farkh
lokasyondan toplanan propolislerin kimyasal bilesenleri, aminoasit ve vitamin igerigi,
toplam fenol-flavonoid icerigi belirlenmistir. Propolis 6rneklerinin icerigi bolgelere
gore degismistir. Kafeik asit orant tim 6rneklerde yiksek dizeyde bulunurken, trans-
kalkon flavonoid turevi hicbir bdlgenin propolisinde tespit edilememistir (Kekegoglu
vd., 2022).

Propolis, apiterapide bilesenlerinin bollugu nedeniyle cesitli hastaliklarin tedavisinde
hem harici hem de dahili olarak kullanilmaktadir. Grip ve soguk alginhiginda, cilt
bozukluklarinda (yaralar, yamiklar ve akne), psoriaziste, kulak burun bogaz
rahatsizliklarinda, jinekolojik hastaliklarda, ¢urtklerin dnlenmesi, dis eti iltihab1 ve

stomatit tedavisinde endikedir.

Propolisin kronik inflamasyonu azaltmak igin, diger ar1 Uruinleriyle es zamanl kullanimi
tavsiye edilmektedir. Propolisin antibiyotige direncli patojenlerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde olumlu etki gostermistir (Weis vd., 2022). Bakteriyel hiicre
bolunmesi ve protein sentezini engelleme yetenegi ile bakteri duvarini ve sitoplazmasini
tahrip ederek bakteri 6limine neden olur (Sengil ve Vatansev, 2021). Ayrica dis eti ve

dis dokusunda hastaliklara neden olan mikroorganizmalari, mikrobiyom dengesini



koruyarak ortadan kaldirdig: belirtilmistir (Weis vd., 2022).

Antibakteriyel aktivitesinin yan: sira Uretilen kollajen miktarini artiran antioksidan
etkisi ile yara iyilesme silrecine de 6nemli destek saglar. Ayrica propoliste bulunan pek
cok vitamin, mineral ve flavonoidin varhg: da bazi enzimatik reaksiyonlari ve hiicre
metabolizmasini hizlandirir, kan dolagimini iyilestirerek yara iyilesmesi (zerinde

faydali bir etki gosterir.

Propolis, kanser hicrelerine karsi secici toksisitesi ve saglkli hiicrelere karsi disuk
toksisitesi nedeniyle kanser tedavisiyle ilgilenen arastirmacilarin dikkatini cekmektedir.
Propolisin 6nemli bilesenlerinden kafeik asit fenil ester (CAPE)’in kanser onleyici
etkisi bildirilmistir (Szabat, vd., 2019). Propoliste bulunan kalkon gibi flavonoidler de
kanser hucrelerinin bolinmesini engelleyebilen anti-timor aktiviteye sahiptir. CAPE,
flavonoid gibi bilesenler sayesinde propolisin, proliferasyon, anjiyogenez, metastaz,
iltihaplanma ve kanser epigenetiginin diizenlenmesi gibi kanser isaretlerine karst umut
verici biyolojik aktiviteler sergiledigi bildirilmistir. Propolisin kanser hiicresinde DNA
sentezini inhibe etme, apoptozu aktive etme ve ldkosit fonksiyonunu dizenleme
yetenegi de calismalarda gosterilmistir. (Szabat, vd., 2019; WalyEldeen vd., 2023).
Arastirmacilara gore propolisin meme kanseri, akciger kanseri, agiz kanserinin yani sira
yemek borusu, mide, kolon, prostat ve cilt kanserlerinin gelisimini engelleme etkisi
vardir (Machado, vd., 2016; dos Santos, vd., 2019; Nasirli, vd., 2022; Falcéo, vd, 2023).

Antibakteriyel ve antikanser 6zelliklerinin yaninda in vivo ve in vitro calismalar
propolisin ¢ok cesitli etkilerini ortaya cikarmistir. Bunlar antialerjik, antifungal,
antiviral, imminomoddlator, kardiyoprotektif, hepatoprotektif, noéroprotektif,
nefroprotektif, antidiyabetik, hipolipidemik, antihipertansif, yaslanma karsiti, Ulser

onleyici ve enfeksiyonlara karsi iltihap onleyici etkilerdir (Weis vd., 2022).

1.1.4. An Zehri

Apitoksin olarak da adlandirilan ar1 zehri, bal arilarinin karin boslugunda bulunan zehir
bezlerinde dretilir. Keskin kokulu, aci tatta, asit reaksiyonlu, sarimtrak renkte, suda
cozlnebilen bir sividir. Hava ile temasinda hizla kuruyup, kristallesir (Szabat, vd.,
2019). Zehirdeki tim maddeler arasinda en biyuk miktarda bulunan %88 oranla sudur.
Kalan %12lik kisimdaki ana bilesenler ise melittin, apamin, mast hicresi degranile
edici peptid (MCD) gibi peptidlerin yaninda, hyaluronidaz ve fosfolipaz A2 enzimleri

ve histamin, dopamin, noradrenalin gibi aktif aminlerdir. Bu maddelerin timi



apitoksinin ozelliklerinden ve aktivitesinden sorumludur (Szabat, vd., 2019; Sengiil ve
Vatansev, 2021).

Farmakolojik onemli aktif maddeler iceren bu zehrin en 6nemli bileseni, kimyasal
yapinin yaklasik %50'sini olusturan polipeptit yapidaki melittindir. Melittin, fosfolipaz
A2’ye yardimci olarak hizla kana karisir ve hicrelerin parcalanmasina yardimc olur.
Ar zehrinde bulunan diger 6nemli polipeptit ise apamindir. Ar1 zehrinde yaklasik %2-3
oraninda bulunan apamin merkezi sinir sistemini uyarirken ayni zamanda iltihap
onleyici bir maddedir. Enzim yapisinda olan fosfalipaz A2 ar1 zehrinde %12 dolayinda
bulunur ve etkili bir alerjen oldugu igin zehrin yapisindaki en etkili maddelerden
birisidir.

Peptidlerden zengin ar1 zehri, Multiple skleroz (MS) gibi otoimmin rahatsizliklarda,
romatoid artrit, osteoartrit gibi dejeneratif hastaliklarda, Alzheimer ve Parkinson gibi
norddejeneratif hastaliklarda kullanilan apiterapotik bir ajandir. Art zehri, igerik
acisindan detayli olarak incelenmis ve biyolojik etkilerinin hangi bilesenlerden
kaynaklandig: arastirmalar sonucunda ortaya ¢ikarilmistir (Sengil ve Vatansev, 2021).
Ancak ar zehrinden izole edilen bilesikler ayri ayr sitotoksik bir etki gosterebilse de,
bu bilesenler sinerjistik olarak hareket edebildiginden, olumsuz etkilere yol agmadan
bazi inflamatuar durumlarin tedavisinde daha yararl olabilecegi bildirilmektedir (Weis
vd., 2022). Art zehrinin tumi ve icerigindeki bilesenlerle ayr1 ayr1 yapilan ¢alismalar
sonucunda, antiinflamatuar, antibakteriyel, antiviral, antifungal, antiartritik,
antinosiseptif ve kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkiler gosterdigi belirlenmistir.
(Karhdag ve Keskin, 2020; Sengul ve Vatansev, 2021).

1.1.5. Polen

Isci arilar, cicekli bitkilerin ana Greme hiicresi olan poleni toplayarak, tikurik
bezlerinden salgilanan amilaz, katalaz gibi enzimlerle karistirir. Koloninin ari st
Uretimi ve yavru yetistiriciliginde protein gereksinimi igin toplamir. Kovan girisine
yerlestirilen polen tuzaklar: kullanilarak toplanan polen, besin degeri nedeniyle tiketimi
her gecen glin artmaktadir. Diger ar1 Urtinlerinde oldugu gibi polenin de icerigi arinin
beslendigi bitki cesitliligine, iklime ve cografi kosullara bagl olarak degismektedir.
(Karhdag ve Keskin, 2020; Sengul ve Vatansev, 2021).

Ar polenindeki kimyasal bilesiklerin minimum ve maksimum degerleri arasinda genis

bir aralik olmasina ragmen, ana bilesenleri proteinler, esansiyel aminoasitler,



karbonhidratlar, doymus ve doymamis yaglar, fenolik bilesikler, vitaminler (A, B
kompleksi, C ve E), potasyum, magnezyum, kalsiyum, fosfor, sodyum, demir, bakir,
¢inko, manganez ve selenyum gibi makro ve mikro elementler olarak ¢zetlenebilir. Bu
bilesimin zenginligi, ar1 polenini bir besin takviyesi olarak dikkate deger bir secenek
haline getirmektedir (Weis vd., 2022).

Ar poleni besleyici 0Ozelliklerinin yaninda, aym zamanda tedavi edici ozellikleri
nedeniyle de oOnemli bir gida takviyesidir. Antioksidan, kardiyoprotektif,
hepatoprotektif, antiinflamatuar, antibakteriyel, antiviral, antifungal, antikanser, imman
sistemi duizenleyici ve antianemik aktivite sergiler. Polenin islenme sekli, onu enzimler
ve probiyotikler agisindan zengin bir driin haline getirir. Ulseratif kolit, kabizlik ve ishal
gibi bagirsak sorunlarini giderir, inflamasyonu ve bagirsak gecirgenligini azaltir. Polen
apiterapide kas kdtlesini arttirma amagclh recete edilmistir. Genel olarak geriatride,
beslenme bozuklugu anoreksiyada, otoimmin hastaliklarda (tiroidit, multipl skleroz,
lupus ve ¢6lyak hastaligi), hafiza kaybinda kullanim: tavsiye edilmektedir (Szabat, vd.,
2019; Weis vd., 2022).

1.1.6. Perga (Ar1 Ekmegi)

Perga, bal arilarinin poleni nektar ve sindirim enzimleriyle karistirip kovana balmumu
ile paketlemesiyle elde edilir. Depolanan polen, zamanla mikroorganizmalardan gelen
enzimlerin, nem ve sicakhigin (35-36 °C) etkisiyle laktik asit fermantasyonuna tabi

tutulur ve polenin kovana tesliminden yaklasik iki hafta sonra perga halini alir.

Perganin bilesimi biyokimyasal olarak dretildigi polenin bilesimine benzemekle birlikte
ondan biraz daha farklidir. Laktik asit ve daha fazla miktarda K vitamini bulunmasi
nedeniyle asitligi daha yiksektir. Polenden daha zengin karbonhidrat igerirken, protein

ve yag oram polene gore disuktir (Nagai vd., 2005; Szabat, vd., 2019).

Polenin pergaya donlsimi esnasindaki  biyokimyasal islemler, polen zarfinin
cozllmesine ve polenin biyoaktif maddelerinin salinmasina sebep olur. Buna baglh
olarak perga, polene gore kolay sindirilebilen sekerler, yaglar, mineral bilesenler ve
serbest aminoasit icerigi nedeniyle insan viicudu i¢in emilimi ve sindirimi daha kolaydir
(Kieliszek vd., 2018).

Bugune kadar perga Uzerine yapilan calismalar sinirhdir, ancak besinsel degeri
anlasildik¢ca daha fazla calisma konusu olmaya baslamistir. Son ¢alismalarda in vitro
antibakteriyel, antiviral, antimikrobiyal, antiinflamatuar, antioksidan, hepatoprotektif,



radyoprotektif, imminomodulator, anti-tumor ve adaptojenik 6zelliklere sahip oldugu
rapor edilmistir. Karaciger, endokrin ve sinir sistemi fonksiyonlar: tzerinde olumlu
etkileri vardir. Pergadan izole edilen crisin ve kaempferolin néroprotektif, anksiyolitik
ve antikonvilsan etkileri bildirilmistir. Dokular1 yeniler, hafizayr guclendirir, alerjik
reaksiyonlar: duzeltir (Kieliszek vd., 2018; Szabat vd., 2019).

Ozellikle bir probiyotik kaynag: oldugundan, kolonoskopi yapilan veya antibiyotik
tedavisi goren hastalarda bagirsak mikrobiyomunu diizenleyerek, sindirimi ve bagirsak
bozukluklarint iyilestirebilir (Weis vd., 2022).

1.1.7. Apis mellifera anatoliaca Yigilca Ekotipi

Molekdiler ve morfometrik calisma sonuglarina gére Turkiye’nin 7 cografik bolgesinde
bes farkli arn ki oldugu bildirilmistir. Ege, Akdeniz, I¢ Anadolu Bolgeleri ile
Karadeniz Bolgesi’nin orta ve bati kesimlerinde Apis mellifera anatoliaca; Trakya
kesiminde Apis mellifera carnica; Guneydogu Anadolu Bdlgesi’nde Apis mellifera
meda; Suriye sinirindaki Hatay civarinda kigik bir bolgede Apis mellifera syriaca;
Kuzeydogu Anadolu Bodlgesi’nde Apis mellifera caucasica irklarinin  yayildig:

gosterilmistir (Kandemir vd.,2006; Kambur ve Kekegoglu 2018).

Bu alt tirlerin yan1 sira, Turkiye’nin izole yerel alanlarinda bulunan ve saf populasyon
Ozelligini koruyan pek cok ekotipler de tespit edilmistir. Bunlarda biri de Bati
Karadeniz Bdélgesi’nde bulunan Diizce ilinin, Yigilca ilgesinde yayilmis olan Apis

mellifera anatoliaca Yigilca ekotipidir (Kekegoglu, 2010; Kekecoglu, 2018).

Yigilca ilgesi, Turkiye'nin kuzeybatisinda yuksek daglarin Gzerinde kurulu olan,
konumundan dolayi, dogal izole kirsal alanlarin bol oldugu bir bolgedir. Sanayilesmis
bolgelerden uzakta yer alan bu kirsal alanlarda, ari Grlnlerinin kalitesini arttiracak
bircok endemik flora tirt bulunmaktadir. Cografyasi ve iklim kosullari nedeniyle
geleneksel gezici olmayan aricihik daha yaygindir. Bu sartlar neticesinde Yigilca

ekotipinin saf kalmasi mumkin olmustur (Kekegoglu vd., 2022).

Yigilca aris1 daha blyik boy, daha koyu renk ile karakterize edilirken, kanat ve bacak
uzunluklari bakimindan da diger art tirlerinden ayrilmaktadir. Bal Uretim kapasitesi
A.m.causica ve A.m. anatoliaca alt tirlerine oranla daha yuksektir (Kekecoglu, 2010;
Kekegoglu, 2018).
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1.2. Escherichia coli

Escherichia coli, insan mikrobiyotasinda 6nemli bir rol oynayan, Enterobacteriaceae
ailesinden iyi karakterize edilmis Gram-negatif bir bakteridir. Ilk kez 1982 yilinda gida
kaynakli hastaliklarin etkeni, 6nemli bir bagirsak patojeni olarak tanimlandi. Firsatci
bir patojen olarak hareket etme potansiyeline sahip kommensal bir bakteri olan E. coli
gastrointestinal sistemde baskin tir olmasinin yaninda biyofilmle iliskili hastaliklarda
en sik Karsilasilan tirlerdendir. Genellikle bagirsak limeninde zararsiz ve sinirh
yasarlar. Ancak bagisiklik sistemi baskilanmis konak¢ida veya gastrointestinal
bariyerlerin ihlali s6z konusu oldugunda normalde hastalik yapmayan E. coli suslar
enfeksiyonlara neden olabilirler. Yalmzca bagirsakta degil, insan vicudunun cesitli
yerlerinde de biyofilm olusturarak enfeksiyonlara neden oldugu bildirilmistir (Allocati
vd., 2013; Ballén vd., 2022).

E. coli A, B1, B2, C, D, E ve F olmak (izere yedi filogenetik gruba ayrilmis olup ayrica
somatik (O), kapsuler (K) ve flagellar (H) antijenlerine gore de serotiplendirmeleri
yapilmaktadir. Hastalik ve 6limlerin baslica nedeni olan belirli patojenik E. coli tlrleri
vardir. En iyi bilinen bagirsak patojenik tirleri (InNPEC) ishale neden olmalarindan
dolay: diyarejenik E. coli (DEC) olarak da belirtilir. INPEC grubu, Crohn hastaligi,
enterik sendromlar ve kanamayla ilgili cesitli toksin Ureten E. coli’lerden olusur. Bu
grupta,  enterohemorajik E. coli (EHEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC),
enteropatojenik E. coli (EPEC), Shiga-toksin Ureten E. coli (STEC), enteroagregatif E.
coli (EAEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC) ve diffuz aderent E. coli (DAEC)
bulunmaktadir. Bagirsak disi hastaliklara neden olan patojenik E. coli tirleri ise EXPEC
olarak adlandirilir. Insanlarda idrar yolu enfeksiyonlarina, neonatal sepsise ve menenjite

neden olmaktadir (Omerovic vd., 2017; Aguirre-Sanchez vd., 2022).

E. coli enfeksiyon olustururken belli bir strateji izlemektedir: (i) mukozal bdolge
kolonizasyonu; (ii) konak¢i savunmasindan kagma; (iii) ¢ogalma; (iv) konakgi hasari
(Al-Harbi ve Al-Judaibi, 2020).

E. coli tirinde biyofilm olusumu iyi ¢ahsilmig ve tanimlanmis, farkli asamalari olan
gelisimsel bir slrectir. Gastrointestinal kanalda, konakg¢idan ve kommensal
bakterilerden gelen sinyallerin yaninda cevresel kosullar da, E. coli biyofilm
olusumunun sekillenmesine katkida bulunur (Ballén vd., 2022).
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1.3. BiYOFILM

Ik coklu tur biyofilmleri, 1683 yilinda Hollandali bilim insan1 Antonie van
Leeuwenhoek tarafindan kendi disleri (zerinde olusan beyaz birikintide calisirken
gozlemlendi. ilkel bir mikroskopla inceledigi birikintide ¢iplak gozle goriilmeyen ve
hareket eden canlilarin oldugunu fark etti. Onlara kiigik hayvanciklar anlamina gelen
“animakdl” adim verdi (de Vos, 2015). "Biyofilm” terimi ise bir yuzeye bagh
mikrobiyal hucre topluluklarini tanimlamak icin ilk olarak Bill Costerton tarafindan
1978 yilinda kullanilmistir (Aydemir, 2018). Ancak artik yuzeye tutunmayan bir araya
toplanarak agregasyon olusturan bakteriler de biyofilm olarak kabul edilmektedir (Sauer
vd., 2022).

Mikrobiyoloji tarihi boyunca bakterilerin yalnizca bireysel davraniglar sergileyen,
asosyal organizmalar oldugu dustintlmekteydi. Artik ginimiizde bakterilerin kimyasal
ve elektriksel sinyaller araciligiyla hticre-hiicre iletisimi saglayabildikleri ve grup
davraniglarint  koordine ederek, ylksek ¢ok hicreli organizmalar gibi hareket
edebildikleri kanitland: (Hickson vd., 2009; Flemming vd., 2016). Son 40 yildir
mikrobiyologlar bakterilerin dogada iki yasam formunda bulundugunu savunmaktadir.
Birinci yasam formunda bakteriler bagimsiz, tek ve serbestce yiizen planktonik formda
gorunurken, diger yasam formunda ise bakteriler mikrobiyal kiimeler seklinde biyofilm

adi verilen yasam formunda organize olmuslardir (Sauer vd., 2022).

Biyofilmler, birbirine veya bir ylizeye donusimsiz olarak baglanan
mikroorganizmalarin, kendi (Grettikleri ekstraseliiler matriks icerisinde goémuli
olduklari, iyi organize olmus, bliyiime hizi ve gen transkripsiyonu gibi 0zelliklerle
degisime ugrayan (¢ boyutlu topluluklardir. Fenotipik olarak planktonik formlardan
farklhilasmis ¢ok hticreli benzeri bu yapilar, bakteriler igin antibiyotiklere, cevresel
streslere, konak immin yanitina karsi guvenli bir yasam alani olusturmakla kalmayip
aynmi zamanda bakteriler igin enerji kazanimi saglayabildikleri ve besin
depolayabildikleri bir yasam formudur (Karygianni vd., 2020; Ballén vd., 2022; Sauer
vd., 2022).

Epidemiyolojik calismalara gore, insan vicudundaki enfeksiyonlarin %80 kadari
biyofilmle iliskilidir. Ortopedik protezler, yapay kalp kapakgciklari, idrar sondalari,
implantlar, kontakt lensler ve endotrakeal tlpler gibi pek ¢ok tibbi cihazda kolonize

olan mikroorganizmalar yuzeyle iligkili biyofilm olusumu sonucunda, mevcut
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enfeksiyonlar: kronik hastaliklara donustirebilmekte ve bu da mortalite ve morbidite
oranlarint arttirmaktadir. Yuzeyle iliskili olmayan biyofilmler ise solunum yolu
enfeksiyonlarina, diyabete, iyilesmeyen yaralar gibi yumusak doku enfeksiyonlarina
zemin hazirlamaktadir. Biyofilm olusturma yetenegi, bakterilerin dogal ortamlarinda
uzun siure hayatta kalmasi, konakg¢inin bagisiklik savunmasindan kagmasi ve
antimikrobiyal maddelerin bu fiziksel bariyer icersine nufuzunu kisitlamas: nedeniyle
potansiyel tehdit olusturmaktadir (Guchhait vd., 2022; Sauer vd., 2022).

Biyofilmlerde mikroorganizmalar kuru Kditlenin  %210’undan azini olustururken,
%90’dan fazlasini organizmalarin kendileri tarafindan salgilanan hidratlanmis hicre disi
polimerik maddeler (EPS) olusturur (Flemming vd., 2016). EPS’nin bilesimi ve yapisi
mikroorganizmalarin tlrine, yerel kayma hareketine, besin ve substratlarin varligina ve
konakgi ortama bagl olarak degismektedir. Mikrobiyal topluluk icinde tek tur veya gok
tir olmasinin EPS sentez ve organizasyonunda farkhilik olusturdugu gozlenmistir.
Biyofilm olusumunda tanimlanan pek c¢ok biyomolekul, iki ana kategoride

incelenmektedir:

(i) Hicre yuzeyi ile iliskili olanlar: Flagella, tip IV pili ve fonksiyonel
amiloidler ornek verilebilir. Hucrelerin yuzeye tutunmasinda, bakteriyel
yapismada, mekanik stabilitenin saglanmasinda ve otoimmdin tepkilerin
duzenlenmesinde rol oynarlar.

(i) Hicre dis1 olarak salgilananlar: Bakteriyel ekzopolisakkaritler, proteinler,
sirfaktanlar ve hiicre dis1 niikleik asitler (eDNA ve eRNA) 0Ornek olarak
verilebilir. Hicre disi  salgilar, hiicresel fizyolojiyi, biyofilmdeki
organizmalarin fizyolojik aktivitelerini belirler ve biyofilm mimarisinde
hicreler aras1 boslugu doldurarak mekanik stabilite saglar.

Bakterilerdeki hicreden hicreye iletisim mekanizmas: olan quorum sensing (QS)
sinyallerinin, EPS sentezini dogrudan etkiledigi gosterilmistir. QS, sinyal
molekdllerinin hiicreler arasinda bilgi aktarimi igin tasiyici olarak kullamldigi ve
ortamda biriken sinyal molekdllerinin yiksek konsantrasyonlarinin tespit edilip, grup
davraniglarinin koordine edebilecegi bir sistemdir. QS, EPS sentezi icin yeterli enerji ve
substrat materyali saglamak (zere, ATP sentezindeki ve karbon metabolizma
yollarindaki genlerin ekspresyonunu diizenleyerek EPS sentezini duzenler (Lv vd.,
2023).
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Olgun biyofilmlerin EPS ile saglanan viskoelastikligi, strekli sivi kayma gerilimi veya
yuksek mekanik basing altinda bile tutunduklari yizeyden ayrilmalarini zorlastirir. EPS
cesitli antimikrobiyallere karsi diflizyon sinirlayici bir bariyer gorevi gorerek ilacin
biyofilmin derin katmanlarina girmesini onler. EPS bilesenlerinin antimikrobiyallerle
reaksiyonundan kaynakl: gecikmis penetrasyon, enzimler tarafindan antimikrobiyallerin
inaktivasyonu veya bozunmas: ilag toleransin1  arttinr.  Aymi zamanda
antimikrobiyallerin biyofilm matriksi ile etkilesimi, antimikrobiyal toleransin spesifik
genetik belirleyicilerini de degistirebilir (Karygianni vd., 2020).

EPS 06zetle, hcre-hiicre sinyallesmesinde, ortamin su ve besin dengesini saglamada,
hicrelerin korunmasinda ve gen ekspresyonlarinda kritik rollere sahiptir (Muhammad
vd., 2020).

1.3.1. Biyofilm Olusum Asamalari

Biyofilm yasam dongust baslica i¢ asamada gerceklesmektedir: tutunma, olgunlasma
ve ayrilma. Bu asamalarin olusumunda, hiicre yiizey mimarisi gibi bakterilerin kendi
ozellikleri ve cevresel ortamlardaki dissal sinyaller, substratlar ve fiziksel kuvvetler
etkilidir.

1.3.1.1. Tutunma

Tutunma asamasi, donudsumli  ve donusumsiz olmak (zere iki adimda

gerceklesmektedir.

Bakterilerin ilk tutunma asamasi, bakteri hucreleri ile ylzey arasindaki yapismanin
zayif olmasindan dolay: tersine cevrilebilir bir sirectir. Bu sirecte elektrostatik,
hidrofobik ve fiziksel etkilesimler, polarite, Van-der Waals kuvvetleri, bakterilerin
yuzeye yapismasint tesvik edebilir. Bunun yam sira yizeyinin bilesimi, sicakligi,
basinci veya pH'1 bakterilerin yapismasi i¢in uygun degilse, cekme veya itme gibi dig
ortam kosullar1 zorlayiciysa, bakteriler planktonik duruma geri donecektir (Oztiirk vd.,
2023; Li vd., 2023).

Ortam kosullarinin Gstesinden gelmeye yardimci olan peritrik flagella, E. coli’nin aktif
hareketliligi icin mekanizma gorevi gorerek yizeyle etkilesimi arttirir ve tutunma igin
yuzeye temas: saglar. Flagella ayrica yuzeyin algilanmasinda da rol oynar (Ballén vd.,
2022). Yilzeye tutunma gerceklestikten sonra E. coli hiicreleri hareketsiz hale geldigi
icin flagella sentezi baskilanir. Planktonik yasamdan, sesil yasama donuste siklik-

diguanilik asit (c-di-GMP) ad1 verilen ikincil haberci rol oynar. Planktonik yasamda c-
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di-GMP konsantrasyonu dustktir. Biyofilm olusumu sirasinda seviyesi yukselir. E.
coli’de c-di-GMP molekult hem flagellar motilitede, hem de biyofilm olusumunda

gerekli olan curli, seliiloz ve PGA sentezinde rol oynamaktadir (Ballén vd., 2022).

Tutunmanin ikinci asamasinda ise bakteri ile ylizey arasinda gucli, geri donlsi
olmayan bir baglanma gercgeklesir. Negatif yikli olan bakteriler, cekme kuvvetinin itme
kuvvetinden daha blylk olmasina bagh olarak pozitif yukli ylzeyde sabit kalir.
Bakterilerin yuzeyle adezyonu ve birbirleriyle kohezyonu sonucu bu basamak geri
dondurilemez hal alir. Bu asamada artik mikrokoloni olusumu gozlemlenir (Oztiirk vd.,
2023; Li vd., 2023).

Geri donusi olmayan baglanmay: gerceklestirmek tzere E. coli U¢ tur organeli
kullanmaktadir: (i) Konjugatif pili (F pili); (ii) Curli fimbria; (iii) Tipl fimbria.

(i) Konjugatif pili (F pili): F plazmit Gzerinde kodlanir ve hiicreden hiicreye yatay
gen transferinde rol oynar. Hicre-hiicre temasini saglar, agregasyonu ve
abiyotik ylzeylere baglanmay: tesvik eder. F plazmidi, tutunma ve biyofilm
olgunlasmasiyla ilgili olan curli ve kolanik asit tretimini uyarmaktadir.

(ii) Curli  fimbria: E. coli’nin hiicre ylzeyinde bulunan, hiicre dis1 matris
proteinlerine baglanan amiloid yapilardir. Hucre-ylizey ve hicre-hicre
etkilesimini arttirarak, hiicre agregasyonunu ve biyofilm olusumunu destekler.
E. coli’yi korumanin yaninda virilans dzelliklerini de arttirdigi bulunmustur.

(iii) Tipl fimbria: Bakterilerin birbirlerine yapismasina ve baslangicta bir yapisma
katman: olusturmalarina olanak tanir. Fimbria ucunda bulunan FimH proteini
sayesinde E. coli okaryotik hiicrelerde, EPS’de ve abiyotik yiizeylerde bulunan

mannoza baglanabilmektedir (Ballén vd., 2022).
1.3.1.2. Olgunlasma

Bir sonraki asamada, mikrokoloniler birlesir ve EPS olusumuyla biyofilm t¢ boyutlu
olgun bir hal alir. Mantar benzeri biyofilm yapisinda besinleri ve suyu hicrelere tasiyan,
istenmeyen maddeleri ortamdan uzaklastiran dolasim sistemi benzeri kanallar olusur.
Olgunlasma suresince bakteriyel ytzey yapilarinin dretimi engellenir. Bu nedenle
mikrokolonilerin hareketliligi kisitlanmistir. Bu sesil hiicrelerin gen ekspresyonlari
planktonik hiicrelerden oldukea farklidir (Oztiirk vd., 2023; Li vd., 2023).

E. coli biyofilmlerinin olgunlasma asamasinda ¢ ana polisakkarit rol oynamaktadir.

Bunlar biyofilme sekil verir ve ayrica yapisal destek saglarlar.
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(i) Poli-B-1,6-N-asetil-D-glukozamin (PGA): Hducreden hucreye yapismay: ve
yuzeye tutunmay: destekleyen pozitif yikli adezin polimeridir. Ayn1 zamanda
biyofilmi satabilize etmektedir.

(i) Seltloz: Mikrobiyal seliloz, D-glikoza bagli ve fibriller olusturan B-(1,4)
homopolisakkaritinden olusur. Biyofilmin sert yapisindan seliiloz sentezi
sorumludur.

(iii) Kolanik asit: Bakteri hiicresi etrafinda koruyucu bir kapstl olusturarak onlar
cevresel kosullardan koruyan, glikoz, galaktoz, fukoz ve glukuronik asitten
olusan negatif yuklu, dallanmig Dbir polimerdir. Dusik sicaklhilarda

sentezlenebilmesi sayesinde E. coli’nin hayatta kalmasinda énemli rol oynar.

Bu polisakkaritlerin disinda hicre yiizey polisakkaritleri olan kapstler polisakkaritler ve
lipopolisakkaritler de E. coli biyofilmi olusumuna dahil olan bilesenlerdir. Kapstler
polisakkaritler, hucreyi sikica tutan ve yiuzeyi saran yiksek molekil agirlikli yapilardir.
Yizey adezinlerini koruyarak biyofilm olusumuna dolayli katki saglamaktadirlar.
Lipopolisakkaritler ise, hicre yiizeyinde bulunan yapisma faktorleriyle olan iliskiye
gore biyofilm olusumunu arttirip, azaltabilmektedir (Ballén vd., 2022; Oztirk vd.,
2023).

Bakterilerin gen ekspresyonunu hiicre yogunluguna gore ayarlamasini saglayan quorum
sensing mekanizmast da bu asamada kendini goOstermektedir. Bakteriler QS
mekanizmasiyla salgilanan otoinduktorler (Al) olarak da adlandirilan kiguk sinyal
molekdlleri sayesinde birbirlerinin varligin: algilayarak, yogunluga gore gen ifadesini
duzenlerler. Bu sayede biyofilm olgunlasmasi, hareketlilik ve virllans faktorlerinin

ekspresyonu gibi davraniglar: dizenlemek mimkin olmaktadir.

E. coli’de en cok bilinen Al, biyofilm olusumuyla ilgili olan LuxS enzimi tarafindan
uretilen Al-2 molekiludir. Biyofilm olusumunda Al-2 ekspresyonu yukari regiile edilir
ve LSR tasiyicilart ile hizla disariya salgilanir. Optimum bakteri yogunluguna

ulasildiginda luxS geni asagi regile edilerek Al-2 Uretimi engellenir (Ballén vd., 2022).
1.3.1.3. Dagilma

Son asama, hucrelerin koparak biyofilmin dagilmasidir. Ortamda besin ve oksijen
azhgi, sicaklik degisimi, yogun rekabet gibi pek ¢ok etken hticrelerin planktonik hale
gecmesine sebep olabilir (Oztiirk vd., 2023; Li vd., 2023). Dagilma, bakteri hiicrelerinin
fizyolojik ve cevresel kosullara yanit olarak mevcut biyofilmden ayrilmasi ve geng bir
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biyofilm olusum doéngisiine devam etme stratejisi olarak da kabul edilmektedir.
Dagilma, aktif ve pasif olmak uzere iki turlu gerceklesir. Aktif dagilim esnasinda,
biyofilm matrisini bozan ve hicre hareketliligiyle ilgili olan genlerin yukar
regulasyonu s6z konusuyken, fimbria sentezi, EPS Uretimi ve tutunma gibi biyofilm ile
ilgili genlerin reguldsyonu azalmaktadir. Biyofilm yapisindan mikrokolonilerin veya
planktonik haldeki hucrelerin hizla serbest kalmasi ile gerceklesen bu ayrilma
tohumlama (seeding) olarak tanimlanmaktadir. Pasif dagilmada asinma, sivi kaymasi
gibi fiziksel tetikleyiciler ve hiicre dis1 hidrolaz gibi enzimatik bozunma faktorleri
etkilidir. Pasif dagilmaya ornek kabuk ayrilmasi/dokiulme ve erozyon seklindeki
ayrilmaladir. Kabuk ayrilmas: veya dokilme (slouthing) olarak nitelendirilen dagilmada
biyofilmden aniden ayrilan hiicre agregatlari géze carpmaktadir. Erozyonda ise tek tek
veya kicuk hicre gruplarinin sirekli olarak salinmasi s6z konusudur (Allocati vd.,
2015; Muhammad vd., 2020).

Ayrisma
ve Ayrilma

Toplanma
ve Baglanma

Bliylime
ve Birikim

Sekil 1.1. Biyofilm olusum asamalar1 (Sauer vd., 2022).

1.4. KANSER

Insan viicudundaki hiicre sayisi, hiicre cogalmas: ve apoptoz arasindaki benzersiz bir

denge sayesinde korunur. Kanser, huicrelerin gogalma ve hayatta kalmasini kontrol eden
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kritik dlzenleyici genlerdeki (protoonkogen) biyokimyasal ve hucresel degisikliklerden
kaynaklanan bir hiicre proliferasyon hastaligidir.

Hiicre cogalmas: tek basina kanser sebebi degildir. Inflamatuar hiicrelerin, DNA
hasarina sebep olan faktorlerin ve biyiume faktorlerinin eslik etmesiyle kanserlesme
riski artar. Doku hasar1 sonrasi gelisen kronik inflamasyon, hicrelerin hizli ve guclu bir
sekilde proliferasyona girmesiyle kanser induksiyonuna sebep olur. Onkoproteinlerin
kontrol edilememesi sonucu protoonkogenlerin onkogenlere ddnlismesi, tamor
baskilayici1 genlerin inaktivasyonu ile karsinogenesise giden yollarin aktiflesmesi,
apoptozun inhibisyonu, kontrolsiiz ¢ogalma, dogal bagisiklik sisteminin bozulmasi,
hlcrelerin kanserojenlere karsi daha fazla duyarli hale gelmesi ve mutasyonlarin daha

s1ik olusmasi sonucu hiicre tumorlesmeye gider.

Son 60 yilda kardiyovaskiler hastaliklarda profilaksinin artmasina, enfeksiyon
hastaliklarinda as1 ve antibiyotik tedavilerinin gelistirilmesine bagli olarak, erken
yaslarda (30-69) olumlerin ilk sebebi artik kanser olarak bildirilmektedir (Bozgeyik,
2020).

Kanser insidans: verilerinde Diinya genelinde 2020’de sirasiyla en ¢ok meme, akciger
ve kolorektal kanser tirleri gorulmustir. Kanserden olimlerde ilk iki sirada ise akciger
ve kolorektal kanserler bulunmaktadir. Kolorektal kanserin gorilme sikligi tim kanser
vakalari iginde %10 oranindadir. Kanser vakalarinin gesitliligi g6z énune alindiginda bu
oran azimsanamayacak kadar yiksektir. Kolorektal kanser grubu altinda incelenen
kolon kanseri ise %10’luk oranin %6°sin1 olusturmaktadir (Sekil 1.2). Verilere
04.01.2024 tarihinde Cancer Today (iarc.fr) sitesinden erisilmistir.
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2020 yilinda Dlinya genelinde yas ve cinsiyet ayrimi olmaksizin
goruilen kanser vakalari

Meme
— 2261419 (%11,7)

Akciger
2206771 (%12,14)

Diger kanserler
8879 843 (%46)

Kolorektal
1931590 (%10)

Prostat
1414259 (%7,3)

Mide

1089103 (%5,6)
Rahim Agzi Karaciger
604 127 (%3,1) 905 677 (%4,7)

Toplam: 19 292789

Sekil 1.2. Diinya genelinde 2020 verilerinde kanser vakalarinin rakamlar: ve yizdeleri.

Insan viicudunda kolonize olmus mikroorganizmalar da dahil pek ¢ok cevresel faktoriin,
neoplastik hucrelerin metabolizmasini ve fonksiyonunu degistirebildigi, timér mikro
ortamini sekillendirebildigi bilinmektedir (El Tekle ve Garrett, 2023).

1.4.1. Kanser ve Mikrobiyota

Kanser olusumunda, prognozunda, teshis ve tedavisinde mikroorganizmalarin rolleri
yuzyillardir tartisilmaktadir. Mikroorganizmalarin ¢ok azi dogrudan kansere sebebiyet
vermektedir. Cogunlukla konak¢inin bagisiklik sistemi (zerinden hareket ederek
kanserin biyimesinde su¢ ortagi oldugu bildirilmistir. Uluslararast Kanser Kayitlar
Birligi (IARC) tarafindan, diinya izerindeki yaklasik 10'2 farkli mikrobiyal tiirden
yalnizca 11’i insan kanserojenleri veya “onkomikrobikler” olarak -etiketlenmistir.
Bunlardan “Epstein-Barr Virlsu, hepatit B virtst, hepatit C virlst, Kaposi virusu,
insan immdin yetmezlik virtsu 1, insan papilloma virisleri, insan T htcreli lenfotropik
virls tip 1” olmak tzere yedi tanesi viriis; “Opisthorchis viverrini, Clonorchis sinensis,
Schistosoma haematobium” olmak (izere Ucl plathyhelmint (yassi solucan) ve
“Helicobacter pylori” olmak Uzere biri bakteridir. Bu onkomikrobikler tahmini olarak
senede 2,2 milyon vakaya neden olmaktadir. Bu da kiresel kanser vakalarinin yaklasik
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olarak %13’(ne tekabul eder. Gugli deneysel kanitlar, baska mikroorganizmalarin da
genotoksin aracilig: ile hiicreyi mutajeneze yonlendirdigini ve kanseri baslattigini ileri
strmektedir (IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans,
2012); Sepich-Poore vd., 2021).

Genotoksinler, insan  gastrointestinal  kanaldaki  mikroorganizmalarin  diger
mikroorganizmalarla rekabet edebilmesine olanak saglayan bakteriyel metabolitlerden
biridir. Rakip mikroorganizmay: hedef alan genotoksinler serbest birakildiginda
konakgr hiicreleri de etkileyebilir (El Tekle ve Garrett, 2023).

Kanserle iligkilendirilen bakteriler, mikrobiyolojik ve mikrobiyom arastirmalarindaki
son gelismelere ragmen on yil agkin stredir guncellenmemistir. IARC tarafindan pro-
timorojenik mikroorganizma listesinde olan H. pylori’ye ek olarak daha pek cok
bakterinin artik metagenomik ve in vivo calismalar neticesinde kanseri modile
edebildigi ve kansere katkida bulundugu gosterilmistir. Mikrobiyom icerisinde dikkate
deger kanserojenler asagida oOzetlenmis ve Sekil 1.3’de epitelyal hicre yollar

uzerindeki mikrobiyal etkilerin kanserle iliskili cesitli 6zellikleri verilmistir.

Helicobacter pylon Fusobactenum nucleatum Escherichia coli Bacteroides fragilis Salmonella enferica
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Sitotoksisite ve Epitelyalden DNA hasar Hilcre dinglsi Froliferasyon ve
kronik inflamasyon mezenkimale gecis regiilasyonu apoptoz regllasyonu

Sekil 1.3. Epitel hicrelerinde neoplastik surecler tizerindeki mikrobiyal etkiler (Cullin
vd., 2021).

H. pylori mide epitel hicrelerine, dis membran adezin HopQnun CEACAM'a
baglanmas: yoluyla baglanir; bu sayede virilans faktori CagA, T4SS araciligiyla
dogrudan epitel hucrelerine enjekte edilir. CagA, Wnt/b-katenin yollarini1 aktive ederek

diizensiz hiicresel donusiim ve apoptozla sonuglanir.

F. nucleatum kanseri bircok yolla tetikleyebilir. FadA gibi virllans faktorleri adezin,
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hlcresel i¢sellestirmeye ve NF-kB ve IL-6'nin aracilik ettigi proinflamatuar kaskadlarin
indiklenmesine izin verir. Bir baska 6nemli adezin olan Fap2, Wnt/b-katenin yolu
yoluyla hucresel proliferasyonu arttirmak, proinflamatuar artist artirmak igin timor
yuzeyindeki D-galaktoz-b (1-3)-N-asetil-D-galaktozamin (Gal-GalNAc) karbonhidrat
parcalariyla etkilesime girer. sitokin Uretimine katkida bulunur ve kanser hicresi
istilasinin, metastazin, kéklugun ve tedavi direncinin belirgin bir 6zelligi olan EMT'ye

katkida bulunur.

Patojenik E. coli, salgilanan genotoksin kolibaktin de dahil olmak (zere klasik olarak
patojeniteyle iliskilendirilen virtlans faktorleri ve toksinlerden olusan bir repertuvara
sahiptir. Konakg¢t hucre tarafindan igsellestirildiginde, tumodr 0Oncesi hucresel
donustmler ve ¢oklu kanser genomlarinda tespit edilen bir mutasyon imzasu ile zincirler

arasi gapraz baglar: ve ¢ift iplikli DNA kirilmalarin: indiikler.

Enterotoksijenik B. fragilis (ETBF), bagirsak hiicresi siki baglantisin1 hedef alan ve E-
kaderinin bolinmesine yol acan BFT'yi kodlar. Sonug olarak bu, bagirsak gecirgenligini
arttirir ve NF-kB sinyali yoluyla kronik bagirsak iltihabina ve reaktif oksijen tirlerinin

artmasiyla doku hasarina neden olarak kolorektal kansere yol agar.

S. enterica Tip 3 salgilama sistemi (T3SS), Wnt/b-katenin aktivasyonu tarafindan
tetiklenen hiicre ¢ogalmasinin aktivasyonu yoluyla timoér olusumunu destekleyen cok
islevli efektor AvrA gibi virtlans faktorlerinin hiicre ici enjeksiyonunu yonlendirir.
MAPK ve AKT yollarinin daha fazla aktivasyonu, kanserde hicresel doniisumi

strddrmek icin kritik dneme sahiptir (Cullin vd., 2021).

Mikrobiyotanin onkogenez veya kanser prognozu Utzerindeki potansiyel etkisine iliskin
arastirmalar icin oncelikle bagirsak bariyerine odaklanilmistir. Clinkli  bagirsak
bariyerinin en genis konakgi-mikrobiyal arayiizii ve en blyik mikrobiyal gesitliligi
sunmasi, timor ile bagirsak mikrobiyal kompozisyon degisiklikleri arasindaki neden-

sonug iligkisini ortaya ¢ikarabilir (Sepich-Poore vd., 2021).

1.4.2. Kolon Kanseri

Kolon kanseri esasinda sporadik ortaya cikan, kalhitimsal mutasyona rastlanmayan,
genetik bir hastaliktir. Onkojenik gen mutasyonlarinin kademeli olarak birikimi, 6nce
kolon adenomlarina ve sonrasinda kansere neden olan otonom kolonik epitel hiicrelerin

(CEC) poliferasyonuna yol acar. CEC biuyimesiyle kolon timérlerinin baslamasi, yeni
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baslayan timorin blylmesi ve sonucgta kansere donusmesi olaylarina neden olan
biyolojik degisiklikleri tesvik edenin ne oldugu kesin olarak bilinmemektedir. Bununla
beraber, mikrobiyomun, kolonik karsinogenezin baslatilmasinda ve ilerlemesinde

baslica stipheli oldugu calismalarda gosterilmistir (Sears ve Garrett, 2014).

Kalin bagirsaktaki bakteri yogunlugu (mL basina yaklasik 102 hiicre), ince bagirsaktaki
bakteri yogunlugundan (mL basina yaklasik 10%) oldukca fazladir. Kalin bagirsakta
kanser gorilme riski, ince bagirsakla karsilastirildiginda 12 kat daha yuksektir. Bu
veriler kolon kanserini bakterilerin module edebilecegi hipotezini akla getirmistir (Al-
Harbi ve Al-Judaibi, 2020).

Biyofilm arastirmalarinda gastrointestinal sistemdeki biyofilmlerin  karsinogenezi
tetikledigi yeni bir gelisme olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Cok sayida ¢alisma kolon
kanseri ile bagirsak epitelinde bulunan bakteriyel biyofilmler arasinda bir korelasyon
oldugunu bildirmektedir. Biyofilm pozitif normal bagirsak dokularinda, artan epitel
hicre proliferasyonu, epitelyal kaderinin (E-kaderin) lokalizasyonunun degismesi gibi
pro-onkojenik durumun belirteclerine rastlanmaktadir (Chew, vd., 2020). E-kaderin
timor baskilayici olarak bilinen, hicre-hiicre adezyonunun ydritilmesinde énemli role
sahip bir transmembran glikoproteindir (Bozgeyik, 2020). Biyofilm, kolonik epitel
hlcresi E-kaderinin yeniden diizenlenmesiyle, bagirsak gecirgenligini arttirir, bagirsak
bariyerinin fonksiyon kaybina neden olur ve sonunda bagirsak disbiyozu artar (Chew,
vd., 2020). Son yillarda yapilan pek cok calisma, bireysel organizmalarin, genetik
olarak duyarl: fare hastalik modellerinde timor olusumunu tetikleyebildiklerini ortaya
koymustur. Bu calismalar sonucunda, BFT toksini ifade eden enterotoksijenik
Bacteroides fragilis (ETBF), pks virllans adas: ile E. coli, FadA ve Fap2 adezinlerini
ifade eden Fusobacterium nucleatum gibi proonkogenik genleri barindiran tek tirlerin

kolon kanseriyle iliskili oldugu fikri desteklenmistir (Tomkovich vd., 2019).

Mukosal yiizeylerde bulunan kommensal bakteriler, konakg: fizyolojisi igin gok 6nemli
olan bagisiklik sistemi hticreleri ile etkilesime girer. Mukus bariyeri asildiginda, firsatci
patojenlerin istilasiyla ataga gecen inflamatuar yanitlar, proinflamatuar veya immin
baskilayici yollar: tetikleyerek timor olusumuna sebep olur. Patojenik bir E. coli susu,
DNA’nmin timor olusumuna sebep oldugu bilinen bir kismina kovalent bagla
baglanarak, mutajenik DNA hasarina yol acan genotoksin kolibaktin Gretir (Nadler vd.,
2021).
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Kolibaktin, poliketid sentaz (pks) pozitif E. coli tarafindan bagirsakta Uretilen
genotoksik poliketid-peptittir. pks’ye maruz kalan hayvan modellerinde, DNA
sarmalinin - kirildigi ve timoér olustugu tespit edilmistir.  Kultirlenmis epitel
hlcrelerinde, pks pozitif E. coli ile enfeksiyonu sonucu, hiicre dongusi etkilenir, gen
ifadesi degisir, kromozomal sapmalara neden olur ve mutasyon siklig: artar (Alhinai,
2019).

1.4.2.1. HCT116 Kolon Kanseri Hiicre Hatt:

Kanser biyolojisini incelemek icin yaygin olarak kullanilan insan kolon kanseri hiicre
dizisidir. In vitro calismalarda oldukca timorejenik, istilaci ve hareketli oldugu,
biyume faktoriinden bagimsiz gelistigi bildirilmektedir (Rajput vd., 2008). Kolon
kanseri olan yetiskin bir erkegin kolonundan izole edilen bu hiicre hatti, Ras proto-
onkogeninin 13. kodonunda bir mutasyon gostermektedir.
(https://www.atcc.org/products/ccl-247#required-products (Erisim Tarihi: 12.01.2024)).

1.4.3. Apoptoz

Apoptoz Yunanca “yaprak dokimd” anlamina gelen, ilk defa 1972’de Kerr tarafindan
0zel bir morfoloji gosteren hiicre 6limleri icin kullanilmis bir kelimedir. Cok hucreli
organizmalarda, hasarli veya yararsiz hiicreleri diizenli ve inflamasyon olmaksizin
ortadan kaldiran, bir dizi sinyal iletim kademesi ile diizenlenen, siki bir sekilde organize
edilmis dogal bir suregtir. Eriskin hicrelerde apoptozis, homeostaziyi saglamaktadir.
Apototik yolakta gorevli genlerin islev kayb:1 ya da kazanimi, hiicresel homeostaziyi
bozarak gesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Yetersiz hiicre 6limu
kanser ve otoimmun hastaliklara neden olurken, hizlandirilmis apoptozis ise akut ve
dejeneratif pek cok hastaliga yol acabilmektedir (O'Brien ve Kirby, 2008; Karatas,
2012; Bozgeyik, 2020).

1.4.3.1. Apoptozda Morfolojik Degisiklikler

Hem cekirdek hem de sitoplazmanin dahil oldugu apoptotik strecte hiicrelerde goérilen
morfolojik 6zellikler, hicre tirleri arasinda benzerlik géstermektedir. Hiicre 6luminiin
baslamasindan parcalanmasina kadar gecen sure, hicre tipine, uyaran cesidine ve
kullanilan apoptotik yola bagli olarak genellikle birka¢ saattir. Apoptozis igin sinyal
alinmasinin ardindan hiicre kugtulmeye ve kondanse olmaya baslar. Hucrenin tutundugu
yuzeyle arasindaki adezyon ortadan kalkar, komsu hucrelerle olan temasi da kesilir.

Hucre iskeleti dagilir, kromatin yogunlasir, nikleus zari dalgali bir gérinim alr, zar
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porlari kaybolur. Membranda tomurcuklanma baslar ve membran butinligt bozulur.
Apoptotik hucrenin dis ylzeyinde salgilanan sinyaller sayesinde fagositik hticreler
tarafindan apoptotik hiicre ortadan kaldirilir (O'Brien ve Kirby, 2008; Karatas, 2012;
Bozgeyik, 2020).

1.4.3.2. Apoptozda Biyokimyasal Degisiklikler
Biyokimyasal degisiklikler 3 ana baslik altinda incelenebilir:
(i) Kaspazlarin aktivasyonu
(i) DNA ve protein parcalanmasi
(i)  Membran degisiklikleri ve fagositik hiicreler tarafindan taninma

Apoptoz baslangicinda, normalde hicre membraninin sitozolik tarafinda bulunan
fosfodilserin (PS) hiicre dis katmana gecer. Bu translokasyon sayesinde makrofajlar, 6li
hicreleri pro-inflamatuar bilesenler salgilanmadan, erkenden taniyarak fagosite eder.
Bunu, DNA’nin karakteristik olarak endonikleazlar ile parcalara ayrilmasi takip eder.
Apoptozisin erken evrelerinde kaspaz proteinleri salinmaya bagslar ve aktiflesen
kaspazlar, hiicresel bircok substrati parcalara ayirir, nikleer catiyr ve hicre iskeletini

parcalar (Bozgeyik, 2020).

1.4.4. Kaspazlar (Hucresel Giyotinler)

Apoptozun merkezi yiraticlleri kaspazlar buyuk bir proteaz enzim ailesidir. Aktif
bolgelerinde sistein aminoasidi bulunur. Hedefledikleri proteinleri aspartik asit
birimlerinden kestikleri icin bu isim verilmistir (C-Asp-ase; C:sistein amino asit
simgesi; Asp: aspartik asit; -ase:kesici enzim eki). Bu giine kadar memeliler igin 14
kaspaz tanimlanmistir. Apoptoz sirasinda ilk gorev alan kaspazlar baslatici kaspazlar
(kaspaz 2, 8, 9 ve 10)’dir. Sonraki asamalarda gorev alanlar ise efektor kaspazlar
(Kaspaz 3, 6 ve 7) olarak adlandirilir. Kaspazlar inaktif zimojenler olarak sentezlenir ve

bu halleriyle prokaspaz olarak adlandirilirlar (O'Brien ve Kirby, 2008; Karatas, 2012).

Kaspaz zincirinde yer alan enzimlerin aktivitesi siki bir sekilde kontrolde tutulur. Ciinki
bir kez aktive olduktan sonra bir daha geri donlisi mumkin degildir ve hicreyi mutlak

Olime suriklerler. Kaspaz aktivasyonunda 3 temel yol vardir:
(i) Baslatici bir kaspaz tarafindan proteolitik kesim ile aktivasyon

(i) Yakin indikleme

24



(iii) Holoenzim olusumu

Baslatic1 bir kaspaz tarafindan efektor kaspazin proteolitik olarak kesilmesi sonucu
aktivasyon oldukca etkin bir mekanizmadir. ikinci mekanizmada ise birgok prokaspaz 8
molekili birbirine yakinlasarak kiimeler olusturur ve capraz bicimde birbirlerini
keserek aktive ederler. Holoenzim olusumunda sitokrom ¢ ve Apaf-1 (Adaptor proteaz
aktivasyon faktoru-1) oligomerizasyonu prokaspaz 9’un bu komplekse katilmasina
imkan vererek apoptozomu olusturur. Kaspaz 9’un bu yolla aktivasyonu proteolitik

degil, kompleksin bicim degistirmesi ile saglanmis olur (Karatas, 2012).

1.4.5. Apoptoz Mekanizmalan

Kaspazlar apoptoz mekanizmasinin merkezinde hem baslatict hem de efektér olarak
gorev alirlar. Apoptozun c¢ok bilinen i¢sel (intrensek/mitokondriyal) ve dissal
(ekstrinsik/6lim reseptoru) olmak Uzere iki baslatma yolag: vardir. Her iki yol da ortak
bir yiritme asamasinda birlesir. Az bilinen gunct yol ise intrensek endoplazmik

retikulum yolagidir (Bozgeyik, 2020).
1.4.5.1. Ekstrinsik (Dussal) Yol

Dissal 6lim reseptori yolagi, hicre yizeyindeki 6lim reseptorlerinin kendilerine 6zgi
6lum ligandlarina baglanarak aktive edilmesi ile baglar. Timor Nekroz Faktori (TNF)
reseptor siper ailesine baglh cok sayida tanimlanmis 6lim reseptorii vardir. En iyi
bilinen iki Uyesi Fas reseptort ve Tip 1 TNF reseptéri (TNFR1)’dir. Pro-apoptotik bu
reseptorleri aktive eden ligandlar sirasiyla Fas ligandi (FasL) ve TNF-a sinyal iletim
yolaklandir. FasL, aktiflestirilmis B hucreleri ile T hicreleri dahil olmak Gzere cesitli
hicre tipleri tarafindan salgilanir. TNF-a ise agirlikli olarak aktive edilmis monosit,
makrofaj ve lenfositler tarafindan eksprese edilir. Olim reseptérlerinin i¢ kisimlar:
Olim alan: (Death Domain (DD)) olarak bilinir. TNF reseptord ile iliskili 61Gm domaini
TRADD ve Fas ile iligkili 61im domaini ise FADD olarak adlandirilir. Ug ya da daha
fazla 6lum reseptori ve ligand kompleksi bir araya toplandiginda bunlarin DD’leri
birbirine yakinlasir ve adaptor protein icin baglanma bélgesi olusur. Bu ligand-reseptor-
adaptor protein kompleksine 6lum tetikleyici sinyal kompleksi (Death Inducing
Signaling Complex (DISC)) adi verilmektedir. Prokaspaz 8’in aktivasyonunun
baslamasina neden olan bu DISC yapisidir. Enzimin aktif olan hali kaspaz 8 bir apoptoz
baslaticisidir ve diger efektor kaspazlari 3, 6 ve 7’yi aktive eder (Sekil 1.4) (O'Brien ve
Kirby, 2008; Bozgeyik, 2020).
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Sekil 1.4. Ekstrinsik (Dissal-Olim Reseptorii) Yolak (O'Brien ve Kirby, 2008).

1.4.5.2. Intrinsik (/csel) Yol

Icsel apoptoz, mitokondriden salinan faktérlere bagl oldugu icin, mitokondriyal
apoptoz olarak da bilinir. Bu yolak, hicrelere 6lme talimati veren hormonlar gibi
hlcrenin disindan gelen gelisimsel sinyallere ya da hiicre ici DNA hasar1 sonras: olusan

uyarilara kars1 en sik kullanilan yolaktir (Karatas, 2012; Mcllwain vd., 2013).

Icsel apoptoz yolun tetiklenmesi icin, mitokondriyal dis membran gecirgenliginin
yaninda, apoptozom olusumuna ve kaspaz 3 aktivasyonuna yol agan sitokrom c’nin

sitoplazmaya salinmasi kritik énem tasir (Carneiro ve El-Deiry, 2020).

Bu yolak, Bcl-2 ailesinin bir grup proteini tarafindan kontrol edilir. Bu ailede bulunan
proteinlerin bir kismi apoptozu hizlandirirken, bir kismi apoptozu inhibe eder. Anti-
apoptotik proteinler olan “Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1, Mcl-1" proteinleri, sitokrom
¢’nin mitokondriyal salimin1 bloke ederek apoptozu inhibe eder ve hiicreyi 6limden
korurlar. Apoptozu indukleyici pro-apoptotik proteinler ise “Bax, Bak, Bcl-Xs, Bad,

Bid, Bim, Noxa, Puma” proteinleri ise sitokrom ¢’nin salinmasini tesvik ederek hiicreyi
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6lume sdrlklerler. Apoptozun baslayip baslamayacagini belirleyen, mitokondri
yuzeyinde karsilasan pro-apoptotik ve anti-apoptotik aile tUyelerinin denge durumudur.
Eger pro-apopotik proteinler baskin gelirse, mitokondriden bir dizi molekdl salinir.
Bunlardan en 6nemlisi de sitokrom-c’dir. Sitozole salinan Sit-c, dinlenme halinde
inaktif monomer olan adaptor protein Apaf-1’e baglanarak, molekilde konformasyonel
bir degisime neden olur. Bu degisim ATP/dATP’nin Apaf-1’e baglanmasint mimkin
kilar. Sit-c, Apaf-1 ve ATP/dATP kompleksi apoptozom denilen heptamer bir yapi
olusturur. Bu yapi, komplekse toplamda yedi molekiil prokaspaz 9’un katilmasina
olanak tanir. Prokaspaz 9 molekdllerinin apoptozoma baglanmasi, kaspaz 3 gibi efektor
kaspazlar1 aktive eden kaspaz 9 holoenzimini olusturur (Karatas, 2012; Bozgeyik,
2020). Sonug olarak icsel apoptoz yolunda sorumlu baslatici kaspaz, Apaf-1’e
baglandiginda indiklenen dimerizasyonla aktive edilen kaspaz 9’dur (Sekil 1.5)
(Mcllwain vd., 2013).

Apoptoti K Sinyaller

Sitokrom-c

Apaf-1 c@ — @ 4—@ Mitokondri
ATPIAATP _, q
Prokaspaz-9

Q;}%ﬂ L Q};ﬁ%
S\

7

Apoptozom 'L
Prokaspaz-3 I-I Kaspaz 3

Sekil 1.5. Sitokrom c¢’nin neden oldugu Intrinsik (Mitokondriyal-icsel) Yolak (Wang,
2001).

1.4.5.3. Ortak Yol

Apoptozun son ylritme asamasinda kaspaz 3,6 ve 7 gibi efektor kaspazlar gorev alir.

27



Baslatici  kaspazlarin  enzimatik  aktivasyonu, efektor kaspazlarin  proteolitik
aktivasyonuna ve bir dizi hayati proteinin bolinmesine yol agarak hiicreyi programli bir
sekilde 6lime goturir. Tim efektor kaspazlar icinde en 6nemlisi kaspaz 3’tlr ve
baslatic1 kaspazlardan herhangi biriyle aktive olabilir. icsel ve dissal her iki yol da
kaspaz 3’te birlesir. Kaspaz 3’le aktive olan deoksiribonukleazlar niikleer apoptoza yol
acar. Efektor kaspazlar, protein kinazlarin, hiicre iskeleti proteinlerinin, DNA onarim
proteinlerinin  ve endonikleazlarin  bélinmesini indlkler. Bunun sonucunda,
sitoplazmik kabarciklarin ve apoptotik cisimciklerin olusmasi, DNA yogunlasmas: ve
pargalanmas: gibi apoptozun morfolojik belirtileri ortaya ¢ikar (Ghobrial vd., 2005; Jan,
2019).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. ARl URUNLERININ TEMINi VE HAZIRLANMASI

Kullanacagimiz ar1 triinleri DAGEM (Diizce Universitesi Aricilik Arastirma Gelistirme
ve Uygulama Merkezi)’den Subat 2022°de temin edildi. Her bir art Grind literatire
dayali olarak uygun ekstraksiyon yontemleriyle deneylerin hemen dncesinde taze olarak

stok solusyonlar: hazirlanmastir.

2.1.1. Ani Sutl Ekstraksiyonu

5 gr ar1 sti, 10 mL soguk fosfat tamponlu salinde (PBS) ¢ozduruldi (1:2 (v/v)). 48 saat
stispanse olmast igin birakildi. Sispansiyon 12.000 rpm’de 45 dk santriftjlendi.
Ardindan slpernatan alindi ve calismalarin 6ncesine kadar +4 °C’de saklandi (Amly

vd., 2021).

2.1.2. Ar1 Zehri Ekstraksiyonu

Kuru haldeki ar1 zehri, distile suda ¢ozildi ve ¢oziinmeyen materyalleri gikarmak igin
12.000 rpm'de 10 dk boyunca santrifijlendi. Ortaya c¢ikan c¢ozelti, farkh
konsantrasyonlarda ar1 zehri ¢ozeltilerinin hazirlanmasi igin stok solusyon olarak +4
°C’de sakland: (Behroozi vd., 2014; Mostafa vd., 2022).

Sekil 2.1. Ar1 zehrinin toplandig: cam plaka.
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Sekil 2.2. Cam plakadan ar1 zehrinin kazinmasi.

2.1.3. Perga Ekstraksiyonu

Benzer yap1 ve icerikleri nedeniyle polen ve perga ekstratlarinin hazirlanmasi icin

Campos ve ark.”’min metodu birka¢ modifikasyonla uygulandi.

1:5 oraminda (w/v) 5 gr perga 25 mL metanol icerisinde 48 saat maserasyona birakildi
(Sekil 2.3). 7 saat boyunca 150 rpm’de manyetik karistiricida tutuldu. Cozelti Whatman
No.4 kégidi ile suzuldi. Hazirlanan metanol ekstreye dnce 50 °C’de 30 dk, daha sonra
65 °C’de 5 dk rotary evaporatdrde muamele edilerek metanol uzaklastirild: (Sekil 2.5).
Ornek dimetilstilfoksit (DMSO) igerisinde ¢ozlldi ve stok ¢ozelti koyu renkli sisede +4
°C’de sakland: (Campos vd., 2021).

Sekil 2.3. Perga maserasyonu.
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2.1.4. Polen Ekstraksiyonu

1:3 oraminda (w/v) 5 gr polen 15 mL metanol icerisinde 48 saat maserasyona birakildi
(Sekil 2.4). 6 saat slresince 150 rpm’de manyetik karistiricida tutuldu. Cozelti
Whatman No.4 k&gidi ile filtrelendi. Hazirlanan metanol ekstre énce 50 °C’de 30 dk,
daha sonra 65 °C ’de 5 dk rotary evaporatérde muamele edilerek metanol uzaklastirild:
(Sekil 2.5). Ornek dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde ¢ozuldi ve stok ¢ozelti koyu
renkli sisede +4 °C’de sakland: (Campos vd., 2021).

Sekil 2.4. Polen maserasyonu.
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Sekil 2.5. Perga ve polenden rotary evaporatorde metanoliin uzaklastiriimasi.

2.1.5. Bal Ekstraksiyonu

Bal calismalar Oncesinde distile su ile seyreltilerek kullanidmstir (Sekil 2.6) (Al-
kafaween vd., 2020).

Sekil 2.6. Bal solusyonlarinin hazirlanmasi.

2.1.6. Propolis Ekstraksiyonu

Toz halindeki propolis 6rneklerinden 50 gr agirhginda alind: ve tzerine 500 mL etanol
eklendi. Karisim, 1s1k almayan bir ortamda, manyetik karistirici Gzerinde 72 saat sureyle

150 rpm’de calkalandi. Karisim filtre kdgidindan suziilerek balmumu uzaklastirildi.
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Geri kalan slzlntd rotary evaporatorde 50-60 °C’de 5-10 dk bekletilerek etanol
uzaklastirildi. Kalan reginemsi kisim tartilarak miktar belirlendi ve propolis icerigi %10
olacak sekilde (0,1 g/mL) %70’lik etil alkolde ¢6zulip stok solisyon hazirland:.
Hazirlanan %210’luk propolis ekstrati calismalar 6ncesinde 1:2 (v/v) oraninda DMSO ile
seyreltilerek stok solusyon hazirland: (Sevim vd., 2021).

Sekil 2.7. Ar1 Urdnlerinin seyreltilmesi.

2.2. ANTIBIYOFiLM AKTIiVITENIN BELIiRLENMESIi

2.2.1. Bakteri izolatlarinin Temini

Bu calismada, daha onceki calismalar icin Klinik izolatlardan izole edilmis, %15’lik
gliserol ve Nutrient Broth (NB) karisimi igerisinde -80 °C’de stoklanan 11 farkl: E. coli
izolati, Dokuz Eylul Universitesi Fen Fakiltesi Biyoloji Boliimi’nden temin edilmistir.
Tez galismast suresince kullanilan mikroorganizmalar +4 °C’de yatik olarak hazirlanan
Nutrient Agar (NA) icerisinde saklandi. Mikroorganizmalar analizlerin ©ncesinde
uygun besiyeri ortaminda canlandirildi, saflik kontrolli yapildi ve daha sonra testlerde
kullanild1 (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Bakteri izolatlari.

2.2.2. Bakteri Izolatlarimin Biyofilm Olusturma Kapasitelerinin Belirlenmesi

E. coli izolatlari, mikroplaka biyofilm tahlili kullanilarak biyofilm olusturma agisindan
incelendi. Bunun igin dncelikle her bir izolat aerobik kosullarda Mueller Hinton Broth
(MHB) besiyerine inokle edildi ve 24 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

%0,5, %1, %3 ve %5 olmak Uzere 4 farkli glikoz konsantrasyonlarinda hazirlanan MHB
ve Brain-Heart Infision Broth (BHIB) besiyerlerinden 96 oyuklu mikroplakalara 100 pL
eklendi. Uzerine taze kiiltirden 0.5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu 100
puL kadar ilave edildi. Kontrol grubu olarak sadece glikoz ile desteklenen MHB ve
BHIB besiyerleri kullanildi. Mikroplakalar aerobik kosullar altinda 37 °C’de 48 saat

stireyle inkibe edildi.

ELISA yikama cihaz1 (Robonik, India) ile kuyucuklar t¢ kez 200 puL PBS ile yikand:.
Kurutulan plakalara biyofilmin fiksasyonu i¢in 200 uL %99 metanol ile 5 dk muamele
edildi. Kuyucuklar ters cevrilerek icerisindeki reaktif bosaltildi ve kurutuldu. 15 dk
boyunca oda sicakhiginda 200 pL %0,3 kristal viyole boyasi ile boyandi. Otomatik
ELISA yikama cihazi ile U¢ kez distile su ile yikandi. Son asamada kuruyan
kuyucuklara 200 pL %96 etanol eklenerek 560 nm’de ELISA okuyucuda (Robonik,
India) Optik Dansite (OD) olculdu (Sharifi vd., 2022).

Tum suslar ve negatif kontrol igin ortalama OD degeri hesaplandi. Veriler Stepanovi¢
yontemine gore degerlendirildi. Bu yonteme gore oncelikle Cut-off (ODc) degeri
hesaplanir, sonrasinda da mevcut OD degerleri kiyaslama ile biyofilm olusturma
kapasiteleri belirlenir. Cut-off degeri, negatif kontroliin ortalama OD degerinin (izerinde
l¢ standart sapma olarak tanimlandi. Elde edilen sonuclara gére OD degeri ODc’den

kicuk olan suslar biyofilm negatif olarak kabul edildi. OD degeri ODc degerinin 2
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katindan az olanlar zayif, 2-4 kati arasinda olanlar orta, 4 katindan fazla olanlar gucli
biyofilm olusturucular olarak siniflandirildi (Stepanovi¢ vd., 2000; Kayode ve Okoh,
2022).

2.2.3. At Uriinlerinin Biyofilm inhibisyon Aktivitesinin Olgiilmesi

Art Urunlerinin  biyofilm olusumunu engelleme potansiyeli, bir 6nceki adimda

anlatildig: sekilde yine mikroplaka biyofilm testi kullanilarak degerlendirildi.

Sekil 2.9. Antibiyofilm Calismalar:.

Oncelikle giicliye yakin orta seviyede biyofilm olusturan E. coli 5 izolat1 steril cam
tiplerde 5 mL MHB besiyerinde 37 °C’de 24 saat inkibe edildi.

Diz tabanli 96 kuyucuklu bir mikroplaka Uzerinde, calisilacak kuyucuklara 100 pL
steril %1 glikozla desteklenmis MHB ortami eklendi. Daha sonra, besiortamiyla
seyreltilmis ar1 Grdnlerinin stok c¢ozeltilerinin dort farkli konsantrasyonundan (%6,25,
%12,50, %25 ve %50) 50 pL eklendi. Son olarak 0,5 McFarland bulanikligina
ayarlanmis 50 pL taze E. coli kiltiri eklendi ve 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Pozitif
kontrol 100 pL E. coli ve 100 puL besiortami igermistir. Negatif kontrolde sadece 200
pL besiortami kullanildi. Mikroplaka kuyucuklarinin sinirli olmasi nedeniyle deney iki

tekrarl: olarak yurutalda.

Inkiibasyonun ardindan kuyucuklar otomatik ELISA yikama cihazi kullanilarak 200 pL
PBS ile ¢ kez yikand: ve 65 °C’de 20 dk kurutuldu. Daha sonra biyofilmler 200 pL

%99 metanol ile 5 dk sireyle sabitlendi. Kuyucuklar ters ¢evrildi, icerikleri bosaltild: ve
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yeniden kurutulan kuyucuklar, 15 dk sireyle 200 pL %0,3 kristal viyole boyas: ile
isleme tabi tutuldu. Mikroplakalar otomatik ELISA yikama cihazi kullanilarak distile su
ile Uc¢ kez yikand: ve kurutuldu. Son olarak, her bir oyuga 200 uL %95 etanol ilave
edildi ve OD, mikroplaka okuyucu uzerinde 560 nm’de kaydedildi.

Yizde inhibisyon degerleri Denklem (2.1)’e gore belirlendi.

% Inhibition — ODpozitif kontrol — ODOrnek % 100 2.1)
o fniubttton = ODpozitif kontrol '

2.3. ANTIPROLIFERATIF AKTIVITENIN BELIRLENMESI

2.3.1. Hucre Kultara
2.3.1.1. Besiyeri Hazirlama

Inaktive edilmis %10 fetal sigir serumu (FBS), 200 mM L-glutamin, 100 U/mL
penisilin, 100 mg/mL streptomisin ile desteklenen RPMI 1640 besiyeri steril cam sise

icerisinde hazirlandi.
2.3.1.2. Hucrelerin Cozdurilmesi

Butiin deneysel calismalar laminar-hava akisl: kabin icerisinde gerekli tiim sterilizasyon
sartlarina uygun olarak yapilmistir. Daha 6nceden -80 °C’de dondurulmus olan
HCT116 hicre hatt1 hizli bir sekilde ¢ozdirulip, Uzerine taze besiyeri eklenerek 7 dk
1700 rpm’de santrifuj edilmistir. Santriflij sonrasi supernatant uzaklastirilip, ¢coken
hicre pelleti Gzerine ise 1-2 mL besiyeri eklenmistir. Hicreler pipetaj yapilarak
stispanse edildikten sonra uygun flasklara ekildi. 37 °C’de %95 nem ve %5 CO; iceren
inktbatore kaldirilarak 48 saat sonra hicrelerin tutunup tutunmadigi invert mikroskop

altinda kontrol edilmistir.
2.3.1.3. Hucrelerin Pasajlanmas:

Hicreler %70-80 civari yogunluga ulastiginda ytizen hucreler santrifiij tlplerine
aktarildi. PBS ile flask igerisinde bulunan 6li hucreleri ve ortamda olusan kirliligi
gidermek amaciyla yikama islemi yapilmistir. Yikama islemi sonrasi PBS
uzaklastirilmistir. Flaskta yapisan hicrelerin Gzerlerine tripsin-EDTA soliisyonundan
ekleyerek ardindan 37 °C’de inklbatorde 5 dk bekletilip hicrelerin kendilerini

birakmalar1 beklenmistir. Mikroskopta hiicrelerin  ayrildigi  gézlemlendigi anda
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uzerlerine bir miktar besiyeri eklenip, tripsin etkisiz hale getirilmistir. Flasktaki kalkan
hicrelerin bulundugu tripsinli besiyeri 15 mL’lik falkon tiiplne aktarilarak 1700 rpm’
de 10 dk santriftj edilmistir. Stpernatant uzaklastirilip pellet 1 mL kadar besiyeri ile
cozdurilerek, hicre sayimi yapilmistir. 96 kuyulu mikroplatelere her bir kuyucuga 5000
hlcre denk gelecek sekilde hesaplanarak100 pL besiyeri ile ekim yapilmigtir. Hucreler
24 saat %5 CO2’li inkibatorde, 37 °C’de inkiibasyona konulmustur.

2.3.1.4. Hucre Canl:lzginin Belirlenmesi

Inkiibasyon sirelerinin ardindan, ar1 driinlerinin  hiicre canhligir (zerine etkisini
belirlemek icin WST-1 yontemi kullanilmigtir. WST-1 yontemi, sitotoksisiteyi 6lcmeye
yarayan, tetrazolyum tuzlarinin kullanimina dayanan kolorimetrik hizli bir yontemdir.
Tetrazolyum tuzlar1 yalnizca aktif mitokondri tarafindan halkalar: kirilarak formazana
donlsebilen organik tuzlardir. Sadece canli hicrelerde gergeklesen mitokondriyal
dehidrojenaz aktivitesi, canli hiicrelerin sayisina bagli olarak formazan boyasinin

miktarini artiracak ve renk degisimi meydana gelecektir.

Inkiibasyon sonrasi hiicreler %70 yogunluga ulastiginda besiyerleri cekildi. An
urtnlerinin stok soliisyonlarindan besiyeri ile seyreltilerek 4 farkli konsantrasyonda
(9%6,25; %12,5; %25; %50) numune kuyucuklara eklendi. 24 saat ve 48 saat olmak
uzere hicreler inkubasyona birakilmistir. Bu slrelerin sonunda mikroplakadaki her
kuyucuktan besiyerleri dikkatlice uzaklastirilarak tzerlerine 100 pL taze besiyeri, 10 uL
de WST-1 reaktifi eklendi. Huicrelerin yaklasik 4 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda 540
nm dalga boyunda mikroplaka okuyucusunda (Epoch Microplate Spectrophotometer,
Agilent Technologies, Inc., ABD) absorbans: 6lgilmustir. Hicre canlihg yuzdesi,
Excel programi yardimiyla, numunelerin absorbans ortalamalarinin, kontrol grubu
absorbans ortalamalarina boéltinmesi ve ¢ikan sonucun 100 ile carpilmas: ile

hesaplanmustir.
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Sekil 2.10. Hiicre Kultiri Calismalari.

2.4. APOPTOTIK YOLAK ANALIizZi

2.4.1. Protein izolasyonu

HCT116 kolon kanseri hicrelerinden protein izolasyonu igin, hicreler 6 kuyucuklu
plakalara ekildi. %70-80 civarinda yogunluga ulasan hucrelerin izerine ar1 Urtinlerinin
stok soltsyonlarindan %25 ve %50 konsantrasyonda olacak sekilde ilave edilerek 24
saat inkibasyona birakildi. Inkiibasyon siresinin dolmasimin ardindan hiicrelerden
besiyeri uzaklastirildi. Soguk PBS ile yikanan hucrelere 1 mM PMSF igeren RIPA
(A.B.T, Tirkiye) tamponundan 500 pL konuldu. RIPA tamponu, icerisindeki proteaz
inhibitdri sayesinde proteaz aktivitesini durdurarak protein yikimini engeller ve etkili
hlcre lizisi ve protein ¢ozunurlugu saglar. Hicreler 5 dk buz tzerinde inkiibasyonun
ardindan scraper ile kazinarak kaldirildi ve ependorflara alindi. Hiicreler buz igerisinde
RIPA tamponun etki etmesi igin 30 dk daha dinlendirildi. Bu esnada 4-5 kez
homojenizasyonu saglanmasi igin vorteksle 5-10 saniye muamele edildi. Daha sonra
ependorf icerisindeki hticreler, 13500 rpm’de +4 °C’de 15 dk santrifiij edildi. Protein
izolatinin oldugu supernatant tortu olmaksizin yeni steril tiiplere alindi. Proteinler tek

kullanimlik olacak sekilde alikotlandiktan sonra -80 °C’ye kaldirild:.
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2.4.2. Protein Miktar Tayini

HCT116 hicrelerinden izole edilen proteinlerin miktarlart BCA protein 6lglim Kiti
(ABP Biosciences, LLC) ile belirlendi. BCA protein tahlili, bir numunedeki toplam
protein miktarinin belirlenmesi amaciyla kullanilan kolorimetrik bir yontemdir. Bu
yontemde, proteinler alkali bir ¢ozeltide Cu*? katyonunu Cu*! katyonuna indirger ve

bisinkoninik asit muamelesi ile mor renk olusur.

Kit icerisinde bulunan bovine serum albumin (BSA) ile saf su kullanilarak 2; 1,5; 1;
0,75; 0,5; 0,25; 0,125; 0,025 ve 0 pg/mL konsantasyonlarda standartlar hazirlandi. Her
standart ve protein numunesinden 96 kuyucuklu plakanin her birine 25’er pL eklendi.
BCA calisma reaktifini hazirlamak uzere kit icinden ¢ikan Reaktif A ve B oram 50:1
(Reaktif A:B) olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan reaktif karisimindan her bir
kuyucuga 200’er pL eklendi. 37 °C’lik inkiibatorde 30 dk inkiibe edildi. Olgimden énce
10 dk boyunca oda sicaklhiginda tutuldu. Mikroplaka okuyucuda 450 nm’de absorbansi
okutuldu ve ¢ikan sonuglarin Excel programinda standart egri cizilerek hesaplamalari
yapildi (He, 2011).

2.4.3. Apoptozis Belirteclerinin Incelenmesi
2.4.3.1. Kaspaz-3 Enzim Aktivitesi Olgtim Yéntemi

Apoptozisin bir gostergesi olarak kaspaz-3 enzim aktivitesi HCT116 kolon kanseri
hicrelerinde kantitatif olarak Colorimetric Human Caspase 3 ELISA Kit (BT LAB,
Sanghay, Cin) yontemi ile kantatif olarak degerlendirildi. Oncelikle kit iceriginde
aciklandig: sekilde standartlar hazirlandi. Her standarttan kuyucuklara 50 pL konuldu.
Uzerlerine 50 uL streptavidin- HRP eklendi. Ornek kuyucuklarina 40 uL 6rnek, 10 pL
kaspaz 3 antikoru ve 50 uL streptavidin-HRP koyuldu. Plaka yavasca calkalandi ve
lzeri kapatilarak 37 °C’de 60 dk inkibe edildi. Inkiibasyondan sonra yikama islemi
yapildi. Yikama islemi igcin 250 mL yikama soltisyonu ile kuyucuklar 5 kez yikand.
Yikama isleminden sonra kurutulan her bir kuyucuga 50 pL substrat solusyonu A ve 50
puL substrat solisyonu B eklendi. Karanlikta 37 °C’de 10 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuga 50 pL stop sollisyonu eklenerek reaksiyon
durduruldu. 10 dk igerisinde mikroplaka okuyucuda 450 nm dalga boyunda her bir

kuyucugun absorbans: 6l¢ildu.
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2.4.3.2. Kaspaz-8 Enzim Aktivitesi Olctim Yontemi

Apoptozisin bir gostergesi olarak kaspaz-8 enzim aktivitesi HCT116 kolon kanseri
hlcrelerinde kantitatif olarak Colorimetric Human Caspase 8 ELISA Kit (BT LAB,
Sanghay, Cin) yontemi ile kantatif olarak degerlendirildi. Oncelikle kit iceriginde
aciklandig: sekilde standartlar hazirlandi. Her standarttan kuyucuklara 50 pL konuldu.
Uzerlerine 50 uL streptavidin- HRP eklendi. Ornek kuyucuklarina 40 uL 6rnek, 10 pL
kaspaz 8 antikoru ve 50 uL streptavidin-HRP koyuldu. Plaka yavasca calkalandi ve
tizeri kapatilarak 37 °C’de 60 dk inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra yikama islemi
yapildi. Yikama islemi igin 250 mL yikama soliisyonu ile kuyucuklar 5 kez yikandi.
Yikama isleminden sonra kurutulan her bir kuyucuga 50 pL substrat soltisyonu A ve 50
puL  substrat solisyonu B eklendi. Karanhkta 37 °C’de 10 dk inklbe edildi.
Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuga 50 pL stop sollsyonu eklenerek reaksiyon
durduruldu. 10 dk icerisinde mikroplaka okuyucuda 450 nm dalga boyunda her bir

kuyucugun absorbans dl¢ulda.
2.4.3.3. Kaspaz-9 Enzim Aktivitesi Olctim Yontemi

Apoptozisin bir gostergesi olarak kaspaz-9 enzim aktivitesi HCT116 kolon kanseri
hicrelerinde kantitatif olarak Colorimetric Human Caspase 9 ELISA Kit (BT LAB,
Sanghay, Cin) yontemi ile kantatif olarak degerlendirildi. Oncelikle kit iceriginde
aciklandig: sekilde standartlar hazirlandi. Her standarttan kuyucuklara 50 pL konuldu.
Uzerlerine 50 pL streptavidin-HRP eklendi. Ornek kuyucuklarina 40 pL érnek, 10 pL
kaspaz 9 antikoru ve 50 uL streptavidin-HRP koyuldu. Plaka yavasca calkalandi ve
tizeri kapatilarak 37 °C’de 60 dk inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra yikama islemi
yapildi. Yikama iglemi igin 250 mL yikama soliisyonu ile kuyucuklar 5 kez yikandi.
Yikama isleminden sonra kurutulan her bir kuyucuga 50 uL substrat solusyonu A ve 50
pL substrat solisyonu B eklendi. Karanhkta 37 °C’de 10 dk inklbe edildi.
Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuga 50 pL stop sollisyonu eklenerek reaksiyon
durduruldu. 10 dk igerisinde mikroplaka okuyucuda 450 nm dalga boyunda her bir

kuyucugun absorbans: 6l¢ildi.

2.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Analizler GraphPad Prism (Suriim 10.0.2(232)) yazilimi kullanilarak hesaplandi. Tim

degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak sunulmustur.
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Antibiyofilm aktivite deneyleri iki tekrarli olarak yapilmis ve ortalamalarn
hesaplanmistir. Ortalamalarin yizde degerleri Denklem (2.1)’e go6re verilmistir.
Kontrole kiyasla etki seviyelerinin anlamliligi, tek yonli ANOVA ve ardindan
Dunnett’in ¢oklu Kkarsilastirma testi kullanilarak belirlendi. Cubuk grafikler Excel’de
olusturuldu. (****p <0.0001; ***p <0.001; **p <0.01; *p<0.05; p>0.05).

Antiproliferatif aktivite sonuclari, i¢ bagimsiz deneyden ortalama + SD olarak ifade
edilmistir. Sonuglar, tek yonlit ANOVA ve ardindan kontrole kiyasla Dunnett’in ¢oklu
karsilastirma testi kullanilarak analiz edildi. Cubuk grafikler Excel’de olusturuldu.
(****p <0.0001; ***p <0.001; **p <0.01; * p<0.05).

Apoptotik yolak analizi ari drtnlerinin iki farkli konsantrasyonu (%25 / 9%?50)
uygulanan HCT116 hucrelerinde g tekrarl olarak yapilmis ve ortalamalar: verilmistir.
Sonuclar, tek yonli ANOVA ve ardindan kontrole kiyasla Dunnett’in ¢oklu
karsilastirma testi kullanilarak analiz edildi. Grafikler Graphad Prism programi ile
duzenlenmistir. (****p <0.0001; ***p <0.001; **p <0.01; * p<0.05).
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. ANTIBIYOFILM AKTIVITENIN BELIRLENMESI

3.1.1. Bakteri Kulturlerinin Biyofilm Olusturma Kapasitelerinin Belirlenmesi

11 E. coli izolatinin dort farkl: glikoz konsantrasyonu ile desteklenmis iki farkl: besiyeri
(MHB ve BHIB) ortaminda uygun optimum Kkosullara gére biyofilm olusturma
kapasiteleri mikroplaka biyofilm tahlili ile tespit edilmistir. Farkli glikoz
konsantrasyonu ile desteklenen MHB besiyerlerinde her izolatin biyofilm olusumlarinin
pozitif oldugu gorildi (OD / ODc > 1) (Sekil 3.1). E. coli 1, E. coli 2, E. coli 4, E. coli
5 ve E. coli 6 izolatlarinin biyofilm OD degerleri ODc degerinden 2-4 kat daha ylksek
cikmistir ve bu durum bu izolatlarin orta seviyede biyofilm olusturma kapasiteleri
oldugunu gostermektedir. %1 glikoz iceren MHB besiyeri igersinde E. coli 5 izolatinin

gucliye yakin oranda biyofilm olusturma kapasitesine sahip oldugu gorilmektedir.

4
35
3 i
25 -
2 i e
15 - | .
1 |
05 - 5
0 ,

Biyofilm olusturma kapasitesi

E.colil E.coli2 E.coli3 E.coli4 E.coli5 E.coli6 E.coli7 E.coli8 E.coli9 E.coli 10E.coli 11

B MHB %0,5 = MHB%1 = MHB %3 MHB %5

Sekil 3.1. E. coli izolatlarinin farkl glikoz konsantrasyon icerikli MHB besiyerinde
biyofilm olusturma kapasiteleri. (ODc degerine oranla OD degerleri hesaplanmistir.
OD/ODc<1=Negatif; 1< OD/ODc< 2=Zayif; 2<OD/ODc<4=0rta; 4<0OD/ODc=Gug¢l0).

BHIB besiyerinde biyofilm olusumlarinin birkag izolatta negatif oldugu g6zlenmektedir
(OD / ODc < 1) (Sekil 3.2). Bu besiyerinde en yiksek biyofilm olusumu %5’lik glikoz
konsantrasyonunda E. coli 2 numaral izolatta tespit edilmistir ve biyofilm olusturma
kapasitesi orta diizeydedir. Bunun disinda biyofilm olusturma kapasiteleri cogu izolatta

zay1f dizeyde seyretmistir (1 <OD / ODc < 2= Zayif).
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Sekil 3.2 E. coli izolatlarinin farkli glikoz konsantrasyon icerikli BHIB besiyerinde
biyofilm olusturma kapasiteleri. (ODc degerine oranla OD degerleri hesaplanmustir.
OD/ODc<1=Negatif; 1< OD/ODc< 2=Zayif; 2<OD/ODc<4=0rta; 4<OD/ODc=Gugl0).

3.1.2. An Uriinlerinin Biyofilm inhibisyon Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Art Urtnlerinin biyofilm gelisimi Gzerindeki inhibisyon etkisi Sekil 3.1’de goruldugi
uzere, gucli biyofilm olusturucu olarak belirlenen E. coli 5 numarali izolat (izerinde
arastirilmigtir. Absorbans sonuglarinin Denklem (2.1)’e gore yuzdelik hesaplamalar

yapilmastir.

Ar sutl biyofilm olusumunu konsantrasyona bagli olmaksizin %50’nin Gzerinde inhibe
etmistir (Sekil 3.3). En dustik konsantrasyonda bile oldukga iyi seviyede inhibisyon etki
gostermistir (%67,74).
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Sekil 3.3. Ar1 sutlintn E. coli biyofilmi izerindeki inhibisyon etkisi.
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Verilerimizde ar1 sttiiniin hem dislk, hem de yiiksek konsantrasyonda %65 Uzerinde E.
coli biyofilmini inhibe ettigi gortlmektedir. Art sttunin antimikrobiyal aktivitesiyle
ilgili pek ¢ok calisma olmasina ragmen, biyofilm Uzerinde calismalar yok denecek
kadar azdir. Ari sotindn icerigindeki diger ari drlnlerinde bulunmayan ve
immunomodulator etki gosteren 10-HDA (10-Hidroksi-2-desenoik asit) bileseni kalite
parametresidir. Pek cok calismada farkli bakteri turleri (zerinde antibiyotik etkisi
gosterilmistir ve arastirmacilar bu bilesenin ari sttinin antimikrobiyal kapasitesini
belirledigini séylemektedir (Comara vd., 2017; Aydin ve Tekeoglu, 2018; Weis vd.,
2022). Ayrica, 10-HDA bileseninin oral bir patojen olan Streptococcus mutans bakterisi
Uzerinde yapilan bir galismada, bakterinin hiicre yuzeyine yapigmasint engelledigi,
bunun yan: sira dogal agiz mikrobiyotasina zarar vermedigi de vurgulanmaktadir
(Yousefi vd., 2012).

Ar sutlindeki bu bilesen ar1 irki ve iklime gore degismekle birlikte, genel olarak
yaklasik %1,5- 2 arasinda seyrettigi bilinmektedir. Ancak calismamizda kullandigimiz
art sutllyle ayni merkezden temin edilen ari sttuniin icerik analizinin yapildigi bir
calismada bu oran %3,52 civarinda bulunmustur (S6nmez vd., 2023). Art sttinin
antibiyofilm kapasitesinin yiiksek oranda bulunan 10-HDA bilesenine bagli oldugu

dusunulmektedir.

Biyofilm calismamizda en yiksek inhibitor etkiyi %25 konsantrasyonda %73,98 oranla
ar zehri gostermistir. Ar1 zehrinin tim konsantrasyonlarda yuksek inhibisyon yuzdesi

ile diger ar Grtinlerine gore daha etkili oldugu bulunmustur (p<0,0001) (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Ar1 zehrinin E. coli biyofilmi izerindeki inhibisyon etkisi.
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Calismamizda, ar1 zehrinin E. coli bakteri biyofilmini %70lerin tzerinde inhibe etmesi,
ar1 zehrinin antibiyofilm ajan olarak etkili oldugunu gostermektedir. Benzer bir bulgu
Celebi ve ark. larinin ¢alismasinda, ari zehrinin E. coli K99 bakterisinin biyofilm
olusumunu %50 civarinda azalttig1 rapor edilmistir (Celebi vd., 2023). Farkl bir
calismada ise art zehri, hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakteri biyofilmini
neredeyse tamamen bastirmistir (Mostafa, vd., 2022). Sonuglarimiz literaturle paralellik

gOstermektedir.

Anadolu anisinda yiksek oranda bulunan ve ar1 zehri bilesenlerinden olan Fosfolipaz
A2, distk mikrobiyal yukle iliskilendirilmis ve ar1 zehrinin antimikrobiyal karakterine
katkida bulundugu bildirilmistir (Tanugur-Samanci ve Kekegoglu, 2021).

Bunun yani sira melittin bileseninin de tek basina ar1 zehrinin tamamindan daha fazla
antibakteriyel etki gosterdigi belirtilmistir.  Melittin ve fosfolipaz A2 bilesenleri,
membran lipitleriyle etkilesime girer, peptid toplanmasina neden olarak gdzeneklerin
olusmasina ve nihayetinde hiicre membranminin pargalanmasina sebebiyet verir.
Membran buttinlugl bakterilerin hayatta kalmas: igin zorunludur (Leandro vd., 2015;
Mostafa, vd., 2022).

Biyofilm olusumu perganin tim konsantrasyonlarinda %50 Uzerinde azalmistir (Sekil
3.5). %25’lik perga konsantrasyonunun biyofilm olusumunda %61,01’e varan
inhibisyon etkisi goze carpmaktadir (*** p<0,001).
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Sekil 3.5. Perganin E. coli biyofilmi tizerindeki inhibisyon etkisi.
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Polenin konsantrasyona bagli olarak antibiyofilm etkisi artis gostermistir. %25 ve
%50’lik konsantrasyonlarda biyofilm inhibisyonu %55’e varmaktadir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Polenin E. coli biyofilmi tzerindeki inhibisyon etkisi.

Arilar kovanin yag ve protein ihtiyacini karsilayan art emegini (perga) yapmak igin
ciceklerden polen toplarlar. Uzun yillardir kullanilan besleyici fonksiyonel bir besin
olan polen, ar1 fermantasyonu ile pergaya dontsttrilur. Diger ari Grtnleri gibi bu ikisi
de bilesenlerinin sinerjitik etkisi ile antimikrobiyal diren¢ gelistirmeden patojenleri
hedefler. Ayrica polen ve pergamin hedeflenen patojenlere karsi antibakteriyel etki
gosterirken, konak¢r mikrobiyomunu bozmamasi 6nemli bir detaydir (Didaras vd.,
2020). Polen ve perga igeriginde bulunan flavonoid ve fenolik bilesenler gibi pek ¢ok
bilesenin antimikrobiyal etkiye yol actigi bilinmektedir. Bunun yani sira perganmin
antibiyofilm kapasitesinin polene kiyasla daha yiiksek olmasinda, perganin probiyotik
bakterilerce (6rnegin laktik asit bakterileri gibi) daha zengin olmasinin rol oynadigi
dustinulmektedir. Laktik asit bakterilerinin antibakteriyel ve antibiyofilm etkileri daha
onceki calismalarda gosterilmistir (Taheur vd., 2016). Polen ve perga ile yapilan
calismalar kisithdir. Antimikrobiyal etkilerini belirlemek adina yapilan c¢alismalar
bulunmaktadir ancak daha 6nce antibiyofilm etkisiyle ilgili calismalara rastlanmamaistur.
Sonuglarimiz  her iki Grinin de antibiyofilm kapasitesine sahip oldugunu

gostermektedir.

Calismamizda bolgemize has ar1 ekotipinden elde edilen bal, konsantrasyondan
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bagimsiz olarak her dozda %50 (zerinde antibiyofilm etki gostermistir. %6,25’lik en
dustk konsantrasyonda en yiiksek inhibisyon etki (%59,14) gozlenmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Balin E. coli biyofilmi Uzerindeki inhibisyon etkisi.

Balin biyofilm inhibisyon etkisi, daha dnce Pseudomonas auroginosa, S. aureus gibi
patojen bakterilerde in vitro, in vivo ve klinik acilardan detayli incelenmistir. Balin
yapismay1 onleyici, biyofilm dagitici 6zellikleri ve igerigindeki antibiyofilm bilesenler
onun antibiyofilm ajan olarak degerlendirilmesini mimkin kilmaktadir (Deglovic vd.,
2022).

Kelulut bali ile yapilan bir ¢alismada konsantrasyona bagl olarak E. coli biyofilmi
Uzerinde %37 oraninda inhibisyon etkisi ve virulans gen ekspresyonununda azalma
oldugu gosterilmistir (Al-kafaween vd., 2021). E. coli biyofilm olusumuyla ilgili bir
dizi gen Uzerinde yapilan bir calismada, bal uygulamasinin biyofilmi tesvik eden genleri
baskiladigi, bunun aksine biyofilmi baskilayan genlerin ise yukari regule oldugu
gosterilmistir (Wasfi vd., 2016). Bulgular balin E. coli biyofilmini inhibe edebilecegini
desteklemektedir. Ayrica bal diren¢ gelisimine izin vermeden, genis spektrumlu
antibakteriyel 6zelligi ile artik alternatif bir tedavi ajan: olarak kabul gérmektedir (Al-
kafaween vd., 2021).

Propolis diger ar1 Grtinleriyle kiyaslandiginda oldukca zayif inhibisyon etki gostermistir.
Biyofilm olusumunu konsantrasyona bagli olarak azaltici etkisi tespit edilmistir ancak
en ylksek konsantrasyonda dahi anlamli olmayan bir disus s6z konusudur (%24,30)
(p>0,05) (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Propolisin E. coli biyofilmi Uzerindeki inhibisyon etkisi.

Propolisin E. coli biyofilmiyle yapilan calismalari olduk¢a sinirhidir. 2022°de Tayland
propolislerinden 2 farkli 6rnekle E. coli biyofilmine karsi yapilan bir ¢alismada
propolislerden biri 10 pg/ mL’de %32 oranminda inhibisyon gosterirken, digeri herhangi
bir inhibe etki gostermemistir (Mukaide vd., 2022). Yapilan bu calisma sonuglarimizla
paralellik gostermektedir. Ancak baska bir calismada Cezayir propolisinin metanol
fraksiyonu icin Staphylococcus aureus biyofilmi Gzerinde %92 seviyelerinde inhibisyon
etki bildirilmistir (Nasirli vd., 2022). Farkl bir galismada ise, Brezilya ve Portekiz’den
toplanan toplam 10 farkli propolisin, 45 Staphylococcus izolatlarinin biyofilmleri
Uzerinde antibiyofilm etkileri belirtilmistir. Propolislerin her bir izolata kars: etkisi
farkl seyretmistir. S. aureus zerinde bir propolis hic etki gdstermezken bir baskas:
%88,8 civarinda inhibe etmistir (Laranjo vd., 2018). Bu verilere gore daha 6nce de
sOylendigi Uzere cografi bolge, botanik kaynak ve toplanma zamani propolisin kimyasal
icerigini etkilemektedir. Ydéremiz arisindan elde edilen propolis, fenolik bilesenler ve
falvanoidler agisindan zengindir. Ancak Yigilca’nin farkli lokasyonlarindan elde edilen
propolis orneklerinde 6nemli bir biyofilm inhibitorl, bir cesit flavanoid olan kalkon
bileseni bulunmamaktadir (Kekegoglu vd., 2022). Kalkonlar kimyasal yapilarinin
vermis oldugu avantaj sayesinde hem antibakteriyel hem de antibiyofilm aktivatori
olarak nitelendirilmektedir (Manner vd., 2013). YoOremiz propolisinde kalkon

bileseninin eksik olmas: belki de onun biyofilm inhibisyon etkisini disuk kilmaktadir.

Biyofilmle iliskili enfeksiyonlar modern tibbin en buyuk sorunlarindan biridir.

Karbonhidratga zengin olan ar1 Grtinlerinin, bir nevi karbonhidrat tabakas: olan biyofilm
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olusumunu engellemesi, iceriklerinde bulunan yiksek fenolik ve flavonoidlerden
kaynaklanmaktadir. Sonuglarimiz  bolgemiz art  drlnlerinin  biyofilmle iliskili

enfeksiyonlar icin umut veren terap6tik ajanlar olabilecegini ortaya koymaktadir.

3.2. ANTIPROLIFERATIF AKTIVITENIN BELIRLENMESI

Kanser, hiicrelerin kontrolstiz gogalmasini ve bagisikliktan kagmalarini yonlendirebilen
bir dizi edinilmis genetik mutasyondan kaynaklanmaktadir. insan viicudunda kolonize
olan mikroorganizmalarin da icinde oldugu pek cok cevresel faktdr, neoplastik
hicrelerin metabolizmasini, biyume diizenini ve fonksiyonunu degistirebilir ve timor
mikro ortamini sekillendirebilir. Bagirsak mikrobiyomunun disbiyozu, artik bilim
camiasi tarafindan kanserin ayirt edici 0zelligi olarak kabul edilmektedir (EI Tekle ve
Garrett, 2023).

Trilyonlarca farkli mikroorganizma, insan kolonunda kolonik epitelyumun yakininda
bulunur ve yalmzca koruyucu bir mukus tabakasiyla ayrilir (Tomkovich vd., 2019).
Disbiyotik mikrobiyota olusturdugu biyofilm yapist sayesinde kolon epiteli
gecirgenligini etkileyerek bariyer fonksiyonunu bozar. Mikrobiyotanin disbiyozisi
sonucu olusan dengesizlik, kolon iltihab:1 olan IBH hastalarinda anahtar rol oynar ve
ilerde kolorektal kanser (CRC) riskini iki ila on kati artirir (Bultman, 2017; Mirzaei vd.,
2020).

A1 Urlnlerinin, HCT116 kolon kanseri hiicre hattinda proliferasyon etkisini belirlemek
icin WST-1 deneyi uygulanmistir. Bunun icin ar1 Grlnlerinin 4 farkli konsantrasyonu
(%6,25; %12,5; %25; %50) ile 24 ve 48 saat siireyle hiicre hattina muamele edilmistir.
Her bir ari 0riinG igin artan konsantrasyonlarda hicre proliferasyonunda azalma
gorilmuistir. En yiksek proliferasyon inhibisyonu 48 saatlik ari siti ve bal

uygulamalarinda gozlendi.
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Sekil 3.9. Ar1 suttiniin 4 farkli dozuyla 24 saat ve 48 saatlik iki farkli zaman araliginda

muamele edilen HCT116 hicrelerinin hiicre canlilik ytzdesi.

Calismamizda ar1 sttd, hiicre proliferasyonunu 48 saatte %50 konsantrasyonda kontrole
kiyasla %13,46’ya kadar azaltmistir (Sekil 3.9). HT-29 kolon kanseri hiicre hattiyla
yapilan bir calismada, ari sutlnin normal hicrelere zarar vermedigi ancak kanser
hicrelerinin proliferasyonunu konsantrasyona bagl olarak onleyebildigi bildirilmistir.
Calismanin sonuclart art stinun prooksidan rol Ustlenerek, hayatta kalmas: disik
oksidatif strese bagl olan kanser hucrelerinde oksidatif stresi artirarak antikanser

aktivite gosterdigini disundurmdstir (Ayna vd., 2021).

Ayrica ar sitinlin antikanser aktivitesinden sorumlu ana bilesenin de yine ar sltine
has 10-HDA bileseni oldugu bildirilmistir (Nainu vd., 2021). Kronik inflamasyon,
timor gelisimine zemin hazirlar. 10-HDA bileseni ile yapilmis bir calismada kolon
kanseri hticrelerinde in vitro anti-inflamatuar aktivitesi gosterilmistir. Kronik
inflamasyon ve karsinogenezde kemopreventif bir ajan olarak fayda saglayabilecegi
belirtilmistir (Yang vd., 2018). Calismamizda kullandigimiz ayn: merkezden temin
edilmis ar1 stitiniin daha 6nce 10-HDA igeriginin ylksek oldugu bildirilmistir (Sonmez
vd., 2023). Bu durum calismamizdaki gucli antibiyofilm ve antiproliferatif etki

duzeylerinin yiksek 10-HDA icerigine bagli olabilecegini desteklemektedir.
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Sekil 3.10. Ar1 zehrinin 4 farkl dozuyla 24 saat ve 48 saatlik iki farkli zaman araliginda
muamele edilen HCT116 hucrelerinin hucre canlilik yizdesi.

Sekil 3.10’da goruldigl tzere sonuclarimiz ari zehrinin konsantrasyona bagl olarak
dikkate deger sitotoksik etki olusturduguna (%72,50) isaret etmektedir. Benzer pek ¢ok
calismada, art zehrinin normal hiicre hattinda toksik etki gostermedigi ancak HT-29,
HCT116, Caco-2 ve SW480 gibi kolon kanser hiicre hatlarinda antiproliferatif etki
gosterdigi dogrulanmistir (Yaacoub vd., 2021; Shadeed vd., 2022; Saghi vd., 2022).

Apis mellifera zehriyle yapilan bir calismada hem total zehir, hem de zehirden izole
edilen melittin ve fosfolipaz A2 bilesenlerinin ayri ayrn HCT116 hiicre hattindaki
sitotoksik etkisine bakilmistir. Bilesenlerin tek tek gosterdigi etkiye nazaran total ar
zehrinin ¢ok daha fazla sitotoksik etki gdstermesi, zehrin igindeki 6zellikle antikanser
olarak belirtilen bu iki maddenin sinerjistik etkili oldugunu ortaya koymaktadir
(Yaacoub vd., 2021). Anadolu ar1 zehrinin de melittin ve fosfolipaz A2 bilesenleri
acisindan zengin ve kaliteli oldugu bildirilmistir (Kekegoglu vd., 2019).

Perga ve polenle HCT116 hiicre kilturi tzerinde yaptigimiz hiicre canlilik testinde iki
uriinin 24 saatlik sonuglar: birbirine yakin seyretmistir. 48 saatlik sonuclara gore perga
yuksek konsantrasyonda hicre canliligini %42 seviyelerine indirirken (Sekil 3.11),
polenin uygulandig1 her konsantrasyonda hicre canliligi %55 altinda kalmistir (Sekil
3.12).
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Sekil 3.11. Perganin 4 farkli dozuyla 24 saat ve 48 saatlik iki farkli zaman araliginda

muamele edilen HCT116 hiicrelerinin hiicre canlilik ylzdesi.

Pergayla yapilan bir caligmada, 3 farkli timor hicresi ve 1 normal hiicre (zerinde
sitotoksik etkisine bakilmis ve Caco-2 insan kolorektal adenokarsinom hiicre hattinda
konsantrasyona bagli olarak canliligint %19’lara kadar dustrdigi tespit edilmistir.
Diger 2 tumor hicrelerinin canlihgini da inhibe etmis, ancak normal akciger htcresi

uzerindeki sitotoksik etkisi oldukga dustik kalmistir (Elsayed vd., 2021).

Bir calismada bes perga orneginin, HelLa, HepG2, MCF-7, NCI-H460 gibi farkl insan
timor hiicre dizilerine ve ayrica timor olmayan karaciger hicrelerine (domuz karaciger
hlcreleri, PLP2) kars1 etkisine bakildi. Test edilen tim numuneler arasinda, 3. Numune
HepG2'nin buytumesini inhibe eden tek pergayd: ve tim timor hiicrelerinde etkili ¢ikt.
Bunun diginda, 1 ve 2. numuneler MCF-7'ye karsi, 4 ve 5. numuneler, NCI-H460'a
kars1 aktifti. HeLa'ya kars1 ise 1., 4. ve 5. numuneler birlikte etki olusturdu. Calismada
perga 6rneklerinin timor hiicrelerine karsi orta diizeyde sitotoksik etki gosterdigi ancak

normal htcreler igin toksisite gostermedigi ifade edilmistir (Sobral vd., 2017).

Farkli bir calismada ise perganin, meme kanserinde kullanilan ilaglarla etkilesiminde,
ilaglarin kanser hicresinin gogalmasini durdurmada etkisini azaltirken, apoptotik etkiyi
de baskilamaktadir. Ancak tek basina kullanildiginda perganin meme kanseri
hlcrelerine kars1 sitotoksik etkisinin az olmasina ragmen, énemli seviyede kanser

hicrelerinin gocuni yavaslattigi gozlenmistir (Caner vd., 2021).

Cahismalar karsilastirilldiginda, perga icerigi bakimindan kovandan kovana bile
degisiklik gosterebilen bir yapidadir. Spesifik degisikliklere ragmen perganin belli bir

icerik bilesimi vardir. Bu nedenle pergamin farkli kanser hiicre hatlarinda farkh
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seviyelerde etki gostermesi, igerik bilesiminden ziyade, onun hiicresel yapiya ve
metabolizmaya kars: secici sitotoksik etki gosterdigini disundirmustir. Ayrica kanser
hlcrelerinin hareketini yavaslatma etkisi, kanseri farkl: bir yaklasimla durdurabilecegi
fikrini dogurmaktadir. Ancak bu fikrin desteklenmesi icin daha ileri ve molekuler

duzeyde calismalar yapilmas: gereklidir.
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Sekil 3.12. Polenin 4 farkli dozuyla 24 saat ve 48 saatlik iki farkli zaman araliginda

muamele edilen HCT116 hiicrelerinin hiicre canlilik ytzdesi.

Polenle yapilan calismalara bakilacak olursa, HT-29 ve HCT116 hiicre hatti Uzerinde,
ar1 poleni polisakkaritinin, hucrelerin proliferasyonunu in vitro doza bagh sekilde inhibe
etmistir (Wang vd., 2013).

Fare kolorektal kanser hiicre kulturi (C26) tzerinde metanolik polen 6zleriyle yapilmis
farkh bir calismada ise antiproliferatif etki yuksek diizeyde bulunmustur. Ayrica uzun
sire (24-48 h) polen ekstraktina maruz kalan C26 hicrelerinde apoptoz isareti sayilacak

morfolojik degisimler g6ze carpmistir (Margaoan vd., 2016).

Ar1 poleninin antikanser etkisi, ¢oklu hicre hatlarinda hiicre cogalmasinin engellenmesi
apoptozun uyarilmas: ve timor blyimesinin azaltilmas: gibi altta yatan mekanizmalar
ile agiklanmaktadir (Algethami vd., 2022).

Bunun yaninda polenin kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin yan etkisini de azalttigi
bildirilmektedir. Icerdigi polifenolik bilesiklere bagl olarak, bircok hastaliga neden
olan serbest radikallere kars1 oksidatif hasara yol agmadan temizleyici etkisi ile ylksek

antioksidan kapasitesi sayesinde kanser ilaglarinin neden oldugu bobrek ve karaciger
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hasarini azaltabildigi belirtilmistir (Tuoheti vd., 2020; Sengul ve Vatansev, 2021).
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Sekil 3.13. Balin 4 farkli dozuyla 24 saat ve 48 saatlik iki farkli zaman araliginda

muamele edilen HCT116 hiicrelerinin hiicre canlilik ytzdesi.

Bal 6rnegimiz HCT116 hicrelerinde biyimeyi 48 saatte %86,51 oraninda engellemistir
(Sekil 3.13). Literatlr bal icgin, bircok mekanizmayla timdor blylmesini ve metastazi
engelledigini sdylemektedir. Bunlardan bazilar1 hicre dongisunin modulasyonu,
mitokondriyal dis zar gecirgenliginin uyarilmasi, oksidatif stresin dizenlenmesi,
inflamasyonun iyilesmesi ve anjiyogenezin sinirlandirilmasidir (Wasfi vd., 2016). Hint
bahyla yapilan bir arastirmada, balin hiicre ¢ogalmasini kisitladigi, hem i¢ hem dis iki
apoptotik yolag: aktive ettigi ve 6zellikle kolon kanseri hiicrelerinde hiicre dongusin
G2/M fazinda durdurdugu gosterilmistir (Das vd., 2022).

Farkli bir calismada ise HT-29 ve HCT-15 kolon kanser hiicre hatlarinda cesitli bal
numunelerinin ciddi dizeyde antiproliferatif etki gosterdigi belirlenmistir (Jaganathan
ve Mandal, 2009). Manuka bal1 ile yapilmig bir calismada HCT116 hicreleri tzerinde
kaspaz 3,8 ve 9 ekspresyon artisiyla apoptozu indikleyerek ve hicre dongisinid S
fazinda durdurarak antiproliferatif etki gostermistir. Ancak kot huylu olmayan
hicrelerde 6nemli toksisite gostermemistir (Afrin vd., 2018).

Literatrle uyumlu olan calismamiz bolgemiz balinin antikanser etkinliginin yiksek

oldugunu gostermektedir.

54



120

H24h
M48h

Hiicre canlihg %

Kontrol 6,25% 12,5% 25% 50%

Sekil 3.14. Propolisin 4 farkli dozuyla 24 saat ve 48 saatlik iki farkli zaman araliginda
muamele edilen HCT116 hucrelerinin hiicre canlilik yuzdesi.

Propolisin kapsamli sekilde incelenen bir baska yonu de antiproliferatif etkileridir.
Calismamizda propolisin konsantrasyon arttikca HCT116 hiicrelerinde antiproliferatif
etki gosterdigi belirtilebilir. Ancak disuk dozlarda anlamli bir azalmaya sebep olmamus,

en yuksek dozda ve sirede dahi, hiicre canliligi %60 Gzerinde seyretmistir (Sekil 3.14).

Sonucumuz literatiirdeki cahismalarla kiyaslandiginda, bazilariyla uyumluyken, bir
kismiyla farkli sonuglar elde edilmistir. Ornegin bir calismada propolis ve propolisten
elde edilen farkh fraksiyonlarin sitotoksik etkisi, HT-29 ve HCT116 kolon kanser
hlcrelerinde MTT ile arastirildi. Propolis total ekstraktinin uygulandig: Vero ve kanser
hicre hatlarindaki fark anlamli degildi. Buna karsin ozellikle 2 fraksiyon Vero
hlcrelerinde dlsik, kanser hucrelerinde yuksek sitotoksisite gosterdi. Sonuclar
kimyasal icerigin farkli seviyelerde sitotoksisite gosterecegini vurgulamaktadir (dos
Santos vd., 2019). Yakin zamanda yapilan farkli bir calismada standardizasyonu
yapilmis 3 farkli propolisin (kirmizi, yesil ve kahverengi propolis) HT-29 hiicrelerinde
48 saat boyunca hucre canliligina etkisi test edilmistir. Hicre canliligi, yesil propolis
uygulamasinda artarken, kahverengi propolis uygulamasinda dnemli 6lglide azalmigtir
(Falcéo vd., 2023).

Propolis uygulamalarinda genel kani, icerigin fenolik bilesenlerce zengin olmasina baglh
olarak umut verici biyolojik ve farmakolojik 6zelligi olmasidir. Propolis igerigi ar1 irki,
mevsimsel sartlar ve bolgesel bitki ortiist gibi pek cok etkene bagli olarak degisir. Bu

durum, propolis kemotiplerinin kimyasal bilesenleri ve buna bagli olarak biyolojik
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aktivitelerinin degiskenligini ve standardizasyonun zorlugunu géstermektedir (Machado
vd., 2016; Kekecoglu vd. 2021; Falcéo vd., 2023).

Bu durumla iliskili olarak propolisin 6nemli antikanser bilesenlerinden olan kalkonlarin

yoremiz propolisinde olmadigi daha dnce de belirtilmistir (Eroglu vd., 2021).

Cesitli antikanser ilaglarinin sentezi ve gelistirilmesinde yaygin sekilde kullanilan
kalkonlar, hicre dongusiinin durdurulmasi, apoptotik yolun baslatilmasi, tirozin kinaz
aktivitesinin inhibisyonu, anjiyogenezin bloke edilmesi, timor isaretlerini diizenleyen
sinyal yollarina etki etme gibi cesitli yollarla kanser hicrelerinde sitotoksik etki gosterir
(Darandale vd., 2023).

Benzer sekilde, timaor hiicresinin cogalmasini, go¢ini ve istilasini engelleme, apoptoza
aracilik etme kabiliyeti olan biyokanin ve kumarik asit bilesenlerinin (Zhao vd., 2018;

Hu vd., 2020) de y6éremiz propolisinde olmadig: tespit edilmistir (Eroglu vd.,2021).

Sonug olarak, propolis 6rnegimizin antikanser etkisinin distk kalmasinin altinda yatan
neden, icerigindeki bu bilesenlerin eksikliginden kaynakl: olabilir.

Bircok calisma ar1 druinlerinin segici sitotoksisite 6zelligini vurgulamaktadir (Jovanovi¢
vd., 2018; Ayna vd., 2021; Machado vd., 2021; Weis vd., 2022).

Yani art drtnleri kotd huylu, hicre doéngusund durdurmayan kanser hicreleriyle
savasirken, saglikli, normal hiicrelerde, apoptozu durdurma, proliferasyonu tesvik etme
ve enerjik metabolizmay: arttirma yoluyla onlar1 desteklerler. Bu dzellikleri sayesinde
genel sagligi koruyucu, bagisikligi glglendirici, hastaliklara karsi direnci arttirici ve
iyilesme sireclerini destekleyici olarak one ¢ikan dogal Grinlerdir (Erejuwa vd., 2014;
Nainu vd.,2021).

3.3. APOPTOTIK YOLAK ANALIizi

Literatlrde apoptozisi gostermek amaciyla yaygin olarak kullanilan, “aktif kaspaz 3”
tayini, 6zgullugl yiksek bir yontemdir. Apoptozisin olmadigi durumlarda, hiicre icinde
inaktif formda “prokaspaz 3” halinde bulunan bu enzim, apoptotik uyariya bagl: olarak
aktiflesir. Buna bagl olarak kaspaz 3 ekspresyonunun tespit edildigi hicrelerde
apoptozisin gerceklestigi kabul edilmistir.

Kaspaz 8 enzimi Olim reseptorleri aracili digsal apoptotik yolakta gorev alan bir

baslatici kaspazdir. Blylme faktorlerindeki eksiklikler veya 6lim reseptorlerine
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baglanabilecek ligandlarin varligi gibi bir dig uyaran, apoptozu baslatmak tizere kaspaz
8'i aktive eden DISC’ in olusumunu baglatir. Sitozolde inaktif formunda bulunan
prokaspaz 8’in DISC tarafindan verimli ve hizli aktivasyonu ile eksprese olan kaspaz 8,
mitokondriyal yoldan bagimsiz olarak kaspaz 3'l0 dogrudan aktive edebilir. Dolayisiyla
aktif kaspaz 3 enziminin yaninda, aktif kaspaz 8 ekspresyonunun gdzlemlendigi
durumlarda, Olim reseptorleri aracili digsal apoptozis yolagin baslatildigr kabul
edilebilir. Ancak DISC konsantrasyonunun dusiik oldugu durumlarda, kaspaz 8,

apoptozu baslatmak icin kaspaz 9 yoluyla mitokondriye bagimli bir sekilde calisabilir.

Viral enfeksiyon, iyonize radyasyon, serbest radikallerden dolay: olusan oksidatif hasar,
hiicre icinde Ca*? iyonu konsantrasyonunun artisi, pH’mn azalmas: ve DNA hasar
sonucunda hasar goren hicreler, mitokondri aracili i¢sel apoptotik yolak ile 6lime
striklenir. Kaspaz 9 enzimi, inaktif formdaki kaspaz 3 enzimin aktiflesmesine neden
olan, i¢sel apoptotik yolakta gorevli bir baslatici enzimdir. Bu nedenle, ¢alismamizda
aktif kaspaz 3 enziminin yaninda, aktif kaspaz 9 enziminin yukari regilasyonunun
g6zlemlendigi durumlarda mitokondri aracili i¢sel apoptozis yolagin baslatildig: kabul
edilmistir (Aral vd., 2019).

Buna bagl olarak, HCT116 hiicre hattinda ar1 Grlnlerinin etkisi, apoptozun igsel ve
digsal yolaklarinda kilit rol oynayan U¢ kaspaz (kaspaz 3, 8 ve 9) Uzerinde arastirildi.
Art Urinlerinin kontrole kiyasla etki dizeyleri ELISA sonuglarinin verildigi ¢ubuk
grafikler tzerinde gorilmektedir (Sekil 3.15, Sekil 3.16, Sekil 3.17).
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Sekil 3.15. Ar1 Urunlerinin iki farkli konsantrasyonu (%25 / %50) uygulanan HCT116
hiicrelerinde Kaspaz 3 ekspresyonu sonuclari. n=3, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
****p<0,0001. (rj= ar1 sutl; bv= ar zehri; per=perga; pol=polen; h=bal; pro=propolis).

Grafik Graphad Prism programu ile diizenlenmistir.
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Sekil 3.16. Ar1 Urunlerinin iki farkli konsantrasyonu (%25 / %50) uygulanan HCT116
hicrelerinde Kaspaz 8 ekspresyonu sonuglari. n=3, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
****n<0,0001. (rj= ar1 sutl; bv= ar1 zehri; per=perga; pol=polen; h=bal; pro=propolis).

Grafik Graphad Prism programu ile diizenlenmistir.
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Sekil 3.17. Ar1 Urunlerinin iki farkl konsantrasyonu (%25 / %50) uygulanan HCT116
hiicrelerinde Kaspaz 9 ekspresyonu sonugclari. n=3, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
****p<0,0001. (rj= ar1 sutl; bv= ar zehri; per=perga; pol=polen; h=bal; pro=propolis).

Grafik Graphad Prism programu ile diizenlenmistir.

Ar sttinln apoptotik yolaklarda kaspaz 3 aktivasyonunun yaninda, hem intrinsik hem
de ekstrinsik protein artiglar: tespit edilmistir. Ancak ekstrinsik yolak belirteci kaspaz 8,
kaspaz 9’a oranla daha az eksprese olmustur. Yapilan bir calismada apoptotik yolaklara
bakilmis, kaspaz 3 aktivasyonunun yaninda intrinsik ve ekstrinsik yolak belirteclerinin

de yukar: regulasyonu tespit edilmistir (Ayna vd., 2021).

Calismamizda ar1 zehrinin %50 konsantrasyonu kaspaz 3'U kontrole gore 3,5 kat
artirirken (p<0,001), kaspaz 8 ve 9 proteinlerini ise 4 kat artirdi (p<0,0001). Bu sonuca

gore ar1 zehrinin hem igsel, hem digsal yolaklar: indikledigi distntlmektedir.

Arastirmacilar ari zehrinin kaspaz 3, 8 ve 9 ekspresyonunu arttirmasiyla 2 yonli
apoptoz induksiyonu sonucu HCT116 ve SW480 kolon kanseri hicrelerini inhibe
ettigini bildirmistir (Zheng vd., 2015). Bu sonu¢ ¢alismamizdaki bulgularla paraleldir.
Ana bilesenlerden biri olan melittin maddesinin apoptotik ve nekrotik hicre artisi,

mitokondriyal bozunma, hiicre déngisunin durdurulmasi, metastazin baskilanmasi gibi
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yollarla kanser hucresini istila etme yetenegi, onu kanser tedavisi igin umut verici bir

secenek olarak dustndurir (Pandey vd., 2023).

Sonuglarimiza goére, apoptoz hem polende hem de pergada iki yonliu olarak tesvik
edilmistir. Kaspaz 9 aktivasyonu polenle muamelede daha fazla olurken, kaspaz 8

ekspresyonunu ayni oranda artirmiglardur.

Perganin kanser hticre hatlar: Uzerinde apoptotik yolak analizi ile ilgili ¢ok fazla ¢alisma
yoktur. Obezite ve kisirlik ile ilgili yapilmis birka¢ calismada perganin apoptotik hiicre
sayisini azalttigi tespit edilmistir. Perganin oksidatif stres ve inflamasyonu azaltma
yetenegi sayesinde kisirliga neden olabilecek apoptotik surecin azalmis olabilecegi
kanisina varilmistir (Doganyigit vd., 2020; Suleiman vd., 2020; Suleiman vd., 2022).

Farkli bir calismada ise pergamin, kanser ilaglarinin apoptotik etkisini baskiladigi
bildirilmistir (Caner vd., 2021). Bu durum perganin kanser ilaclariyla kullaniminda

dikkatli olunmasi gerektigi fikrini dogurmaktadir.

Calismamizda varilan sonu¢ perganin HCT116 kolon kanseri hiicre hattinda apoptotik
etkiye sahip oldugudur. Ancak yapilan farkli ¢alismalarda anti-apoptotik bir etki
gostermektedir. Calisilan hiicre hatlarinin farkli olmasi ve perga numunelerinin ayr
yorelerden toplanmis olmasi sonuclarin kiyaslanmasinda net bir gorlsin ortaya

konmasini zorlastirmaktadir.

Bal drnegimiz HCT116 kolon kanseri hiicre hattinda proliferasyonu 48 saatte %86,51
oraminda engellemistir. Bu sonug diger ari Grlinlerinin antiproliferasyon etkilerine
kiyasla yiksek seviyededir. Ancak apoptotik sireclerde balin, kaspaz ekspresyonlari
anlamli olmasina karsin, diger ar1 Urtinlerine kiyasla ¢ok fazla artmamistir. Bu durum
balin, proliferasyonu apoptotik olarak degil de farkli sekilde yoOnetebilecegini

distndirmektedir.

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin biyik cogunlugu apoptotik ilaclardir. Ar
urtnlerinin - apoptotik indikleyici  Ozellikleri onlar1  kanser ajanlari  olarak

degerlendirmenin 6nemini ortaya koyar.

Apoptoz duzenleyici proteinlerin, 6zellikle kaspaz 3, 8 ve 9'un ekspresyonuna iliskin
arastirma, ar1 Urunlerinin antiproliferatif etkilerinin altinda yatan mekanizmalar

hakkinda degerli bilgiler sagladi.

60



4. SONUCLAR VE ONERILER

Uzun wyillardir enfeksiyon ve kanser gibi pek c¢ok hastalik icin geleneksel ve
tamamlayict tipta kullanilan art Grtinlerinin artan teknoloji ile molekiler duzeyde
arastirilmasinin yolu agilmastir. Ilimiz icin 6nemli endemik bir popiilasyon olan Yigilca
bal aris1 ekotipinden elde edilen alti1 farkli ar1 Griinlinin apiterapoétik aktivitelerine iliskin
aragstirmalar sinirhidir. Bu c¢ahisma, alti ari driindnin antibiyofilm ve antikanser
potansiyelini arastirarak, degerli karsilastirmali deneysel veriler sunarak bu boslugu

giderdi.

Ar1 zehiri, 6nemli biyofilm inhibisyonu ve sitotoksik etkiler sergileyerek gbze carpan
bir performans sergileyen bir madde olarak ortaya cikti. E. coli biyofilm olusumunu
%70'in Uzerinde engelleme konusundaki dikkat gekici yetenegi, etkili bir antibiyofilm
ajant olarak potansiyelini vurgulamaktadir. Ar1 zehirinin fosfolipaz A2 gibi bilesenlere
atfedilen genis spektrumlu antimikrobiyal 6zelliklerini vurgulayan benzer bulgular daha

once de rapor edilmisti.

Aktif antimikrobiyal ajan 10-HDA acisindan zengin olan ar1 sitd, biyofilm olusumunu
ve HCT116 hiicre proliferasyonunu 6nemli 6lgiide azaltt:. Ozellikle, hem i¢csel hem de
digsal apoptoz belirteclerini yukari dogru diizenledi; bu, kanser hiicrelerinde apoptotik
yollar1 indiikleme potansiyelini ortaya koydu. 10-HDA'nin belgelenmis anti-inflamatuar
aktivitesi, ozellikle kronik inflamasyonla iliskili karsinojenezde terapdtik cekiciligini

daha da arttirir.

Propolis, biyofilm inhibisyonunda daha az etkili olmasina ragmen, kayda deger
antiproliferatif etkiler gosterdi ve kaspaz 9 ekspresyonunun arttigint gosterdi; bu da
onun apoptozu indikleme potansiyelinin gostergesidir. Bu sonug, propolisin kaspaz 9'u
aktive etme ve kanser hucrelerinde apoptozu tetikleme yetenegini vurgulayan mevcut

literattirle uyumludur.

Genis spektrumlu antibakteriyel 6zellikleriyle bilinen bal, énemli biyofilm inhibisyonu
sergiledi ve HCT116 hicre buyumesini baskiladi. Her ne kadar apoptotik etkileri diger
ar1 Urunleri kadar belirgin olmasa da, balin hiicre dénglsiinin modulasyonu ve oksidatif

stres dahil olmak Uzere cok yonli mekanizmalari, kanser yonetiminde terapotik cok
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yonluliginin altin: giziyor.

Polen ve perga, antibiyofilm kapasiteleri ve kanser hiicrelerinde apoptozun ¢ift yonlu
tesviki ile kanser tedavisi icin umut verici yollar sunmaktadir. Kot huylu hicrelere
kars1 secici sitotoksisiteleri, terapotik potansiyellerini daha da vurgulayarak, onlari
bagisikligi guclendirmek, hastaliklara direnmek ve genel saglig: gelistirmek icin degerli

dogal ilaglar haline getirir.

Genel olarak calisma, ar1 Urlnlerinin bakteriyel enfeksiyonlarla mucadelede, kanser
hlcresi cogalmasini engellemede ve kanser hiicrelerinde apoptozu tetiklemede terapotik
potansiyelini destekleyen kapsamli kanitlar saglhyor. Ari Urinlerinin kemoterapotik
tedavilerle karsilastirildiginda nispeten toksik olmamas: tedavi amach kullanimda

spesifik avantaj olusturuyor.

Ar1 Urlnlerinin terapétik potansiyelinin, bunlarin hastalik yonetimi ve tedavisindeki
uygulamalarinin guvenirliligi icin, stabilitesinin ve standardizasyonunun yapilmas: ve
kullanimdan 6nce sitotoksik etkilerinin belirlenmesi son derece dnemlidir. Calismamiz
ileri duzey calismalar icin bir temel teskil etmekle beraber, potansiyel antikanser

ajanlarin ve biyofilm inhibitorlerin kesfi icin motive edici bir yol agmaktadr.
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