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OZET

Kanser giiniimiiziin en sik karsilasilan hastahklarindan birisi haline gelmistir.
Klinikte kanserin tedavisinin yam sira, Onlenmesine yonelik alternatif
yontemlerin gelistirildigi calismalara ilgi artmistir. Son yillarda probiyotik
kaltarler antikanser cahismalarinda bir alternatif olarak gésterilmekle birlikte,
antiproliferatif etkilerinin mekanizmas1 simdiye kadar net bir sekilde ortaya
konulmamistir. Cahsmada Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolumi
Biyoteknoloji Laboratuvar1 Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan, insan (bebek
gaitas1) kaynakh bakteri Kkiiltiirlerinden, daha o6nce yapilan calismalarda
probiyotik ozellikleriyle one c¢ikmms 6 laktik asit bakterisi kullanilmistir.
Bakterilerin canlh hiicre, metabolit ve ekzopolisakkaritlerinin (EPS), kolorektal
adenokarsinoma htcreleri olan HT-29 ve Caco-2 kanser hatti iizerindeki
antiproliferatif etkileri arastirilmistir. Her iki hiicre hattinda canh hiicrelerin,
metabolitler ve EPS’lerden daha etkin antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu
tespit edilmistir. En iyi antiproliferatif etki HT-29 kolon kanser hiicre hattinda,
Lactobacillus brevis LB63 susunun canh hiicrelerinden (% 51 hticre 6lim) elde
edilmistir (p<0,05). Suslarin canh hiicre, metabolit ve EPS’lerinin tek hiicre jel
elektroforezi ile insan lenfositleri Gzerindeki genotoksik ve antigenotoksik etkisi
incelenmis ve analizleri yapilmistir. Suslarin canh hiicre, metabolit ve

EPS’lerinin genotoksik etkilerinin olmadig1 belirlenmistir. Tam 0Ornekler



antigenotoksik etki gostermekle birlikte, en iyi antigenotoksik etki LB63
susunun canh hiicrelerinden (% 48 inhibisyon) elde edilmistir (p<0,05).
Antiproliferatif ve antigenotoksik etkileri ile one ¢ikan suslarin (L. brevis, L.
plantarum, L. rhamnosus) HT-29 ve Caco-2 hiicre hatlar1 iizerinde
antiinflamatuvar etkileri arastirnlmastir. Her iki hiicre hattinda IL-8 salinim
icin tumor nekroz faktor-a (TNF-a) ile inflamasyon ortamu yaratilarak canh
hiicre, metabolit ve EPS’lerin sitokin salinimina etkisi arastirilmstir.
Metabolitlerin ve EPS’lerin IL-8 salimmini baskilamakta canli hiicrelere gore
daha az etkili oldugu ve etkinin HT-29 hiicre hattinda daha fazla oldugu tespit
edilmistir. HT-29 hiicre hattinda IL-8 saliniminin baskilanmasinda en iyi etkiyi
LB63 susunun canh hiicreleri (557 pg/mL’den 302 pg/mL’ye) gostermistir.
TNF-a ile inflamasyon ortam olusturulmayan hiicrelerde, IL-10 saliniminin
uyarilmasinda yine en iyi sonu¢ HT-29 hiicre hattinda ve LB63 susunun canh
hiicrelerinden (49 pg/mL’°den 85 pg/mL’ye) elde edilmistir (p<0,05). Elde edilen
verilerle yapilan istatistiksel analizlerde suslarin (canh hiicre, metabolit ve EPS)
antiproliferatif-antigenotoksite, antiproliferatif-antiinflamatuvar aktiviteleri
arasinda onemli oranda korelasyon bulunmustur (p<0,05). Bu ¢calismada, LB63
susunun hem antiproliferatif hem de antiinflamatuvar etkili ajan olarak
kullamlabilecegi tespit edilmistir. Ayrica probiyotik kiltirlerin EPS’lerinden
de, antiproliferatif ve antiinflamatuvar yeteneklerinden dolayr kanserin
onlenmesinde probiyotik kiiltiirlere alternatif olarak yararlanilabilecegi ortaya
konulmustur. In vitro calismalarin sonuc¢larina gore, kansere yonelik koruyucu
veya tedavi edici alternatif probiyotik ajanlarin ila¢ sanayisi alanina

kazandirilmasi1 miimkiin olabilecektir.
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ABSTRACT

Cancer became one of the most commonly encountered diseases of our days. In
the clinical practice, there is increased interest into the studies that develop
alternative methods for the prevention as well as the treatment of the cancer.
Although probiotic cultures were demonstrated to be an alternative in the
anticancer studies in the last years, mechanism of antiproliferative effects has
not been clearly revealed yet. In the study, we used 6 lactic acid bacteria that
were obtained from human (baby feces) bacterial cultures in the Gazi
University, Faculty of Science, Department of Biology, Biotechnology
Laboratory Culture Collection and that became prominent with their probiotic
features in the previous studies. Antiproliferative effects of live cell, metabolite
and exopolysaccharides (EPS) of the bacteria on HT-29 and Caco-2 cancer cell
line consisted of colorectal adenocarcinoma cells were examined. In both cell
lines, live cells were found to have a more efficient antiproliferative effect
compared to metabolites and EPSs. Best antiproliferative effect was obtained
from live cells of the Lactobacillus brevis LB63 strain (51% cell death) in HT-29
colon cancer cell line (p<0.05). Genotoxic and antigenotoxic effects of live cells,
metabolites and EPSs of the strains on human lymphocytes were investigated
using single-cell electrophoresis and the analyses were performed. Live cells,
metabolites and EPSs of the strains were found not to show genotoxic effects.

Although all samples showed antigenotoxic effects, best antigenotoxic effect was



Vil

obtained from live cells of the LB63 strain (48% inhibition) (p<0.05). Anti-
inflammatory effects of the strains that became prominent with their anti-
proliferative and antigenotoxic effects (L. brevis, L. plantarum, L. rhamnosus) on
HT-29 and Caco-2 cell lines were investigated. The effect of live cell, metabolite
and EPSs on cytokine release was investigated by creating an inflammation
environment with tumor necrosis factor-a (TNF-a) for IL-8 release in both cell
lines. It was found that metabolites and EPSs were less efficient in the
suppression of IL-8 release compared to live cells and that the effect was greater
in HT-29 cell line. In the suppression of 1L-8 in HT-29 cell line, best effect was
shown by live cells of LB63 strain (from 557 pg/mL to 302 pg/mL). In the cells
in which inflammatory environment was not created using TNF-a, best results
of the stimulation of IL-10 release was again obtained from HT-29 cell line and
live cells of LB63 strain (from 49 pg/mL to 85 pg/mL) (p<0.05). In the statistical
analysis performed using the data available, a substantial correlation was found
between antiproliferative-antigenotoxicity and antiproliferative-
antiinflammatory activities of the strains (live cell, metabolite and EPS) (p<0.05).
In this study, it was found that LB63 strain could be used as both
antiproliferative and antiinflammatory agent. Furthermore, it was revealed that
EPSs of the probiotic cultures could be a useful alternative of the probiotic
cultures for the prevention of cancer due to their antiproliferative and
antiinflammatory effects. Based on the results of in vitro studies, it will be
possible to bring alternative probiotic agents that are protective or therapeutic

against the cancer in the medication industry area.
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Key words : Lactic acid bacteria, antiproliferative, antigenotoxicity,
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

% Yizde

bakteri/mL Bakteri/mililitre
cfu/mL Koloni olusturan birim/mililitre
g Gram

g/L Gram/litre

g/mL Gram/mililitre

Gr (+) Gram pozitif
hiicre/kg Hucre/kilogram
hicre/L Hdicre/litre

M Molar

mA Miliamper

mg/kg Miligram/kilogram
mg/L Miligram/litre

mL Mililitre

mm Milimetre

mM Milimolar

ng/mL Nanogram/mililitre
nm Nanometre

°C Santigrat derece
pg/mL Pikogram/mililitre
pH Asitlik bazlik birimi
\Y Volt

pg/mL Mikrogram/mililitre

pl Mikrolitre



Simgeler

um
pM

Kisaltmalar

4-NQO
ANOVA
APC
API

BL

CO,
CPS
CRP

DC

dk
DMEM
D-PBS
EC
EDTA
EPS
FAO/WHO

G-CSF
GiS
G-MCSF

H,0,
IFN-y
Ig

Xvii

Aciklama

Mikrometre

Mikromolar

Aciklama

4-nitroquinolin N-oksit

Tek yonli varyans analizi
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1. GIRIS

Kanser giiniimiiziin en sik karsilasilan hastaliklarindan birisi haline gelmistir.
Organlarin islevlerini bozarak yasami tehlikeye atan kanser, tim diinyada en ¢ok
6lime neden olan iki hastaliktan biridir (digeri koroner kalp hastaligidir) [Aydin,
2008]. Kanserin tedavisinin yani sira onlenmesine yonelik deneysel calismalarda,
alternatif yontemlerin ortaya konulmasinin 6nemi vurgulanmaktadir. Antikanser
calismalarinda alternatif olarak kullanilan, insanlarla karsilikli yarar saglama
cercevesinde canliliklarini devam ettiren ¢ok sayida mikroorganizma bulunmaktadir
[Rolfe, 2000]. Probiyotik olarak adlandirilan bu mikroorganizmalar, “yeterli
miktarda  verildiginde konak {izerinde olumlu etki birakan canh
mikroorganizmalar” olarak tanimlanmistir [FAO/WHO, 2001]. Probiyotik olarak en
cok kullanilan mikroorganizmalar laktik asit bakterileri (Lactobacillus,
Bifidobacterium, Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus cinsine ait
tdrler) ile Propionibacterium cinsine ait tirler ve Sacchoromyces  boulardii’dir
[Ljungh ve Wadstrém, 2006].

Probiyotik mikroorganizmalarin etkinligini gosterebilmesi icin gastrointestinal
sistem (GIS) mikroflorasi ile temas halinde ve belirli bir kiitlede olmasi
gerekmektedir. GIS gidalarin sindirilerek, bilesenlerin absorbe edildigi, posa
kisimlariin digki olarak atildigi bir organ sistemi olmasinin yani sira, bastan sona
diffiiz bir lenfoid doku 6zelliginde olan mukozas1 ile miikemmel bir bagisik sistem
organidir [Rahman ve ark., 2007]. Dogal flora eleman1 olan laktik asit bakterileri,
kanserli hiicreler {lizerine gosterdikleri antiproliferatif, apoptozis ve farklilagsmay1
indiikleyici, anjiyogenezi baskilayici ve ilag direncini azaltici etkilerinden dolay1

kanser aragtirmalarinda yogun bir sekilde kullanilmaktadir [Tuo ve ark., 2010].

Gerek bakteri hucrelerinin gerekse metabolitlerinin ve EPS’lerinin  molekuler
diizeydeki antiproliferatif etkisi ile kanser arastirmalarinda kullanilabilme
olanaklarinin aragtirilmasi iizerine yapilan ¢aligmalarin hiz kazandig1 goriilmektedir.

Bu baglamda ¢alismada oncelikle kolorektal adenokarsinoma hiicreleri olan HT-29



ve Caco-2 kanser hattinda Lactobacillus cinsine ait suslarin (canli hiicre, metabolit

ve EPS), antiproliferatif etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Icinde bulundugumuz ortamda meydana gelen olumsuzluklar, canlilara ait DNA
molekiillerinde hasara, olusan hasar tamir edilemedigi takdirde kontrolsiiz hucre
Olimiine veya kansere kadar giden hastaliklara neden olabilmektedir [Dikilitas ve
Kogyigit, 2010]. Herhangi bir kimyasal mutajenin neden oldugu genotoksik etkinin
dogal bir kaynak kullanilarak giderilmesi kanserin onlenmesi agisindan oldukca
onemlidir. Bu nedenle ¢alismamizda suslarin, hidrojen peroksit (H,O;) tarafindan
indiiklenen oksidatif DNA hasarina karsi antigenotoksik etkisinin (antiproliferatif
etkinin altindaki mekanizmalardan biri) comet yoéntemiyle (tek hicre jel
elektroforezi) belirlenmesi amaglanmistir. Bununla birlikte, antigenotoksik aktiviteye
sahip bu suslarin gida endiistrisi ve tip alaninda kullanilmadan &nce
giivenilirliklerinin test edilmesi gerekir. Bu nedenle calismamizda, suslarin insan
lenfositlerinde herhangi bir DNA hasar1 olusturup olusturmadiginin belirlenmesi de

amagclanmustir.

Epidemiyolojik ya da deneysel calismalardan alinan verilerde probiyotik tiirlerinin
gida olarak kullanilmasi ile basta kolon olmak ftizere cesitli kanser tiirlerinin
hafifledigi ve tiimor gelisiminin inhibe edildigi gosterilmistir [Pisani ve ark., 1993].
Tumor mikrogevresi, cesitli sinyal molekiilleri ile tiimor ilerlemesine aracilik eden
farkli hiicre tiplerinden olusmaktadir. Mikrogevrede tiimdriin ilerlemesinde 6nemli
rol oynayan molekiiller sitokinlerdir. Sitokinler kompleks ve birbiri ile iligkili ¢alisan
sinyal yolagi icinde yer almakta, diger sitokinlerin ve onlarin reseptorlerinin
sentezlenmesinde rol oynamaktadirlar [Dranoff, 2004]. Bunlarin igerisinde interlokin
(IL)-8 gastrointestinal epitel hiicreler ve tiimor hiicreleri tarafindan salgilanmakta ve
akut inflamatuvar reaksiyonlarin baslamasi ve yayilmasina sebep olmaktadir. Ayni
zamanda kanser, ulseratif kolit gibi kronik inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin
olusmasina yol ag¢maktadir [Becker ve ark., 2005; Xie, 2001]. Probiyotik
mikroorganizmalarin inflamatuvar ortaminda IL-8 seviyesini distirdiigi, I1L-10
seviyesini ylikselttigi kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve periferik kan mononiikleer

hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda gésterilmistir [Gackowska ve ark., 2006; Zhang ve



ark., 2005; Morita, 2002]. Organizmada proinflamatuvar ve antiinflamatuvar
sitokinlerin Uretilmesi ve T-yardimer hiicrelerinin denge halinde bulunmasinin
probiyotikler tarafindan diizenlenebilmesi bu mikroorganizmalarin klinikte onkoloji
ve gastroenteroloji gibi ¢esitli alanlarda kullanilmasinin Oniinii agmaya zemin
hazirlamigtir [Medina ve ark., 2007]. Probiyotik mikroorganizmalarin immunolojik
etkileri dogrudan mikrobiyal hiicreler ya da peptidoglikanlar1 ve salgiladiklari
bilesikler araciligi ile olabilmektedir [Hoarau ve ark., 2006; Pena ve Versalovic,
2003; Lammers ve ark., 2002]. Bu baglamda antiproliferatif ve antigenotoksik
etkileri ile 6ne ¢ikan suslarin antiinflamatuvar (antiproliferatif etkinin altindaki bir

diger mekanizma) aktivitelerinin in vitro olarak ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir.

Tum bu bilgiler dogrultusunda arastirmamizda, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Bolimii Biyoteknoloji Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan, insan
(bebek gaitas1) kaynakli bakteri kiiltlirlerinden, daha Once yapilan calismalarda
probiyotik oOzellikleriyle 6ne ¢ikmis 6 laktik asit bakterisi (L. brevis LB63, L.
plantarum GD2, L. rhamnosus E9, L. rhamnosus GD11, L. casei LB8, L. fermentum

LB16) se¢ilmis ve bu bakterilerle;

1) HT-29 ve Caco-2 kanser hicre hatlarinda suslarin canli hicrelerinin,
metabolitlerinin ve EPS’lerinin antiproliferatif etkisinin arastirilmasi, bu etkide canli
hicre, metabolit ve EPS’lerden hangisinin daha etkili oldugunun ortaya ¢ikarilmasi,
2) Biyofilm olusturmada, kolonizasyonda ve tutunmada rolii oldugu diisiiniilen EPS
uretimlerinin taranarak yiiksek ve diisiik EPS iireten suslarin belirlenmesi,

3) Antikanser ajani olarak kullanimi planlanan suslarin (canli hiicre, metabolit ve
EPS), genotoksik etkilerinin olmamasi giivenilirlikleri agisindan 6nemlidir. Bu
nedenle tiim suslarin insan lenfositleri {izerinde, genetik hasar olusturup-
olusturmadiginin comet yontemiyle arastirilmasi,

4) H,0; ile oksidatif DNA hasarna ugratilmis insan lenfosit hiicrelerinde, canli
hiicre, metabolit ve EPS’lerin kanseri Onleme mekanizmalarindan biri olan,

antigenotoksik aktivitesinin comet yontemiyle belirlenmesi,



5) TNF-a ile inflamasyon ortami yaratilmis HT-29 ve Caco-2 kanser hiicre hatlarinda
proinflamatuvar sitokin olan IL-8 seviyesine canli hilicre, metabolit ve EPS’lerin
etkisinin arastirilmasi,

6) HT-29 ve Caco-2 kanser hiicre hatlarinda antiinflamatuvar sitokin olan IL-10
seviyesine canli hlicre, metabolit ve EPS’lerin etkisinin belirlenmesi,

7) Antiproliferatif-antigenotoksik aktivite ve antiproliferatif-antiinflamatuvar aktivite
arasindaki iliskinin arastirilarak, kanseri 6nleme mekanizmalarinin in vitro deneyler

ile tespit edilmesi amag¢lanmustir.

Arastirmamiz lilkemizde ve diinyada dogal gastrointestinal mikroflora elemani olan
probiyotik kdltrlerin, kanser hucreleri Uzerindeki antiproliferatif etkisinin
belirlenecegi ve bu etki ile antigenotoksik ve antiinflamatuvar 6zelliklerin
iliskilendirilecegi ilk caligma olacagindan sonuglari bu alanda yapilacak yeni
arastirmalara kaynak olusturacaktir. Calismamizda kullanilan suslarin  kanser
hlcrelerinin proliferasyonunu engellemesi ve anti-kanser ajanlarda 6nemli olabilecek
indirekt mekanizmalarin (antigenotoksisite ve antiinflamatuvar) ortaya konulmasi,
bu suslarin Klinik preparatlarda kullanilmasi bakimimdan 6nemli olacaktir. Ayrica,
kanserden koruyucu etkisi son yillarda sik¢a glindeme gelen probiyotik kiiltiirlerin
hangi 6zelligi ile etkin olacaginin bilinmesi de, daha etkin koruyucu ajan olarak
kullanimi1 acisindan 6nemli bir avantaj saglayacaktir. Probiyotikler kanserin yan1 sira
antiinflamatuvar aktiviteleri ile asir1 immiin yanita bagl olarak ortaya ¢ikan iilseratif
kolit ve Crohn hastalig1 gibi inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin 6nlenmesi ve
tedavisinde de olduk¢a ©nemli substratlardir. Ulkemizde son yillarda bagirsak
duzenleyici olarak, probiyotik katkili gida tiriinleri yaygin kullanilmalarina ragmen,
kanser veya inflamatuvar hastaliklardan koruyucu olarak, gida ve klinik kullanimi
mevcut degildir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilecek veriler dogrultusunda, mevcut
suslarin bu yo6niiyle de kullanimi miimkiin olabilecektir. Boylece kanser basta olmak
tizere cesitli hastaliklarin hem profilaksisi hem de aktif tedavisinde, mevcut tedaviye

probiyotiklerin eklenmesinin etkili olabilecegi diigiiniilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Laktik Asit Bakterileri

Laktobasiller, Lactobacillaceae familyasina ait olup laktik asit bakterileri
grubundandir. Tiire gore degisim gostererek siit ve siit iirlinlerinde, insan ve diger
canlilarin sindirim sistemleri, vajina, dis ve agiz, ayrica bazi i¢ organlar gibi farklh
habitatlarda rastlanilabilirler [Ljungh ve Wadstrom, 2006]. Laktobasiller Gram
pozitif (Gr +) ve bir tiiri hari¢ hicbiri spor olusturmayan bakterilerdir. Bir iki
ayricalik gosteren iiye disinda hepsi hareketsizdir [Cakir, 2003; Gismondo ve ark.,
1999]. Laktik asit bakterilerinin “hem” gruplar1 (sitokrom ve katalaz) yoktur. Buna
karsin havanin oksijeninde gelisip iireyebilirler [Yiicesan, 2002]. Tiirlerinin ¢ogu
mikroaerofilikdir. Cogu c¢ubuk (basil) seklinde olup ancak bazi tiirleri koko-basil
seklindedir [Ljungh ve Wadstrom, 2006] (Sekil 2.1). Bu mikroorganizmalar
gelisebilmeleri i¢in amino asit, peptit, niikleik asit tiirevi, vitamin, tuz, yag asidi veya
yag asidi esterleri ile fermente edebilecekleri besin maddelerine ihtiya¢ duyarlar
[Kao ve ark., 2007; Naidu ve ark., 1999]. 35-40°C sicaklik ve pH 6,5-6,8’de optimal
gelisim gosterirler. Ayn1 zamanda, bu bakteriler % 1-3 oraninda laktik asit
olusturarak pH’y1 3,2-3,5’¢ kadar diisiiriirler, bu nedenle asite dayaniklidirlar
[Ljungh ve Wadstrém, 2006; Arda, 1985]. Canli mikrobiyal gida katki maddeleri
olarak probiyotiklerin en iyi bilinenleri laktik asit bakterileridir. Mide asidine ve
safra tuzlarina dayanikli olmasi, besinlerle alindig1 zaman canli olarak bagirsaklara
gecgebilmesini saglamaktadir. Probiyotik olarak kullanilan Lactobacillus spp. tlrleri;
L. cellebiosus, L. delbrueckii, L. acidophilus ve L. reuteri’dir. Teknikte kullanilan

laktobasiller hastaliklara sebep olmazlar [ Tunail, 2009].



T
yg. ek

Sekil 2.1. Lactobacillus sp. bakterisinin taramali elektron mikroskobu géruntusu
[www.dribrook.blogspot.com]

2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Metabolitleri

Laktik asit bakterileri, metabolizmalar1 sirasinda laktozu parcalayarak laktik asit
olusturan mikroorganizmalardir ve laktatin sentezinde rol alan laktat dehidrogenaz
enzimine sahiptirler [Tekinsen ve Atasever, 1994; Nessler, 1994]. Laktik asit
bakterileri laktik asit fermentasyonuyla olusturduklar1 {irinlerin cins ve miktarina
gore smiflandirilirlar. Homofermentatif laktik asit bakterileri glukozu, fruktoz di
fosfat yolu ile parcalayarak, fermentasyon sonunda % 99 oraninda laktik asit, % 1
oraninda diger bilesikleri meydana getirirler. Heterofermentatif laktik asit bakterileri,
glukozu heksoz mono fosfat yolu ile parcalayarak fermentasyon sonucu % 70 laktik
asit Uretir. % 30 oraninda da diger bilesikleri, 6zellikle asetik asit, etil alkol ve
karbondioksiti (CO;) olustururlar. Bunun yani sira bazi laktik asit bakterileri
asetaldehit, diasetil, H,O,, ekzopolisakkarit, bakteriyosin, bakteriyosin benzeri
metabolitler ve seker alkolleri gibi diger yan U0rlnleri de sentezleyebilirler
[Yetismeyen, 1995; Daeschel, 1989; Drinan ve ark., 1976]. Bunlara laktik asit
bakterilerinin metabolitleri denir. Yapilan bir ¢aligmada, laktik asit metabolitlerinin
yuksek konsantrasyonunun normal hiicrelerin kanser hiicrelerine dontisiimiini

engelledigi, ayrica laktik asit bakterilerinin olusturdugu H,O,’in kanserli hicreleri



tekrar eski haline doniistlirdiigii distiniilmektedir [Bauer, 2001]. Laktik asit
bakterileri tarafindan tiretilen laktik asit metabolitinin ise, kalin bagirsakta indol ve
skatol gibi fenolik bilesikler {iireterek canli dokuya zarar veren ve hatta kanser
baslangicina neden olan bakterilere karst engelleyici, bagisiklik sistemini
guclendirici, vicudu koruyucu ve enfeksiyonlari engelleyici, kadinlarda hamilelik
stiresince ve sonrasinda kan basmcini diizenleyici etkisi oldugu belirtilmektedir

[Canan ve ark., 2004].

2.2.1. Ekzopolisakkaritler (EPS)

Probiyotik mikroorganizmalarin ¢ogalmalar1 sirasinda ya da sekonder metabolit
olarak ortama saldiklar1 polisakkarit yapida, yliksek molekiiler agirlikli polimerler
olan EPS’ler gida endiistrisinde kivam arttirici, piht1 azaltic1 olarak kullanilmaktadir
[Kodali ve Sen, 2008; Welman ve Maddox, 2003; Cerning, 1990]. EPS’ler ¢ok
sayida bakterinin yuzeyinde bulunan ekzoseliler polimerlerdir [Ruas-Madiedo ve
ark., 2006]. Hiicresel lokasyonlari, kimyasal ve fiziksel yap1 oOzellikleri ile
fonksiyonlar1 esas alinarak mikrobiyal EPS’leri ii¢ ana grup altinda toplamak
mimkunddr. Bunlar; hiucre yuzeyine kovalent baglarla bagli olan kapsiiler
polisakkaritler (CPS), hiicre duvarimin bir bileseni olan polisakkaritler
(Lipopolisakkarit, LPS) ve dis ¢evreye salinan yada hiicre yiizeyi ile kovalent
olmayan, gevsek baglarla iliskilenmis polisakkaritlerdir [Shoji ve ark., 2013; Leigh
ve Walker, 1994]. CPS ve LPS genellikle tretici bakterilerin patojenitesini belirleyen
yapilar oldugundan, tibbi agidan biiyilk 6nem tasimaktadir. Mikroorganizmalarin
cevrelerine salgiladiklart EPS’lerin, hiicreleri kurumadan, fagositozdan ve faj
etkisinden korudugu, yliksek oksijen gerilimi sagladigi, antibiyotiklere ve toksik
maddelere (toksik metal iyonlari, siilfiir dioksit, etanol gibi) kars1 hiicreleri koruma,
biyofilm olusturma ve ylizey tutunmasinda yapistirict isleve sahip oldugu
bilinmektedir [Schurr, 2013; Cerning ve ark., 1994]. EPS’nin suslara sagladigi bu
avantajlarinin yaninda suslarin otoagregasyon ve koagregasyonunda da etkili oldugu
diistiniilmektedir. EPS’nin laktik asit bakterilerine saglamis oldugu bu 6zellik ve
avantajlar1 dikkate alinacak olursa, EPS iiretimi bir susun hem starter hem de

probiyotik olarak kullaniminin ¢ok 6nemli avantaji olacaktir.



Yapilmis ¢aligmalarda EPS’lerin probiyotik mikroorganizmalarin saglhiga faydali
bilinen etkilerinin olusmasinda dogrudan ya da dolayli rolleri oldugu gdsterilmistir.
Bazi ¢alismalarda EPS’lerin antiinflamatuvar, antigenotoksik ve antitimor etkinlik
gosterdigi ve EPS’lerdeki fosfat gruplarinin makrofaj ve lenfositlerin aktivasyonunda
onemli rol oynadigi belirtilmistir [Liu ve ark., 2011; Welman ve Maddox, 2003;
Kitazawa ve ark., 1998].

2.3. Probiyotik Bakteriler

Probiyotikler, insan ve hayvanlarin dogal mikroflorasina ait 6zellikleri gelistiren,
tikketimleri sonucunda agizda, sindirim sisteminde, iist solunum yollarinda ya da
urogenital kanallarda yararli etkileri ile konakg¢imin sagligimi koruyan, buralarda
olusan enfeksiyonlarin iyilesmesine katkida bulunan, tek veya karisik
mikroorganizma kulturleridir [Marteau ve Jian, 2002; Fuller, 1989]. Birlesmis
Milletler-Diinya Saghk Orgiiti Gida ve Tarim Organizasyonu (FAO/WHO)
tarafindan yapilan son bildiriye gore ise probiyotikler; “yeterli miktarda verildiginde
konak iizerinde olumlu etki birakan canli mikroorganizmalar” olarak tanimlanmistir
[FAO/WHO, 2001]. Probiyotik bakterilerin  ¢ogunlugu  Lactobacillus,
Bifidobacterium, Propionibacterium, Streptococcus tlrlerine ait cinsler, Aspergillus
niger, A. oryza gibi baz kiiflerdir [Akalin ve ark., 2000; Yilsay ve Kurdal 2000]
(Cizelge 2.1). Bir mikroorganizmanin probiyotik olabilmesi i¢in belirli 6zellikleri

tasimasi gerekmektedir.

Probiyotik 6zellik i¢in belirlenmis bir kriter olmamasina karsin, probiyotik olarak

izole edilecek ya da tanimlanacak susun asagidaki 6zellikleri tasimas1 gerekmektedir:

-Safra tuzu, asit, enzim ve oksijene kars1 stabil kalmasi,

-Intestinal mukozaya tutunabilmesi,

-Gastrointestinal kanalda kolonize olabilmesi,

-Antimikrobiyal maddeler iireterek patojen bakterilerin gelisimini engelleyebilmesi,

-Etkin ve glvenli olmasi [Kailasapathy ve Chin, 2000].



Cizelge 2.1. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar [Ljungh ve Wadstrom,
2006]

Cinsler Tarler

Lactobacillus . bulgaricus, L. cellebiosis, L. delbrueckii, L. lactis,
. acidophilus, L. reuteri, L. brevis, L. casei, L. curvatus,

. fermentum, L. plantarum, L. johnsonii, L. rhamnosus,

r - -

. helveticus, L. salivarius, L. gasseri, L. crispatus

Bifidobacterium B. adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. infantis,
B. longum, B. thermophilum

Bacillus B. subtilis, B. pumilus, B. lentus, B. licheniformis,

B. coagulans, B. cereus

Pediococcus P. cerevisiae, P. acidilactici, P. pentosaceus

Streptococcus S. cremoris, S. thermophilus, S. intermedius, S. lactis,
S. diacetilactis

Bacteriodes B. capillus, B. suis, B. ruminicola, B. amylophilus

Propionibacterium P. shermanii, P. freudenreichi

Leuconostoc L. mesenteroides
Aspergillus A. niger, A. oryzae
Saccharomyces S. cerevisiae, S. boulardii

Candida C. torulopsis
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2.3.1. Probiyotik bakteriler ve kanser

Kanserin gelisiminde flora ve immiin sistemin rolii oldugundan, teorik olarak
kanseri dnlemede probiyotiklerin kullanilabilecegi diistiniilmektedir [Gill ve Guarner,
2004]. Hayvan deneylerinde kanserin olusumunda rolii olan enzim ve mutajenlerin
azaltilmasinda  probiyotiklerin  roli ortaya konulmustur.  B-glukoronidaz,
nitroredliktaz ve azoredilktaz gibi fekal mikrobiyal enzimler, ¢esitli bilesenlerden
mutajenler, karsinojenler ve timor promotorlar: ortaya cikarir. Probiyotikler ile bu
enzimlerin aktivitesinin azaltilmasinin, hayvanlarda tiimoér sikhigini azalttig
gosterilmistir [Reid ve ark., 2003]. Cesitli hayvan deneyleri, bazi laktobasil
suslarinin kullanimi ile transplante veya kimyasal olarak olusturulmus tiimoriin
yerlesmesi, biiylimesi ve metastazinin etkilenebilecegini diisiindiirmektedir [Yan ve
Polk, 2004]. Insanlarda probiyotiklerin prokarsinojenlerin aktif karsinojenler haline
doniislinii engelleyerek, mutajenik bilesikleri baglayarak ya da inaktive ederek,
antimutajenik maddeler salgilayarak, prokarsinojen bakterilerin ¢ogalmasini
baskilayarak, mutajenlerin bagirsaklardan absorpsiyonunu azaltarak ve immiin
sistemi guclendirerek kanser gelisimini 6nledigi bildirilmektedir [Commane ve ark.,
2005].

2.4. Kanser

2.4.1. Kanser biyolojisi

Kanser tek bir hastalik olmayip, daha ¢ok bir kitle ya da tiimor olusumuna yol agan
kontrolstiz hiicre proliferasyonuyla karakterize edilmis olan neoplazinin (patolojik
anlamda yeni doku olusumu) daha kesin formlarini tanimlamak ig¢in kullanilir.
Bununla birlikte neoplazinin kanser olabilmesi icin malign (habis, kéti huylu)
Ozellik goOstermesi, diger bir ifade ile kontrolsiiz biiyiimesi, komsu dokular1 istila
edebilmesi veya yakin-uzak mesafelere yayilabilme (metastaz; herhangi bir
organdaki kanser hiicrelerinin viicudun baska bir boliimiine atlamas1) 6zelligine sahip
olmast gerekmektedir (Tiimorler metastaz yapmiyorlarsa kanseréz degildir ve bu

durumda, benign (iyi huylu) timér olarak adlandirilir [Nussbaum ve ark., 2005].
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Tiimor, normal dokularin gelismesini agsan, normal dokulara uyum gdstermeyen ve
kendisini olusturan uyaranin yok olmasi durumunda bile buylimeye devam eden
anormal doku kitlesidir (Sekil 2.2). Kanser ise, tum kott huylu tumorleri kapsayan

bir terimdir.

Sekil 2.2. Kolonda tiimdr dokusu [http://www.cancer.gov]

2.4.2. Kanserin genetik yapisi

Son yillarda yapilan yogun arastirmalar hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimiinii
kontrol eden genlerin mutasyonlarinin kanserden sorumlu oldugunu gostermistir.
Bir¢cok kanserde, mutasyonlar tek bir somatik hiicrede olusur ve daha sonra
boliinerek kanser gelisimine yol agarlar [Pritchard ve Grady, 2011]. Mutasyonlarin
gen ifadesini degistirmesi tiim kanserlerin ortak 6zelligi olarak kabul edilmektedir.
Kanser cesitlerinin ¢ogunda mutasyonlar somatik hiicrelerde meydana gelir ve bu
mutasyonlar iireme hiicreleriyle gelecek nesillere aktarilamaz. Ancak, kanser
vakalarmin % 1’inde, esey-kok hiicrelerinin c¢esitli genlerinde meydana gelen
mutasyonlar sonraki nesillere aktarilir ve bu degisim, yeni neslin kansere yatkinligini
olusturur. Hangi durumda olursa olsun, kanser hiicre seviyesinde genetik bir

bozukluk olarak kabul edilmektedir [Oner, 2003]. Mekanizmast ne olursa olsun
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kanser bir kez basladiginda, sitogenetik yapinin korunmasindan ve DNA’da
olusabilecek hasari tamirden sorumlu hiicresel mekanizmalar1 kodlayan genlerdeki
mutasyonlar kimulatif olarak bir artis gostererek kanseri yaygilastirir. Tim bu
olaylar zinciri, en iyi sekilde kolon kanserinde gdosterilmesine karsin diger kanser
tiirlerinin hepsinde olmasa da bazilarinda yer almakta ve sematik olarak Sekil 2.3.’de

gosterilmektedir [Nussbaum ve ark., 2005].

Kontrolsiiz cogaima

Normal hiicre m&
DNA mutasvonlari « “

Sekil 2.3. Genetik degisikliklerin birikmesi sonucu kanser olusumu
[http://www.cancer.gov]

Kansere neden olan genler, iki temel alt gruba ayrilmaktadir: onkogenler ve tUmor

supresor genler (Sekil 2.4).
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Mutasyon tsg'i
maktive eder

Hiicre cogalmasi
Mutasyon DNA tamir
genlerini inaktive eder

Protoonkogenin
mutasyonu onkogeni
meydana getirir

Sekil 2.4. Kanserin genetik olusumu (Tsg; TUmor supresor gen)
[http://totalvue.com]

Onkogenler

Onkogenler, ¢ogunlukla proto-onkogen adini verdigimiz normal hiicresel genlerin
mutant (aktif olan) allelleri olmakla birlikte telomerazlar1 kodlayan veya apoptozisi
(programli hiicre 6liimii) bloke eden genler de olabilirler (Sekil 2.5). Onkogenler
genellikle fonksiyon kazandiran mutasyon Ozelligine sahip olup, proliferasyonu
stimile etme, timoriin kanlanmasini artirma ve apoptozu engelleme gibi

mekanizmalarla malign transformasyonu gergeklestirmektedir [Ross, 1998].


http://totalvue.com/
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Proto-onkogen

ora - Ry

I

Translokasyon ve Transpozisvonel Gendeki nokta
veni kontrollerle genin yeni lokusa Gen amplifikasyonu mutasyonu
taginmast Genin multiple kopyalar )
M N VIEINENER N
Onkogen
Yeni promotor l l +

090 090 0

s Dl W Normal bitviimeyi uyaran
proteinin fazlahg . fﬁ:ﬂﬁll'; o Direncli proteinin bozulmasi
protemm &1 veya hiperaktiflisi

Sekil 2.5. Asir1 huicre bollinmesine ve kansere yardimei olan onkogenin
protoonkogenden doniisiimii [http://praxis-kwasniok.de]

TUmOor supresor genler

TUmor supresor genler adlarindan da anlasilacagi gibi hiicre biiylimesini
diizenleyerek timor gelisimini engelleyen genlerdir. Tumér supresér genler
tarafindan kodlanan proteinlerin fonksiyon kaybi, kontrolsiiz hiicre bdoliinmesine,
anormal hicre biiylimesine ve defektif apoptozise neden olmaktadir [Cooper, 1995].
TUmOr supresor genler, hiicre biiyiimesini kontrol eder veya baskilar. Bu fonksiyonu
mutasyon yoluyla kaybettiginde hiicre biiyiimesi kontrol edilemez. Genin tamamen
kayb1 ya da hasar gormemesi igin her iki allelde timor supresor gene ihtiyag duyar,

bdylece hasar veya kayip birkag yolla olusur [Rupnarain ve ark., 2004].

DNA tamir genleri

Son zamanlarda, timaor supresor gen kategorisi yeni bir gen siifin1 kapsamakta olup
bu genler, DNA tamir genleri olarak adlandirilmaktadir. Bu biiyiik gen ailesi,
mutajenik kimyasallarin ve 151 gibi ajanlarin sebep oldugu DNA hasarini tamirden

ve hiicredeki genomik yapinin korunmasindan sorumludur [Hara ve ark., 2013;
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Wyllie, 1997]. DNA tamir genlerinin fonksiyonu, mutasyonel hasar veya DNA
replikasyonun her ikisinde olusan DNA hatalar1 ile baglantilidir. Hata tamir
edilemezse, bu genler apoptozisi indiikler veya DNA hasarini tamir eder [Hendon ve
Dipalma, 2005]. DNA tamir genlerinin fonksiyonel etkilerinin inaktivasyonu
dogrudan degildir, bu genler tiimoér supresdér olarak smiflandirilir, ¢linki
fonksiyonlarmin kaybi, kanser artisinda onemli etki yapmaktadir. DNA tamir
fonksiyon kaybina 6rnek, kolon ve meme kanserlerinin arastirilmasindan elde

edilmistir [Burkovics ve ark., 2013; Warren ve Shields, 1997].

2.4.3. Kolon kanseri

Ince bagirsak kalin bagirsaga, sag alt karin bolgesinden baglanir. Kalin bagirsagin en
uzun bolimi kolondur. Kolon yaklasik bes cm kalinhiginda veya capinda kasl
tiptdr. Kolonda, besin maddelerinden su ve mineral maddeler absorbe edilir [Ward
ve ark., 2005].

Kolon dort bélime sahiptir;

a) Ik boliim, cikan kolon olarak adlandirilir. Kolona ince bagirsagin eklendigi
yerden baslar ve kisinin {ist sag karin bolgesine kadar uzanir.

b) ikinci béliim, viicudu sagdan sola dogru gecen béliime kadar olan yerdir ve buraya
yatay kolon adi verilir.

¢) Ugtincli boliime inen kolon adi verilir, sol tarafin altina kadar uzanur.

d) Dérdlnci boliim, S bi¢iminden dolayr kivrimli olarak bilinir [Ward ve ark.,

2005] (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Kolonun bélimleri [http://www.dogaltedavi.net]

Biiyliik bagirsakta bir kanser formu, kolon veya rektum duvarinin iginde ve
astarlanma yoluyla gelismeye baslayabilir. Hiicresel sivi ve atiklari tasiyan kanallar
olan lenf damarlar1 veya kan damarlarinda gelisebilen kanserler duvarlar istila
ederler. Kanser hiicreleri, enfeksiyonlarla miicadeleye yardim eden lenf nodlari
yakinina siiziiliirler. Kanser hiicreleri metastaz olarak adlandirilan bu siireclerle, kan
veya lenfatik damarlar yoluyla viicudun uzak bdéliimlerine tasmirlar [Kinzler ve
Vogelstein, 1996]. Kolon kanseri genellikle uzun yillar boyunca yavas yavas ilerler.
Kanser gelisiminden 6nce, kansere doniisen nonkanserojen polipler gelisir. Polip,

kolon veya rektum hattinda dokunun biiyiimesidir [Boland ve ark., 1998].

Kolon kanseri hiicre hatlari

HT-29 ve Caco-2 hiicreleri enterosit farklilagmasinin temel karakterini gosterir (Sekil
2.7). Insan kolon adenokarsinoma hiicrelerinden izole edilen Caco-2 hiicre tabakast,
Ozellikle insan bagirsak hiicrelerinin islevleri ve organizasyonu, laktik asit
bakterilerinin ~ yapismasi  ¢alismalarinda  kullanilmistir. HT-29, insan
adenokarsinomasindan izole edilen bir diger hiicre tabakasidir. Bu hiicre
tabakalarinin enterosit farklilasmasi agikca ayirt edilebilir. Apikal ve bazal membran

birbirinden dar bilesimle ayrilan iki niifuz alaninin bigimlenmesini igerir. Bu niifuz


http://www.dogaltedavi.net/
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alanlarinda protein ve lipit kompozisyonlarindan kaynaklanan ultra yapisal farklilik
gbze carpar. Ornegin apikal yiizey (firga kenar) peptidaz ve disakkaritleri igerir,
bazolateral niifuz alani intestinal hidroelektrik salgilanmasinin kontroliinii gerektiren
birkag peptit reseptorii igerir. Dar bilesim alanlar1 ise, bu boélgeye 6zel proteinler
icerir. Buradaki karakterler bu hiicre tabakalarinin, probiyotik bakterilerin in vitro
yapigma ve kolonizasyon ¢alismalarina uygun olmasini saglar [Gopal ve ark., 2001;

Sillanpaa, 2001].

Cizelge 2.2. HT-29 ve Caco-2 kolon kanseri hiicre hatlarinin karsilastiritlmasi

[http://www.Igcstandards-atcc.org]

HT-29

Caco-2

Organizma: Homo sapiens

Doku: Kolon

Morfoloji: Epitel

Kiiltiir Ozelligi: Adherent

Hastalik: Kolorektal adenokarsinoma
Yas: 44

Cinsiyet: Kadin

Medium Degisimi: Haftada 2-3 kere

Organizma: Homo sapiens

Doku: Kolon

Morfoloji: Epitel benzeri

Kiiltiir Ozelligi: Adherent

Hastalik: Kolorektal adenokarsinoma
Yas: 72

Cinsiyet: Erkek

Medium Degisimi: Haftada 1-2 kere

Sekil 2.7. Enterosit farklilagsmasinin temel karakterini gosteren HT-29 ve Caco-2
hicreleri [http://www.lgcstandards-atcc.org]
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2.4.4. Kanserin tedavisinde kullanilan uygulamalar

Kanser, hiicrelerin bir sekilde kontrolsiiz ¢ogalmasi, invaziv nitelik kazanmasi ve
metastaz yapmasi ile karakterize oldiirlicii bir hiicre hastaligidir. Kanserin tedavi
edilmesinde 4 temel yaklasim vardir. Bunlar cerrahi, radyoterapi, ilag (kemoterapi)

ve immunoterapidir [Komaki ve ark., 2012].

Kanserin tedavisinde kullanilan ilaglar antineoplastikler olarak bilinmektedirler.
Mevcut kanser ilaglarinin bir¢ok yan etkisi olmakla beraber en 6nemli problemlerden
birisi, bu ilaglarin yalnizca kanser hiicrelerine oldiiriicii etkisi degil, ayn1 zamanda
normal hiicrelere de Oldiirlicii etkilerinin olmasidir. Antineoplastik ila¢ insan
viicuduna girdikten sonra viicut sivilarinda dolasir ve organizmanin pek ¢ok doku
hiicreleriyle etkilesir. Hizli boliinme durumunda olan normal hiicreler igin kanser
ilaglart 6nemli riskler tasimaktadir. Bu hiicreler sa¢ folikul hicreleri, intestinal kanal
hlcreleri ve kemik iligi hiicreleridir [Di Leva ve ark., 2012]. Lenfotoksik etki,
immunosupresyon, embriyotoksik, teratojenik, karsinojenik ve mutajenik etki ile
alerjik reaksiyonlar antineoplastik ilaglarin diger yan etkilerini olusturur. TUmor
biyolojisi ve timor-ilag etkilesmesi, ilacin farmakokinetigi ile farmakolojisi, ilaca
rezistans ve hasta ile ilgili faktorler ise kanserin ilagla tedavisinde basar1 sansini

kisitlayan faktorlerdendir [Koontongkaew, 2013].

Kanserin ilagla tedavisinin yani sira cerrahi miidahalelerde, ¢ok kiiclik bir tiimér,
akciger, karaciger ya da beyine gecmisse, tiimorii tek basina c¢ikartmanin hi¢ bir
anlam1 yoktur. Yayilmis bir kanser formunun 6rnegin, l16seminin ameliyatla tedavisi
mUmkiin degildir. Radyoterapi, ameliyata oranla daha basarili sonuglarin alindig1 bir
yontem olmasina ragmen, iyonize radyasyonun tiim formlarinin belli kosullar altinda
kansere neden olabilmesi nedeniyle her zaman bazi kisitlamalara aciktir. Kanserin
ortaya cikmasinda viicudun bagisiklik sisteminde goriilen zayiflamanin da etken
oldugu diisiincesinden hareketle, 6zellikle viicudun kendi defans mekanizmasini
stimile ederek, ameliyatlardan, radyoterapiden ya da kemoterapiden sonra viicutta
kalabilecek az sayidaki kanser hiicresinin tahrip edilebilecegi gosterilmistir. Bu tiir

tedavi sekline nonspesifik immiinoterapi adi verilmektedir. Nonspesifik denilmesinin
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nedeni, hastanin tiimoriine 6zgli bir antijenin kullanilmamasidir. Cocuk l6semisi,
erigkin 16semisi, bas, boyun, gogiis, deri ve bagirsak kanserlerinde kemoterapiye
oranla daha uzun siireli hafifletici etkinligi vardir. Ancak, kemoterapiden Once
uygulanirsa hafifletme orani ortaya ¢ikmamaktadir [Chabner ve Longo, 2011,
Wolchok ve ark., 2009].

Bilimsel tibb1 tedavi yontemleri olan kemoterapi, cerrahi tedavi ve radyoterapinin
belirli yan etkilerinin bulunmasi ve basar1 sansinin nispeten diisiik olmasi sebebiyle

hastalar tamamlayic1 ve alternatif uygulamalar tercih etmektedirler [Molassiotis ve

ark., 2005].

Ulusal Tamamlayici ve Alternatif Tip Merkezi, tamamlayici ve alternatif tedavileri,
henliz konvansiyonel tibbin bir pargasi olarak kabul edilmeyen saglik bakim

sistemleri, Urlnleri ve uygulamalari olarak tanimlamaktadir [Ades ve Yarbro, 2000].

Amerikan Kanser Birligi ve Ulusal Kanser Enstitiisii, alternatif tedavileri hastaligin
geleneksel tedavisinin  yerine kullanilan uygulamalar seklinde tanimlarken,
tamamlayici tedavileri ise, modern tip ile birlikte kullanilan tedavileri tamamlayici
yaklasimlar olarak tanimlamaktadir. Ancak bugiin tamamlayict ve alternatif
tedavilerin smirlar1 tam olarak belirlenmis degildir. Bu konudaki tartismalarda

tamamlayicit ve alternatif tedaviler genellikle birlikte kullanilmaktadir [Ernst ve

Cassileth, 1998].

Amerikan Kanser Birligi ve Ulusal Kanser Enstitiisii, tamamlayic1 ve alternatif

tedavileri bes baglik altinda toplayarak gruplandirmigtir [Ades ve Yarbro, 2000].

1) Alternatif ve medikal sistemler,

2) Beden-Zihin mudahaleleri

3) Biyolojik temelli,

4) Manipulatif ve beden temelli tedaviler,

5) Enerji tedavileri.
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Kanser hastalarinda tamamlayici ve alternatif tedavilerin kullanim siklig: ile ilgili
yapilan ¢aligmalarda; 13 iilkede 26 calismanin incelendigi bir sistematik derlemede
kanser hastalar1 arasinda tamamlayici ve alternatif tedavilerin kullanim sikliginin %
7 ile % 64 arasinda (ortalama % 31, 4) degistigi bulunmustur [Ernst ve Cassileth,
1998]. Hastanede yatarak tedavi alan Norvegli kanser hastalarinda tamamlayici ve
alternatif tedavilerin kullanimi1 % 20 olarak bulunmustur [Risberg ve ark., 1997].
Aralarinda Tiirkiye'nin de bulundugu 14 Avrupa iilkesinde kanser hastalarinda
tamamlayic1 ve alternatif tedavilerin kullanim sikliginin incelendigi bir ¢alismada,
kanser hastalarinin tamamlayici ve alternatif tedavileri kullanma oran1 % 36 olarak

(% 15-73 arasinda degisen aralikta) bulunmustur [Molassiotis ve ark., 2005].

Turkiye'de kanser hastalarinda tamamlayict ve alternatif tedavilerin kullanim
sikligin1 Ceylan ve arkadaslar1 % 60, Samur ve arkadaglar1 % 50, Oguz ve Pinar %
80, Tas ve arkadaslar1 % 47, Goziim ve arkadaslar1 % 41, Isikhan ve arkadaslar1 %
39, Algier ve arkadaslar1 % 36 seklinde degisen oranlarda bulmuslardir [Algier ve
ark., 2005; Kav ve ark., 2008].

Biyoteknolojik olarak bitkiler kanserin bir¢ok formunun tedavisi i¢in kullanilan ve
yiiksek oranda etki gdsteren geleneksel ilaglarin birincil kaynagidir. Bitkisel kaynakl
terapotik ajanlar bircok hastaligin tedavisinde ve hastaliklardan korunmada
kullanilmaktadir. Antikanser terapisi i¢in kullanilan birgok ajan bitkilerden turevlenir
[Tan ve ark., 2011]. Epidemiyolojik ¢aligmalar bitkilerle yapilan tedavilerin yani sira,
yiiksek miktarda probiyotik aliminin insanlarda diisiik kanser prevalansi ile iligkili
oldugunu gostermektedir. Karsinojen inaktivasyonu, antiproliferasyon, hiicre
dongiisiiniin askiya alinmasi, apoptozis ve farklilasmanin indiiksiyonu, anjiyogenezin
baskilanmasi, antioksidasyon ve coklu ila¢ direncinin azaltilmasi ya da tim bu
mekanizmalarin kombinasyonu probiyotiklerin kansere karsi etki mekanizmalarini

olusturur [Liu ve ark., 2013].
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2.4.5. Laktik asit bakterilerinin antiproliferatif etkisi

Kanserlerin o6zellikle kolon kanserinin olusmasinda yag orani yiiksek ve az lifli
gidalarin tiiketilmesi gibi yanlis beslenme aligkanliklarinin biiyiik rolii oldugu
bilinmektedir. Bunun yaninda, GIS hastaliklarinin olugsmasinda bagirsak mikroflorasi
onemli rol oynamaktadir [Precott ve ark., 2005; Mital ve Garg, 1995]. Bazi
probiyotik suslarin kolon kanseri tiimor hiicrelerinin gelisimini azalttig1 ve apoptoza
gotiirdiigli ya da onledigi 6ne stiriilmektedir [Altonsy ve ark., 2010; Thirabunyanon

ve ark., 2009].

Laktik asit bakterilerinin antiproliferatif etkisi dogrudan mikrobiyal hiicreler ya da
peptidoglikanlar1 ve sentezledikleri bilesikler araciligi ile olabilmektedir [Ruas-
Madiedo ve ark., 2010; Lammers ve ark., 2002]. Laktik asit bakterilerinin kanseri
dogrudan baskiladigina dair deneysel kanitlar olmamasina ragmen, dolayli olarak
kanser Tlzerine etkili oldugu bildirilmektedir. Ancak, mekanizma tam olarak

bilinmemekle birlikte ¢esitli hipotezler 6ne siiriilmektedir. Bunlar;

-Konak immin sisteminin aktivasyonu,
-Antimutajenik aktivite,
-Bagirsak mikroflorasinin diizenlenmesi,

-Tiimoriin baskilanmasi [Burns ve Rowland, 2000; Sanders, 1994].

Konak immiin sisteminin aktivasyonu

Tiim6r mikrogevresi, tiimoriin ilerlemesi ve yayilmasinda yer alan pek ¢ok farkli
hiicreden ve bunlarin salgiladiklar1 sinyal molekiillerinden olugsmaktadir. Bu
molekiillerin igerisinde tiimor olusumunda ve yayilmasinda en fazla rolii olan
sitokinlerdir. IL-8 normal hiicrelerden oldugu kadar tiimér hiicrelerinden de
salinmakta ve akut inflamatuvar reaksiyonlarin baslamasinda rol almaktadir. Timor
mikrogevresinde artmig IL-8, tumor ilerlemesinde ve metastazda 6nemli bir faktordur.
Antiinflamatuvar sitokinlerden IL-10’un antimetastatik ve antitimér aktiviteye sahip

oldugu in vivo olarak gosterilmistir [Wang ve ark., 2010; Kundu ve ark., 2005;



22

Huang ve ark., 1999]. Laktik asit bakterilerinin immun sistem Uzerindeki etkileri,
antikor tretimini ve dogal oldiiriicii (NK) hicrelerin aktivitesini arttirmak, niikleer
faktor kappa-B (NF-xB) yolagini modiille etmek ve T hiicre apoptozisini
indiiklemekten olusmaktadir. Laktik asit bakterileri genellikle 1L-10 ve dontistiiriicti
blyume faktoru-beta (TGF-B) gibi intestinal antiinflamatuvar sitokin iiretimini
arttirrken, TNF-a, interferon-gama (IFN-y) ve IL-8 gibi proinflamatuvar sitokin
tretimini  distirtirler [Maassen ve ark., 2000]. Laktik asit bakterilerinin
antiinflamatuvar 6zellikleri cesitli ¢alismalarda gosterilmistir. Ornegin Borruel ve
arkadaslarinin (2002) yaptigr calismada, Chron hastaligina sahip kisilerin ileal
orneklerinin L. casei DN114001 ve L. bulgaricus LB10 ile ex vivo muamele
edilmesinden sonra TNF-a iiretiminde diisiis oldugu gozlenmistir. Bu sonug¢ T
yardimci-1 (Th1) hicreleri iliskili inflamasyonun probiyotiklerce disiiriildiigiini
gostermektedir. Perdigon ve arkadaslari (2001) ise, bazi probiyotiklerin salgisal T
yardimcei-2 (Th2) tip yaniti aktive ettigini ve bdylece antiinflamatuvar mekanizma ile

antiproliferatif etki gosterdigini rapor etmislerdir.

Antimutajenik aktivite

Laktik asit bakterilerinin antimutajenik aktivitesinin temelinde, mutajenik bilesiklere
fiziksel baglanma vardir [Naidu ve ark., 1999]. Baglanmada bakterilerin hiicre duvari
peptidoglikanlar ile polisakkaritler 6nemli rol oynamaktadir [Bolognani ve ark.,
1997]. Fernandes ve arkadaslar1 (1987) yaptiklar1 ¢alismada, nitritden nitrozaminin
olusumunu laktik asit bakterilerinin diisiirdiiglinii gostermislerdir. Probiyotik
laktobasil suslarinin, mutajen ve kanserojen etkiye sahip olan B-glukoronidaz,
nitroredilktaz ve azorediiktaz gibi fekal mikrobiyal enzimlerin miktarini azalttig
rapor edilmistir [Roberfroid, 2000]. L. acidophilus’un tiimér hiicrelerini inhibe ettigi
ve prokarsinojenleri karsinojen maddelere doniistiirebilen mikroorganizmalara karsi
antagonistik etkide bulundugu bildirilmektedir. Ayrica L. acidophilus’un antitimér
etkiye sahip oldugu da bilinmektedir. Probiyotik bakteriler, kansere sebep olan
enzimler veya kansere sebep olan kaynaklari ortamdan uzaklastirabilirler. Kanser
oncesi kanser yapict etkilerin probiyotik bakteriler tarafindan uzaklastirilmasi,

iretilen nitrozamin oranmin azaltilmasim igerebilir. Bunun disinda laktik asit
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bakterilerinin Urettikleri metabolitlerin kanserin gerilemesi iizerindeki roldi; farkli
calismalarda gosterilmistir. Ozellikle kisa zincirli yag asitlerinin (KZYA) timor
gelisimini azaltmadaki rolii dikkat cekicidir. Bu mikroorganizmalar KZYA’den
asetik asit, batirik asit ve propiyonik asit Gretmektedirler [Lee ve Puong, 2002;
MacFarlane ve Gibson, 1995]. KZYA’den asetik asit Gram negatif bakteriler
Uzerinde etkin bir antagonistik aktivite gostermektedir. Lankaputhra ve Shah (1998b)
tarafindan Ames Salmonella testi kullanilarak yapilan ¢alismada; asetik asidin, laktik,
pirivik ve biitirik asitten daha fazla antimutajenik aktiviteye sahip oldugu
belirlenmigtir. Bu asitlerin iiretimi bagirsak pH’sin1 diisiirmekte, bazi1 patojen ve
ciiriik¢iil bakterilerin gelisimini engellemektedir. HT-29 kolon kanseri hiicre hatlar
ile yapilan bir ¢alismada laktik asit bakterilerinin hiicrelerin gelisimini 6nemli

derecede azalttig1 gézlenmistir [Villarante ve ark., 2011; Baricault ve ark., 1995].

Bagirsak mikroflorasinin dilzenlenmesi

Laktik asit bakterileri kolondaki diger bakteriler ile substratlarin fermentasyonu igin
yaris halindedirler. Bu substratlar, sindirilmemis karbonhidratlar, 6lii epitelyum
hiicrelerinin protein ve lipidleri, gastrointestinal salgilarindan miisin ve o6li
bakterilerin komponentleridir [Howarth ve Wang, 2013; Pornare ve ark., 1985].
Probiyotiklerin {irettigi antimikrobiyal molekiiller patojen mikroorganizmalarin
cogalmasimi sinirlar. Probiyotik suslar hidrojen peroksit, organik asit, bakteriyosin
gibi etken maddeler sayesinde antibakteriyel 6zellik gosterirler [Ouwehand ve ark.,
1999]. In vitro olarak yapilan ¢alismalarin sonuglarma gore; laktobasillerin bir cogu
asetik asit ve laktik asit gibi metabolitlerinden ve pH’y1 diisiirmelerinden dolayi
bakteriyel patojenlerin ¢ogalmasini engeller [Lo ve ark., 2004]. Probiyotiklerin
patojen mikroorganizmalara karsi intestinal sistemde bir bariyer olusturarak,
epitelyal hiicrelerin bu mikroorganizmalarla baglanma derecesini azalttigi
diistiniilmektedir. Laktik asit bakterilerinin intestinal epitelyal hiicrelerle adezyonunu
saglayan ¢esitli yiizey determinantlari bulunmaktadir. Bu bakterilerin mikrobiyal
adezyonu pasif kuvvetler, elektrostatik iliskiler, hidrofobik ve sterik kuvvetlerle,
lipoteikoik asit ve lektinlerle kapli 6zgilin yapilarla iliskilidir [Servin ve Coconnier,

2003]. Ayrica laktik asit bakterisi tarafindan iiretilen nétral ya da asidik yapida olan
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EPS’ler de bu mikroorganizmalarin genel yiizey oOzelliklerini belirler. Birgok
laktobasil susu intestinal miisin (MUC)-3 ve MUC-2 ekspresyonunun artigina neden
olmaktadir. Ornegin; Lactobacillus GG susunun intestinal epitel hiicrelerinin
apoptozisine engel olarak bariyer fonksiyonunu arttirdigi tespit edilmistir [Yan ve
Polk, 2002]. Bazi probiyotik ajanlar, Toll-like reseptor-spesifik (TLR-spesifik)
immun stimilator etkiye sahiptirler. Boylece intestinal epitelyal bariyeri duzeltirler
ve konagi korurlar. Probiyotiklerin epitelyal bariyer fonksiyonunu TLR-2 iliskisiyle
modiile ettigi distiniilmektedir. TLR-2 ayrica bakteriyal lipoprotein ve lipoteikoik

asiti tanimakta rol oynamaktadir [Ewaschuk ve Dieleman, 2006].

TUmor baskilanmasi

Laktik asit bakterilerinin timor inhibe edici ve antitimor etkilerinin biyolojik temeli,
bir¢ok arastirmaci tarafindan caligilmistir. Bu etkiler konagin
immuinostimiilasyonunu ya da neoplastik enzim aktivitesini diisiirmesi olabilir.
Ornegin, B. infantis’den izole edilen bir peptidoglikan, lezyon igine enjekte edilen
farede % 70 timor gerilemesine yol agmistir [Sekine ve ark., 1985]. Hayvanlar ve
insanlarda saghigin  korunmasinda laktik asit bakterilerinin  bagirsaklarda
immiinmodiilatér rolii oynadigi arastirmacilar tarafindan gosterilmistir. C3H/He
erkek farelerde enterik florada bulunan Escherichia coli, Streptococcus faecalis ve
Clostridium paraputrificum karaciger tiimorogenezisini desteklemektedir Bu
destekleyici etkinin bagirsak bakterileri olan B. longum, L. acidophilus ve
Eubacterium rectale tarafindan baskilandigi bulunulmustur [Mizutani ve Mitsuoka,
1980; Mizutani ve Mitsuoka, 1979]. Yapilan bir ¢alismada, blastolizinin antitimaor
aktivitesi, L. bulgaricus’un hiicre duvarmin glikopeptid fragmentlerinden olusan bir
preparatta gosterilmistir [Bogdanov ve ark., 1977]. Blatolisinin antitimor etkisi
farelerde dogal tiimorler, karsinoma LIC, melanokarsinoma B-16, adenokarsinoma
AKATOL, plazmasitoma MOPC-315, losemi P-388, sarkoma S-180 Uzerinde
gosterilmistir. Blastolizin ¢ok diigiik toksisiteye sahiptir ve kan hicrelerinin
yapilmasini inhibe etmez. Blastolizinin timoér dokusu (zerindeki etkisi bilinen
antitimor kemoterapétik ajanlarina gére 6nemli 6lgtide farklidir. Baska bir ¢alismada,

L. bulgaricus susu 51’in lizozim lizatlarindan blastolizin fraksiyonu jel filtrasyonu ile
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izole edilmistir. Blastolizinin sarkom S-180nin hiicre proliferasyonu (zerine gicli
bir engelleyici etkisi saptanmistir. Fraksiyonun tekrar muameleleri sonucunda
hayvanlarda timorin % 15 oraninda geriledigi bulunmustur. TUmor biylmesinin
uzun sireli baskilanmasi saglanmistir.  Histolojik  ¢alismalar  blastolizin
fraksiyonunun timor hucre nekrozuna neden olma yetenegini ortaya koymaktadir
[Ketlinskii ve ark., 1987]. Ylzeysel mesane timdrlerindeki L. casei’nin inhibitor
etkileri N-bUtil-N-nitrozamin ile indiiklenmis fare mesane kanseri deneysel sistemi
ile gosterilmistir [Tomita ve ark., 1994]. Sonuclar gostermektedir ki, organ basina
timor hacmi ve mesanenin agirligi, L. casei ile muamele edilen grupta edilmeyen
gruba gore 6nemli 6l¢iide daha diisiiktiir (p<0,05). L. casei verilen gruplarda L. casei
ile muamele edilmeyen gruplara gore N-bitil-N nitrozamin ile indiiklenmis
timorlerin malignant derecesi onemli olglide azalmistir (p<0,05). Farede in vivo
kosullarda Bifidobakteri hiicre duvarindan hazirlanan preparatin hayatta kalma
siresini uzatma, tedavi oranlarini ve antitiimoriin ndtiirlesme faaliyetlerini arttirma
yetenegi belirlenmistir. Tiimor asis1 ve hiicre duvari preparatina duyarli hale getirilen
farelerde sadece tiimor asis1 verilen farelere gore yasam siiresi ve tedavi oranlari
sinerjistik olarak artmistir [Sekine ve ark., 1994]. Laktik asit bakterilerinin kolon
kanserindeki antitimor aktiviteleri in vivo ve in vitro ¢alismalar ile gosterilmistir.
Fermente siit iirtinleri tiiketen kadinlardaki meme kanser riskinin diistiigiinii bazi
epidemiyolojik calismalar gostermistir. Fermente siitten elde edilen bes bakteri
susunun (B. infantis, B. bifidum, B. animalis, L. acidophilus ve L. paracasei) MCF7
meme kanser hiicre hatti biiylimesi iizerine direkt etkileri calisilmigtir. Fermente
siitten elde edilen bes bakteri susununda biiyiimeyi inhibe etmeyi indiikledigi en
etkili olarak (9 giinden sonra % 85 inhibisyon oran1) B. infantis ve L. acidophilus’da
bulunmustur [Biffi ve ark., 1997].

2.5. Immiinoloji

2.5.1. Sitokinler

Sitokinler; makrofajlar ve lenfositler tarafindan salgilanan ve immiin sistem

hiicrelerinin proliferasyonunda ve farklilasmasinda rol oynayan ve hiicreler arasi
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iletisimi saglayan maddelerdir. Yapilan ¢alismalar ¢ok sayida hastalifin patogenez
veya tedavisinde sitokinlerin rolii bulundugunu ortaya koymaktadir [Habtemariam,
2013; Lewis, 1998]. Immiin sistemi diizenleyen sitokinlerin viicuttaki diizeyleri,
yaslanmaya bagli olarak azalmakta ve neticede basit bir enfeksiyondan kansere kadar
birgok hastaliga duyarli hale gelinmektedir [Habtemariam, 2013; Levinson ve Jawetz,
1998]. Lenfositler tarafindan salgilandiklar1 zaman lenfokinler, monosit ve
makrofajlar tarafindan salgilandiginda ise monokinler, lokositler tarafindan
salgilandiklar1 zaman ise interlokin olarak adlandirilmaktadir [Abbas ve ark., 2011].

Temel etkilerine gore sitokinler 4 gruba ayrilirlar.

-Dogal immiiniteye aracilik eden sitokinler (Tip | IFN, TNF, IL-1, IL-6 ve
kemokinler)

-Lenfosit aktivasyonu, blyime, diferansiyasyon regulatorleri olarak T lenfositlerinin
0zel antijenleri tanimalarina yanit1 temin eden sitokinler (IL-2, IL-4, TGF-B)
-Bagisiklik araciligiyla inflamasyonu diizenleyen sitokinler. Bu grup sitokinler
antijenle uyarilmis CD4" ve CD8" T lenfositler tarafindan uyarilirlar ve inflamatuvar
16kositleri aktive ederler. Bu hiicrelerin T hiicresi regiilasyonuna girmesini saglarlar
(IFN-y, Lenfotoksin (LT), IL-10, IL-5, 1L-12)

-Immatiir 16kosit biiyiime ve farklilasmasina aracilik eden mediyatorler (c-kit-ligand,
IL-3, Granilosit-makrofaj koloni simulator faktor (G-MCSF), Monosit-makrofaj
koloni uyaran faktor (M-CSF), Granulosit koloni stimilator faktor (G-CSF), IL-7,1L-
9, IL-11) [Rongvaux ve ark., 2013; Farrar ve Schreiber, 1993].

2.5.2. Tumor nekrozis faktor-alfa (TNF-a)

TNF birgok hicre tipinde salgilanan bir glikoproteindir. TNF’nin hiicresel kaynagi
LPS ile aktive olan mononiikleer fagositlerdir. iki ¢esit TNF vardir. Bunlar;
genellikle aktif makrofajlardan salinan TNF-a (kasektin) ile aktif T hiicrelerinden
salman TNF-B (lenfotoksin)’dir [Habtemariam, 2013; Oppenheim ve ark., 1994;
Abbas ve ark., 1997]. TNF-o notrofiller, aktive olmus lenfositler, NK hiicreleri,
endotelyal hiicreler ve mast hiicreleri tarafindan salgilanan proinflamatuvar sitokindir

[Borish ve Steinke, 2003]. LPS’ler, monositlerden TNF-a salinimina neden olan en
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giiclii uyaricidir. TNF-a’nin bir¢ok fonksiyonu vardir. TNF-o, endojen pirojen
etkiyle atesi yiikseltir. Bu etkiyi IL-1 ile yapar [Habtemariam, 2013]. Notrofil ve
monositler icin kemotaktiktir. TNF-a polimorfonikleer I6kosit (PMNL) tutunmasini
arttiran bir sitokindir ve endotel hiicrelerinden interseliiler adezyon molekiilii
sentezini ve ekspresyonunu arttirmaktadir [Habtemariam, 2013; Dustin ve Springer,
1989]. TNF-o0, fagostozu arttirarak ve siliperoksitlerin salinimmna yol agarak
solunumun bozulmasina neden olur. Bunun disinda, 16kositleri uyararak
mikroorganizmalara ve tiimor hiicrelerine karsi etkinin ortaya ¢ikmasina neden olur
[Borish ve Steinke, 2003; Samlaska ve Winfield, 1994]. TNF-a, monositlerin IL-6 ve
IL-8 gibi inflamatuvar sitokinleri yapma kapasitesini arttirtr. TNF-a, notrofillerin
damar c¢eperlerine tutunmasinmi ve kemotaksisini arttiran giiglii bir aktivatordur

[Rongvaux ve ark., 2013; Klebanoff ve ark.,1987].

2.5.3. Kemokinler ve interlokin-8

Kemokinler farkli hiicre tiplerini aktive eden ve selektif olarak onlarla iliski
icerisinde olan bir polipeptid ailesidir [Horuk, 2001; Baggiolini ve Dahinden, 1994].
Kemokinler, mononukleer fagositik hiicrelere ek olarak T lenfositlerinden, NK
hlcrelerinden, nétrofillerden, keratinositlerden, hepatositlerden, endotel ve epitel
hlcrelerinden de sentezlenmektedir. Miktar olarak oldukca fazla Uretilirler [Agaugue
ve ark., 2008]. Kemokin ailesi iginde lizerinde en ¢ok calisilan IL-8’dir. I1L-8’in
kaynag1 monositler, makrofajlar, fibroblastlar, keratinositler ve endotel hicreleridir.
Kemokinler hedef hucrelerin  dominant olarak biyumelerinden  ziyade
fonksiyonlarmi etkiler [Oppenheim ve Ruscetti, 1997]. IL-8‘in hedef hiicreleri ise
notrofillerle T hocreleridir. Néotrofillerin - mobilizasyonunu, aktivasyonunu ve
degraniilasyonunu saglar, anjiyogenezde rolii vardir. Primer olarak mononukleer
fagositlerden, endotelyal ve epitelyal hiicrelerden kaynaklanan IL-8, ayn1 zamanda T
hicreleri, eozinofiller, ndtrofiller, fibroblastlar, keratinositler, hepatositler ve
kondrositlerden de salgilanabilir [Greene, 2013; Oppenheim ve Ruscetti, 1997]. IL-8
sentezi LPS’ler, IL-1, TNF ve virusler tarafindan da aktiflenebilir. IL-8 nétrofiller
icin en potent kemotaktiklerden biridir. Ayn1 zamanda polimorfonukleer nétrofillerin

degranulasyonunu (6zellikle solunum yollarinda) ve endotel hiicrelerine adezyonunu
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saglar [Greene, 2013; Brown ve ark., 1993]. Inflamatuvar yamitta diger
kemotaktiklerle karsilastirildiginda 1L-8 daha geg¢ ortaya ¢ikar [Adkinson ve ark.,
2003].

2.5.4. interlokin-10

IL-10 insan immiin yanitinda bulunan en énemli antiinflamatuvar sitokindir. Primer
olarak T lenfositleri, monositler, makrofajlar, B lenfositleri ve noétrofiller tarafindan
sentezlenen ve supresif bir sitokin olan IL-10 konakg¢inin gram negatif sepsiste organ
yetmezligi ve 6liimden korunmasinda kritik bir rol oynar. IL-10 koruyucu aktivitesini
IL-1B, TNF-a, IL-8, IFN-y, IL-6 ve prostaglandin metabolitleri gibi inflamasyon
mediyatorlerini inhibe ederek gosterir. IL-10 immiin cevabin Onemli bir
regulatoridir. IL-10 birgok sistemik hastalikta ve inflamatuvar durumlarda
dolasimda Olciilebilir. Otoimmiin, malign, enfeksiyoz hastaliklar1 disregiile ettigi
diistiniilen 6nemli bir sitokindir [Opal ve DePalo, 2000; Weiss ve ark.,1989]. IL-10
ilk kez fare yardimc1 T (tip 2) lenfositlerinden kdken alan sitokin olarak tanimlanmig
ve Thl hicrelerinde sitokin yapimini inhibe etmesi nedeniyle "Sitokin yapimini
inhibe eden faktdr" olarak isimlendirilmistir. Yapilan ¢alismalar Th2 ve CD8" T
lenfositlerinin, monosit/makrofajlarin, aktive olmus B lenfositleri ile Epstein Barr
viriisti tarafindan transforme edilen B lenfositlerinin IL-10 Gretim kapasitesine sahip
oldugunu gostermistir [Clambey ve ark., 2013; Oppenheim ve ark., 1994; Burdin ve
ark., 1993]. IL-10'un hematopoetik hiicre dizileri tizerine multiple biyolojik etkileri
vardir. Insanlarda B lenfositleri igin biiyiime ve differansiye edici faktdr olarak, fare
modellerinde T lenfositleri icin blyume faktéri olarak etki gosterir. Bu 6zellikleri
disinda immiinosupresif etkileri de belirlenmistir. Th1l hiicrelerinden IL-2 ve IFN-y
yapimini, antijen spesifik T hiicre aktivasyonunu bloke eder, ayrica
monosit/makrofajlardan sitokin yapimini inhibe edebilir [Tahvanainen ve ark., 2013;
Oppenheim ve ark., 1994]. IL-10 miktarinin artmasi sonucunda hiicresel immiin
cevapta azalma goOzlenir. Bagisik yanitin baskilanmasina aracilik eden sitokinlerin
tiretimindeki ince farkliliklar T lenfositlerinin Thl veya Th2 yoniindeki
farklilasmasinda anahtar bir rol oynayabilir. IL-10, baz1 hastaliklarin gelisimine

zemin hazirlayan diger bagisik yanit aracilarinin tiretimini diizenleyebilir. Doku nakli
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sonrast doku reddinde yiiksek IL-10 seviyesi arasinda anlamli iligki bulunmustur
[Tadokera ve ark., 2013].

2.5.5. Baz1 hastaliklar ile immin sistem arasindaki iliski

Sitokinler, inflamatuvar yanitta ve kanserin patogenezinde énemli bir rol alirlar. Elde
edilen veriler, sistemik inflamasyonun kolorektal kanser i¢in makul bir mekanizma
olabilecegi ihtimalini diisiindiirmektedir. Arastirmalar IL-6, IL-8 ve IL-10 gibi
inflamasyonla iliskili genlerdeki genetik varyasyonlarin, kolorektal adenom ve
kolorektal kansere yatkinlik ile iliskili oldugunu gostermistir. IL-6 ve IL-8’in hucre
blylmesini uyararak ve apoptozisi inhibe ederek parakrin ve otokrin bir mekanizma
ile tiimor olusumunu artirdig1 goriilmiistiir. Bunun yaninda IL-6 ve IL-8 seviyelerinin
hastalik durumunu yansittifi ve yaygin metastatik hastalik ile iliskisi bulundugu
saptanmistir [Wang ve ark., 2010]. TNF-a, NO iretimini artiran ve diger
inflamatuvar sitokinleri uyaran NF-xB yolunun aktif eder. IL-6, TNF-a ve C-reaktif
proteinin (CRP) yiiksek diizeyleri ile karsinogenez gelismesi arasinda iliski oldugunu
gosteren ¢ok sayida calisma vardir. Ayrica, yapilan bir caligmada, serum IL-6, 1L-8,
TNF-o ve CRP diizeyi yiiksekligi ile timor biiylikliigli arasinda da iliski oldugu
gosterilmistir [Kocabas ve ark., 2007]. Tiimor mikrogevresi, tiimoriin yayilmasinda
yer alan pek c¢ok farkli hiicreden ve bunlarin salgiladiklar1 sinyal molekiillerinden
meydana gelmektedir. Bu molekiillerin igerisinde tiimér olusumunda ve
yayllmasinda en fazla roli olan sitokinlerdir. Bunlarin igerisinde IL-8 normal
hiicrelerden oldugu kadar tiimor hiicrelerinden de salinmakta ve akut inflamatuvar
reaksiyonlarin tetiklenmesinde rol oynamaktadir. Tiimo6r mikrogevresinde artmis IL-
8, timoriin gelisiminde ve metastazda Onemli bir etkendir. Organizma bir
inflamatuvar siiregte proinflamatuvar sitokinlerin iiretiminden ayr1 olarak
inflamasyonu baskilayan antiinflamatuvar etkili sitokinler de Uretmekte ve bdylece
denge olusumunu saglamaktadir. Antiinflamatuvar sitokinlerden IL-10’un
antimetastatik ve antitimor faaliyete sahip oldugu in vivo olarak kanitlanmistir

[Kundu ve ark., 1996; Huang ve ark., 1999].
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Gastrointestinal sistemde Helicobacter pylori enfeksiyonu konakta sistemik spesifik
ve nonspesifik bir dizi yanit olusmasina neden olan bir hastaliktir. Bakteriye karsi
nonspesifik savunma mekanizmalari mukus, sindirim enzimleri, lizozim, laktoferrin
ve oral kavite ile midedeki diger antimikrobiyal bilesenlerdir. H. pylori midenin
mukus bariyerini, spiral yapisi ve flagellasi ile gecerek mide mukozasina ulagsmay1
basarir. H. pylori mide mukozasina ulasinca, epitel hiicrelerinin birbirlerine temas
ettikleri yerlere yapisir. Serbest kalan bakteriyel antijenler, kemotaksinler ve diger
bilesenler 6zellikle PMNL ve makrofajlar1 aktive eder. Daha sonra IL-1, IL-6, IL-8
ve TNF-B salgilanir. H. pylori antijenleri olgunlasmamis B lenfositlerine sunulur. ilk
antikor yanitt immunglobulin (Ig) M seklindedir. Daha sonra IgA ve IgG antikorlar
salgilanir. Sistemik antikor yanitinin en onemli bileseni IgG, o6zellikle de IgG, dir.
IgA’nin ise alt smifi IgA;’dir. IgA antikorlari H. pylori’nin mide epiteline
yapismasini engellerken, 1gG, kompleman fiksasyonu ve aktivasyonunda yol oynar.
Kisa omiirlii olan IgG, ve 1gG, yanitlari yeni bir enfeksiyon lehine degerli bir
bulgudur [Sandik¢1 ve Koksal, 1996; Brooks ve ark., 1995].

Hepatik ensefalopati, son evre karaciger sirozu ve fulminan karaciger yetmezliginin
o6nemli bir komplikasyonudur. Bu kompleks sendrom “hepatik yetersizlik nedeniyle
merkezi sinir sisteminin fonksiyonundaki bir bozukluk” olarak tanimlanmaktadir.
[Bleia ve Cérdobab, 2001]. Karaciger Kupffer hiicreleri, 6zellikle proinflamatuvar
sitokinler olarak bilinen TNF-a, IL-1 ve IL-6’y1 iretir. Karaciger ayni zamanda
dolagimdaki serbest sitokinleri azaltarak onlarin sistemik etkilerini sinirlar. Hepatik
ensefalopatide yetersiz klirens nedeni ile sitokin diizeylerinde bazi degisiklikler
meydana gelir [Tilg ve ark., 1992]. Hastalarda Kupffer hiicreleri deprese olurken,
bagirsak permeabilitesi artar, hepatik detoksifikasyon ve eliminasyon azalir,

sitokinlerin agir1 tiretimi baglar [Dinarello ve Moldawer, 2000].

Atopik dermatit, cogunlukla bebek ve erken gocukluk déneminde baslayan, genetik
faktorlerin eslik ettigi, cesitli alerjenlerle tetiklenebilen, kronik, tekrarlayict yangisal
bir cilt hastaligidir [Kristal ve Klein, 2000]. Atopik dermatitte dendritik hicreler IgE
tasirlar ve yiksek afiniteli reseptorleri eksprese ederler [Novak ve Bieber, 2005]. Cilt

lezyonlarinda giiglii antiviral aktiviteye sahip IFN-y sentezi yapan plazmasitoid
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dendritik hiicreler her zaman mevcut degildir [Wollenberg ve ark., 2002]. Aksine
miyeloid dendritik hucrelerin iki populasyonu olan langerhans hicreleri (LH) ve
yangisal dendritik epidermal hiicreleri vardir [Wollenberg ve ark., 1996]. Atopik
dermatitte alerjenlerin 6zgiin IgE ve yiiksek afiniteli reseptorlere baglanmasiyla LH
aktive olur. Langerhans hucreleri (LH) monosit kemotaktik protein-1 ve IL-16"y1
uretmektedir. Alerjenlerden elde edilen peptitler, LH tarafindan T hiicrelerine
sunulmakta ve Th2 hiicre profilini indiiklemektedir. Deriye gdgten sonra toplanmis
monositler yangisal dentritik epidermal hiicrelere doniisiir ve Onyangisal 1L-1-6
sitokinlerini ve TNF-a’y1 iiretirler. Bu hicrelerin IL-12 ve IL-18 tretmeleri Th2’den
Thl hiicre baskinliginin olusumuna katkida bulunur ve bdylece hastaligin kronik

faza ilerlemesine yol agmaktadir [Haagerup ve ark., 2004].

Inflamatuvar bagirsak hastaliklari, gastrointestinal kanalm kronik, idyopatik
inflamasyonu ile karakterize hastaliklardir; Crohn hastalig1 ve iilseratif kolit olmak
iizere iki major klinik formdan olusur. Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda, Th1 tipi
hiicrelerin uyarilmasi ile IL-1, IL-2, TNF-a, IFN-y gibi Thl tipi sitokinler daha ¢ok
salgilanarak Crohn hastalig1 gelisir. Burada hiicresel immiin aktivitenin daha fazla
artis1, azalmis apoptozisle asir1 artan hiicrelerin ortadan kaldirilmayis1 ve lenfosit
birikimi s6z konusudur. Ulseratif kolitte ise IL-4, IL-5, 6, 10 gibi Th2 tipi sitokinler,
Th1 tipi sitokinlerden daha fazla salgilanarak B lenfositlerinden asir1 miktarda IgG
salmmma neden olurlar. Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda daha c¢ok

otoantikorlar yoluyla bir otoimmiin yanit s6z konusudur [Ozkan, 2003].

Alerjik rinit gibi hastaliklarda, immiin yanit patogenezinde alerjen spesifik CD4" T
hiicreleri anahtar bir role sahiptir. Bu hiicreler yalnizca alerjen duyarlilanmasi i¢in
degil bunun yaninda alerjik hastaliklarin biitlin inflamatuvar siireclerinin ortaya ¢ikisi
igin gereklidir. Aktive olmus 6zgiil T hiicreleri alerjik hastalarda ¢ok yiiksek oranda
bulunurlar [Larche ve ark., 2003; Romagnani, 2000]. Alerjene 6zgil CD4" T
hicreler IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-13 gibi Th2 tipinde sitokin profili ile alerjik
inflamasyonu diizenler [Romagnani, 2000; Umetsu ve Dekruyff, 1997]. Immiin

cevrede bu tir Th2 tipinde sitokinlerin yiiksek diizeyde bulunmasi patogenezin



32

alerjik hastaliga dogru kaymasini saglar [Broide, 2001; Kay, 2001; Romagnani,
2000].

Kemokin ve inflamatuvar sitokin tretilmesinde ortak yol NF-kB olup, etkin duruma
gelmesi ile 1L-6, IL-8 ve TNF-a sentezlenmesini saglamaktadir. Bu yolagi, patojen
mikroorganizmalar ve stres uyarmaktadir. NF-kB, apoptozise olan direnci de
duzenlemektedir. NF-xB ‘nin diizenlenmesi antiinflamatuvar tedavilerde amag haline

gelmis ve yeni dogal ajanlara ilgi olusmustur [Schiffrin ve Blum, 2002].

2.5.6. Laktik asit bakterilerinin antiinflamatuvar etkisi

Laktik asit bakterilerinin immiin sistem iizerinde uyarici ya da baskilayici 6zelliklere
sahip oldugu ve bu dzelliklerini GIS epitel hiicre yiizeyine tutunarak gergeklestirdigi
bilinmektedir. GIS mukozal immiin sistemi kommensal ve yabanci antijenler
arasindaki iligkilerin sonucu olusan kompleks bir sinyal agindan olugmaktadir.
Bunlar, epitel hicreleri, makrofajlar, dendritik hicreler, goblet hiicreleri ve Paneth
hiicreleridir. Mukozal epitel hiicreleri savunma mekanizmalarinin olusmasinda
onemlidir. Ortamdaki sinyallere; kemokinler ve sitokinler salgilayarak cevap
vermektedirler. Salgilanan bu kemokin ve sitokinler dogal ve kazanilmis immiin
sistem hicrelerinin aktivitesini yonlendirmektedirler [Kaleli, 2007]. Laktik asit
bakterilerinin immun sistem tzerindeki etkileri, antikor Gretimini ve NK hucrelerinin
aktivitesini arttirmak, NF-gB yolagini modiile etmek ve T hiicre apoptozisini

indiiklemekten olusmaktadir [Maassen ve ark., 2000].

Laktik asit bakterilerinin bagirsak immiin uyariminda yer alan 6énemli mekanizmasi
IgA" B lenfositlerinin klonal olarak yayilmasi ve kazanilmis immiin yanittir. Bu
uyarinin 6nemi, inflamatuvar immiin yanit1 arttirmamasidir. Bu bakteriler, bagirsak
homeostazisini korumak i¢in kazanilmigs immiin cevabin artmasi ya da
baskilanmasini  diizenlemektedir [Galdeano ve ark., 2007]. Immin sistemin
uyarilmadan dengenin saglanmasi inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda ve kanser

tedavilerinde ¢cok dnemlidir [Riedel ve ark., 2006].


http://www.saglikcan.com/dokumanlar-678-homeostazis-ve-homeostazisi-bozan-durumlara-organizmanin-tepkisi.html
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Laktik asit bakterileri; M hicreleri ve epitel hiicreleri arasinda yer alan dendritik
hicreler ile etkilesime gegebilmektedirler (Sekil 2.8). Dendritik hicreler bagirsak
boyunca bulunan, antijen sunan hcrelerdir. Enterik antijenleri naiv T hicrelerine
sunarlar. Boylece T hiicre aktivasyonu ve degisimine yol agmaktadir. Dendritik
hiicreler degisik mikrobiyal suslar arasinda ayirim yapabilme yetenegine sahiptirler.
Mikroorganizmalar dendritik hiicreleri stimule ederler. Bunun sonucunda Thl, Th2,
Treg hiicre cevabi olusmaktadir. Probiyotik bakteriler, 1L-12 ve IL-10 duzeyini
artirarak dendritik hiicre maturasyon paternini indiklemektedir. IL- 10 Gretimindeki
artig ile direkt antiinflamatuvar etki olusmakta ve Treg hicrelerinin jenerasyonu
zenginlesmektedir. Bdylece probiyotik bakteriler ile dendritik hiicreler arasindaki
iliski immiin regiilasyona neden olmaktadir [Madsen, 2006]. Epitel hicrelere
tutunmus probiyotik bakteriler ya da fragmentleri ise hiicre igine alinmaktadir. ilk
uyarilan hiicreler barsagin lamina propriasinda yer alan antijen sunan hiicreler (APC),
makrofajlar ve/veya dendritik hiicrelerdir [Galdeano ve ark., 2007; Bernet ve ark.,
1993]. Makrofajlar ya da dendritik hicreler probiyotik bakterileri ya da
fragmentlerini fagosite ederek ortama TNF-a ve IFN—y gibi proinflamatuvar
sitokinler salgilarlar. TNF-a ve IFN-y salgilanmasi epitel hiicrelerin IL-8 salinmasin
uyararak tiim immiin hiicrelerin harekete gegmesini baslatir. IL-10 sitokini ise sinyal
yolagini arttirmak igin tretilir. Sindirilen bakteri ya da partikilleri fagositik alanda
makrofaj ya da nétrofiller tarafindan elimine edilirler. Boylelikle lamina propriada

IgA" B hiicrelerinin sayis1 artar [Bai ve Ouyang, 2006; Macpherson ve Harris, 2004].

Probiyotik bakteriler sistemik immiin yanitin diizenlenmesinde de etkilidir. Bunu;
Peyer plaklarindaki immiin hiicrelerden biri ile etkilesime girerek gergeklestirir
(Sekil 2.9). Probiyotik uyarimmin IgA* dongisiini tetiklemesi ile IgA™ hiicrelerinin
bagirsaktan uzaktaki mukozal alanlarda sayisinin artmasi saglamir. IgA™ hicreleri
mezenterik lenf nodlarina go¢ eder ve torasik kanal araciligr ile dongiiye katilir ve
bronslar ve meme bezlerine ulasir. Peyer plaklarindaki probiyotik uyarimi ile salinan
sitokinler sistemik immiin yanit1 aktif hale getiren kompleks sinyal aginin biyolojik

habercileridir [Bai ve Ouyang, 2006; Bernet ve ark., 1993]
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Laktik asit bakterileri genellikle 1L-10 ve TGF-B gibi intestinal antiinflamatuvar
sitokin tretimini arttirirken, TNF-o, IFN-y, IL-8 gibi proinflamatuvar sitokin
{iretimini diisiiriirler [Morita ve ark., 2002; Maassen ve ark., 2000]. Ileoanal
anastomozu olan hastalarda probiyotik tedavisi sonucunda, TNF-a ve IL-8
seviyelerinde diisme ile PMNL sayisinda azalma goriilmistiir [Imaoka ve ark., 2008;
Lammers ve ark., 2004]. Probiyotik tedavisi ayni zamanda proinflamasyonu olan
hastalarda IFN-y tiretiminde diismeye, indiiklenebilir nitrik oksit (NO) sentezinde ve

jelatinaz aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir [Ménard ve ark., 2004].

Probiyotikler epitel hiicreleri Uzerine etki ederek sitokin tretimini degistirmektedirler.
Probiyotik mikroorganizmalarin, epitelyal hiicreler tarafindan IL-8 Gretimi
tizerindeki etkisi ile ilgili calismalar genellikle patojen bakteriler kullanilarak
yapilmistir. LPS, flagellin ya da peptidoglikan ile uyarilan Caco-2 hucreleri
probiyotik  mikroorganizmalar ile muamele edilmis ve IL-8 salinimi
degerlendirilmistir. Gr (+) olan probiyotik mikroorganizmalarin ve Gr (-) patojen
bakterilere ait hiicre komponentlerinin ve kendilerinin IL-8 uyarimini farkli uyardigi
gosterilmistir. Patojen mikroorganizma ve komponentleri IL-8 uyarimini arttirirken
probiyotik mikroorganizmalar IL-8 uyarimin azaltmistir [Lammers ve ark., 2002;
Madsen ve ark., 2001].

llging olarak probiyotiklerin oral alinmasi kolondaki bakteri sayisim
degistirmemektedir. Bu sonuglar probiyotiklerin  kolondaki kolonizasyonu
degistirmekten ¢ok immiin sistem iizerine etki ettigini desteklemektedir [Morita ve
ark., 2002]. Probiyotik mikroorganizmalarin, bag dokusunda yer alan makrofaj ve T
lenfositlerinin aracilig1 olmadan bagirsak epitel hiicre diizeyinde inflamasyon NF-xB
yolagini inhibe ederek diizenleyebildigi ve antiinflamatuvar sitokinlerin salinimini
uyardigi bildirilmistir. Ayrica, bu yolagin inhibe edilmesi ile sitokinlerin indiikledigi
apoptozisi de durdurmaktadirlar [Schiffrin ve Blum, 2002]. Bu mekanizmanin
anlasilmast i¢in patojenler ile Caco-2, HT-29 ve periferik kan mononukleer
hiicrelerinden olusan bir insan in vitro modeli olusturulmustur. L. johnsonii Lal ve L.
sakei LTH 681’in bagirsak epitelyal hiicreleri ve lokositlerin sitokin salinimi

tizerindeki etkileri arastirilmustir. E. coli ile kultir edilen Caco-2 hicresinde
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proinflamatuvar sitokin olan IL-8’in salinimmin arttigt ancak buna karsilik L.
sakei’nin Caco-2 hiicrelerini uyarmadig: tespit edilmistir. L. johnsonii Lal’in ise
immiin diizenleyici 6zellige sahip TGF-B salinimin1 uyardig1 goriilmiistiir [Brooker

ve ark., 2000].
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Sekil 2.8. Laktik asit bakterilerinin immun sistem hiicreleri ile etkilesimi (MC: M
hlcreleri; EC: bagirsak epitel hiicresi; DC: dendritik hticreler; MQ:
makrofaj; TL: T-lenfosit; BL: B-lenfosit; MS: mast hiicreleri; PC: plazma
hlcreleri) [Bernet ve ark., 1993]
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Sekil 2.9. Bagirsak iligkili immiin sistemin laktik asit bakterileri tarafindan
dizenlenmesi (DC: dendritik hiicre, MQ: makrofaj; APC: antijen sunan
hlicre; TL: T-lenfosit; BL: B-lenfosit) [Bernet ve ark., 1993]

H. pylori enfeksiyonunun tedavisinde probiyotiklerin etkileri, salgiladiklar
bakteriyosinler ve organik asitler yoluyla H. pylori’nin ¢ogalmasini inhibe etmeleri,
epitel hiicrelerine bakterinin adezyonunu azaltmalar1 ve gastrik Dbariyer
stabilizasyonunu arttirmalar1 yoluyla olusur [Hamilton-Miller, 2003; Canducci ve
ark., 2002]. Klaritromisine direncli H. pylori vakalarinda, eradikasyon belirgin olarak
zayiflar. Ushiyama ve arkadaslart (2003), Lactobacillus gasseri’nin, hem
klaritromisine direncli H. pylori’nin in vitro Gremesini, hem de epitel hicrelerinden
IL-8 salmmimini baskiladigini gostermislerdir. Buna ek olarak, in vivo bir fare
modelinde H. pylori kolonizasyonu, L. gasseri ile belirgin olarak azalmistir
[Ushiyama ve ark., 2003].

Hepatik ensefalopati’nin tedavisinde probiyotiklerle ilgili 6nemli mekanizma;
probiyotiklerin hepatik hicrelerdeki inflamasyon ve oksidatif stresi azaltarak,
amonyak ve diger toksinlerin karacigerden daha etkin bir sekilde temizlenmesine
yardimec1 olmasidir. Karacigerdeki so6z konusu hasarlar, karacier hiicrelerinin
normal fonksiyonlarin1 bozmakta ve mitokondriyal oksidatif strese neden olmaktadir.

Boylece karacigerdeki toksin detoksifikasyonunda azalma meydana gelmektedir.
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Probiyotikler intestinal floranin ¢esitli yollarla karacigerde yol agtigi inflamasyon ve
hiicre hasarina karg1 koruyucu rol oynayabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada oral
yolla probiyotik verilen farelerin karacigerindeki ¢cok sayida molekiiler inflamasyon
gostergesinin (NF-xB ve TNF-a gibi) iyilestigi belirlenmistir [Solga, 2003]. Model
sistemde yapilan bir ¢alismada, L. plantarum DSM 9843’iin intestinal mikrofloray1
diizenlemesi, karaciger hiicrelerinin daha kisa siire zarar gormesini saglamigtir
[Adawi ve ark., 1997]. Sicanlarla yapilan calismalarda farkli laktobasiller ve bir
bifidobakteri tiiriiniin bakteriyel translokasyon ve hepatik hiicre hasar iizerine farkl
etkileri oldugu gozlenmistir. L. acidophilus, L. rhamnosus ve L. rhamnosus ile L.
plantarum kiiltir karisimlar1 bakteriyel translokasyonu ve hicre hasarini azaltmistir
[Adawi ve ark., 2001].

Probiyotiklerin atopik dermatite neden olan potansiyel alerjen yapilart modifiye
ettikleri ve immiinojenitelerini diigiirdiikleri gosterilmistir. Laktobasil GG suslarinin
5-28 giin siire ile alimmin IL-10 dizeyini yilkselttigi ve alerjik bulgular1 azalttigi
vurgulanmistir [Kalliomaki ve ark., 2001]. Probiyotikler TLR modiile etmekte ve
dendritik huicre aktivasyonu ile Th2 cevabin olusumuna yol agmaktadir [Flinterman
ve ark., 2007; Taylor ve ark., 2006]. /n vitro ¢alismalarda alerjik hastaliklarda
probiyotiklerin inflamatuvar sitokinleri azalttigi ve intestinal permeabiliteyi

diizelttigi goriilmistiir [Michail, 2009].

Inflamatuvar bagirsak hastaligmin, duyarl genler, luminal mikroflora ve bozulmus
immun sistem arasindaki karsilikli etkilesim sonucu ortaya ¢iktigi ongoriilmektedir.
Probiyotikler limende; antimikrobiyal aktivite, immin yanit1 uyarir, epitel katinda;
mukus sekresyonunu arttirir, epiteller arasi baglantilar1 guclendirir, epitele
patojenlerin tutunmasina ve translokasyonuna mani olur, lamina propriada; immin
hiicrelerin fonksiyonlarini diizenlerler. TNF-a ve IFN-y sekresyonunu azaltirlar, IL-
10 ve TGF-p sekresyonunu arttirirlar, Treg hiicrelerini uyarirlar, T hilicre apoptozisini

indiklerler ve dentritik hiicre aktivasyonunu regiile ederler [Ozden, 2008].

Alerjik rinit tedavisinde probiyotiklerin etkinligi ile ilgili farkli gériisler vardir. Wang
ve arkadaslar1 (2004), 80 perineal rinokonjunktivit ¢cocuk hastaya 30 gin boyunca
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Lactobasillus paracasei vermislerdir. Tedavi sonucu yasam kalitesinde belirgin
duzelme goriilmistir [Wang ve ark., 2004]. Son yillarda perineal alerjik rinitli
infantlara Lactobacillus gasseri TMCO0356 susu igeren fermente siitler verildiginde,

serum IgE diizeyinin azaldig1 ve Thl cevabinda artma gériilmiistiir [Xiao, 2006] .

2.6. Genotoksisite-Antigenotoksisite Ile Baz1 Hastaliklar Arasindaki iliski

Genotoksisite kimyasal, fiziksel veya biyolojik ajanin genetik materyalde hasar
yaratabilme 6zelligi olarak tanimlanabilir. Bir ajanin genotoksisitesi, bir¢ok degisik
hastalikla sonuclanabilir ancak, kanser en siklikla rastlanilanidir. Bir¢ok insan
karsinojeninin genotoksik oldugu, saglam verilere dayanmaktadir. Bundan dolayz,
kimyasal genotoksisite ve karsinojenezis arasindaki iliski iyi bagdastirilmistir ve
genotoksisitenin, kanser olusumunu baslatan en Onemli mekanizma olduguna
inanilmaktadir. Karsinojenisite, DNA’daki degisikliklerin, bir hiicrenin uygun
olmayan sekilde biiylimesine ve boliinmesine yol agmasi anlamina gelir [Wataha,
2000]. Karsinojen ise, biyolojik sistemlerde kanser olusturan herhangi bir etken igin
kullanilmaktadir. Bu etkenler kimyasal maddeler, fiziksel etkenler veya viriisler
olabilir. Kimyasal Kkarsinojenler spesifik toksik etkilerini insanlarda kanser
olusturarak gosterirler. Bu olaya kimyasal karsinojenezis denir [Vural, 1996].
Karsinojenisite mutasyonlar sonucu olusur [Wataha, 2000]. Bir maddenin
karsinojenik potansiyeli, mutajenik kapasitesi ile yakindan ilgilidir [Vural, 1996].
Genotoksisite ve karsinojenisite arasinda ¢ok yakin bir iliskinin ve genotoksik
testlerin  karsinojenleri  tespit etmede etkinliginin olmasi, genotoksisite

arastirmalarinin gerekliligini ortaya koymaktadir [Dolar, 1998].

Canlilarda, kimyasal siirecler 6zellikle oksitlenme, serbest radikallerin olugsmasi gibi
baz1 istenmeyen sonuglara neden olmaktadirlar. Serbest radikaller, dis orbitallerinde
bir ya da daha fazla eslesmemis elektron tasiyan kimyasal tiirlerdir. Organizmada
biyolojik olarak Onemli 3 tip serbest radikal vardir. Bunlar; oksijen tiirleri
(superoksit), hidroksil radikali ve reaktif nitrojen tirleridir [Klaunig ve ark., 2010].
Metabolik sireclerden ya da cevreden gelen radyasyon, sigara, alkol gibi fiziksel

uyarim ile oksijeni aktive ederek olusan siiperoksit anyonu birincil reaktif oksijen
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tirleri (ROT) olarak adlandirilirken, olusan bu anyonlarin bagka molekiiller ile
etkilesime gegmesi ile olusan radikallere de ikincil ROT ad1 verilmektedir [Valko ve
ark., 2007]. Yiiksek derecede reaktif olan serbest radikaller hiicrelere ve dolayisiyla
da canliya zarar verebilirler [Soffler, 2007]. Kanserin pek ¢ok tipi, serbest radikaller
ve DNA arasindaki mutasyonla sonuglanan reaksiyonlar sonucu hiicre dongiistiniin
bozulmasia bagli olarak olugmaktadir. Damar sertligi gibi yaslanma belirtileri ve
karacigerde alkolle indiiklenmis hasar, organizma tarafindan {iretilen c¢esitli
kimyasallarin serbest radikaller ile oksidayonuna bagl olarak olugsmaktadir. Serbest
radikaller ayni zamanda, doku hasari, diyabet, infertilite, kalp-damar hastaliklari,
alzheimer hastali1i, parkinson, omurilik hasarlar1 ve epilepsi gibi norolojik

hastaliklarda da rol almaktadir [Mateuca ve ark., 2006]. (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. DNA hasarinda rol alan kilit molekiillerde ve yollardaki bozukluklar
sonucu meydana gelen hastaliklar [Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011]

DNA iizerinde hasarlara yol acan genotoksik maddelerin etkinligini azaltan ya da
tamamen yok eden maddeler genel olarak antigenotoksik ya da antimutajenik

maddeler olarak adlandirilmaktadirlar. Antigenotoksik maddeler etki sekillerine gore



40

biyoantimutajenler ve desmutajenler olarak iki grup altinda toplanirlar.
Biyoantimutajenler dogal olarak ortaya ¢ikan ve mutasyonu DNA onarimi ve
replikasyonu slrecinde miidahale ederek baskilayan maddelerdir. Biyoantimutajenler
mutasyon siirecini degistirdiklerinden dolayr ger¢ek antimutajenler olarak
adlandirilirlar [Kuroda, 1990]. Desmutajenler ise genotoksik maddeleri kimyasal ya
da enzimatik modifikasyonlara ugratmak suretiyle inaktive ederler ve mutasyon
oranint DNA onarimi veya replikasyonu disinda kalan mekanizmalarla indirgeyen
maddelerin tiimii olarak tanimlanirlar [Kohlmeier ve ark., 1995]. Bu mekanizmalar
arasinda enzim indiiksiyonu, mutajen siipiiriilmesi veya mutajen aktivasyonunun
baskilanmasi sayilabilir. Bilinen desmutajenlerin sayisi biyoantimutajenlere oranla
cok daha fazladir. Desmutajenler mutantlarin ortaya ¢ikmasini baskilarlar ancak bu
etkiyi biyoantimutajenlerin aksine genetik materyali etkilemeksizin gosterirler. Bu
etki, temel olarak normal hiicrelere ulasan mutajen miktarin diigiiriilmesi ve bunun
sonucunda da hiicre basina diisen hasarli DNA oraninin azaltilmasi ile gerceklestirilir

[Ferguson, 1994].

2.6.1. Laktik asit bakterilerinin antigenotoksik etkisi

Probiyotiklerin kansere kars1 koruyucu Ozellikleri i¢in daha fazla dogrudan kanit,
hayvanlarda ya da hiicre kiiltiirlerindeki mutasyonlar ve DNA hasarini dnlemek i¢in
kiiltiirlerin ~ yetenegi  degerlendirilerek  elde  edilmistir. ~ Mutasyonlarin
indiklenmesinde laktik asit bakterilerinin etkileri ¢esitli model karsinojenler ile
Ames Salmonella testi kullanilarak in vitro kosullarda belirlenmistir. Aflatoksin B1,
N-metil N-nitroziire heterosiklik aminler, N-nitroz bilesikleri, N-metil-N-nitro-N-
nitrozguanidin  (MNNG) igeren karsinojenler kullanilmistir. Tim sonuglar
gostermektedir ki cesitli laktik asit bakterileri in vitro kosullarda besinlerdeki
karsinojenlerin genotoksik etkisini inhibe etmektedir. Bu inhibisyonun derecesi
biiyiik dl¢iide tiirlere bagimlidir. Ornegin; Pool-Zobel ve arkadaslarmm (1993)
yaptig1 ¢alismada, L. casei ve L. lactis’in nitrozlanmis etin mutajenik aktivitesini %
85 oraninda inhibe ettigi bulunmustur. Ancak, L. confusus (Weisella confusa) ve L.
sake hicbir etki gostermemistir [Zhang ve Ohta, 1991; Bolognani ve ark., 1997]. In

vivo kosullarda boyle bir mekanizma faaliyeti, baglanmanin yiiksek pH’ya bagiml
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olmasi, baglanmanin kolayca tersine donmesi ve bagirsaktan karsinojenlerin alimini
etkilememesinden kaynakli olarak sorgulanabilir. Karacigerde de mutajenite iizerine
in vivo kosullarda belirgin bir etkisi saptanamamistir [Bolognani ve ark., 1997].
Pool-Zobel ve arkadaslar1 (1996), Comet assay teknigini kullanarak yaptiklari
calismada MNNG ya da 1,2-dimetilhidrazin karsinojenleri ile muamele edilen
farelerin kolon mukozasindaki DNA hasarini ¢esitli laktik asit bakterilerinin inhibe
etme yeteneginde olduklarimi bulmuslardir. Laktobasil ve Bifidobakterilerin tiim
suslar test edilmistir (L. acidophilus, L. gasseri, L. confusus, B. breve, B. longum).
Suslarm MNNG ile indiklenmis DNA hasarin, karsinojenden 8 saat 6nce 10™°
hiicre/kg viicut agirligi dozunda verildiginde onledikleri tespit edilmistir. Ayrica L.
acidophilus 606’dan elde edilen c¢ozlnebilir polisakkaritlerin de antiproliferatif
aktivitesi gosterdigi ve HT-29 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi bulunmustur [Choi
ve ark., 2006]. L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. plantarum, B. breve, B.
infantis, B. longum ve S. thermophilus suslarinin HT-29 ve Caco-2 hicrelerinde
apoptozu indiikledigi ve canlilig1 diisiirdiigti belirlenmistir [Ewaschuk ve Dieleman,
2006]. L. plantarum ve Bifidobacterium Bb12 susunun fekal su ekstrakti tarafindan
indiiklenen DNA hasarin1 6nemli olgiide disiirdiigi tespit edilmistir [Burns ve
Rowland, 2004]. Lactobacillus cinsine ait suslarin ylksek oranda (L. casei, L.
acidophilus, L. rhamnosus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve L. plantarum) 4-
nitroquinolin N-oksit’in (4-NQQO) mutajenitesi Uzerine inhibitor etki gosterdikleri
tespit edilmistir [Caldini ve ark., 2005]. S. salivarius subsp. thermophilus
ATCC19258’in bagirsak 407 hucrelerini, H,O, oksidaninin genotoksik etkisine karsi
korudugu bulunmustur [Ou ve ark., 2006]. Buna ilaveten genotosik etkileri
indikleyen karsinojenleri laktik asit bakterilerinin 6nledigi bulunmustur [Wollowski
ve ark., 2001]. Bunun yani sira in vitro kosullarda bakteri hiicrelerinin mutajenlere
baglanmasi deneyleri, tanimlanmis 31 tiirden 3 S. lactis subsp. cremoris tlrindn
gicli  desmutajenik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Laktik asit
bakterilerinin bu koruyucu etkileri doza bagimlidir. MNNG ile indiiklenmis DNA
hasarimi diisiirmede L. acidophilus’un % 50 ve % 10’luk dozlari orjinal dozdan daha
az etkilidir. Is1 ile muamele edilen L. acidophilus’un antigenotoksik potansiyeli
ortadan kalkmistir. Canli hiicrelerin 6nemini bu ¢alisma gostermektedir. DNA hasari

yapan ajan olarak 1,2-dimetilhidrazin verilen farelerde laktik asit bakterisi suslar1 test
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edildiginde benzer sonuglar elde edilmistir. Biitiin laktobasil ve bifidobakteriler
kolon mukozasindaki DNA hasarin1 6nemli 6lglide inhibe etmislerdir. Fakat S.
thermophilus daha az etkilidir. Antigenotoksik etkiler sus farkliligina dayanir. S.
thermophilus’un 3 susundan ikisi etkisizken, birisi DNA hasarina karsi koruma

gostermistir [Rowland ve ark., 1998].

H,O, gibi serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek iizere organizmalarda
kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan savunma mekanizmalar1 geligsmistir.
Antioksidanlar etkilerini genel olarak radyasyon ya da bir kimyasala maruz kalma
sonucunda olusan, dlizensiz oksijen turevlerine elektron vermek suretiyle gosterirler
[Somogyi ve ark., 2007]. Antioksidan desmutajenlerin en iyi bilinenlerinden biri de

probiyotiklerdir.

Gastrointestinal sistem igerisinde oksidan/antioksidan reaksiyonlart denge halinde
siirekli olugmaktadir. Bu dengenin c¢esitli dis (yanlis beslenme aligkanliklari,
radyasyon, kemoterapi ilaglar1, uzun siireli antibiyotik kullanim1 vb.) ve i¢ etkenler
(bozulmus mikroflora, inflamasyon vb.) ile bozulmasi halinde kanser, inflamatuvar
bagirsak hastaliklari, karaciger bozukluklar1 gibi ciddi hastaliklara yol agmaktadir
[Ross, 1998].

Oksidatif hasar kanser, siroz, damar sertligi, artritlerin olusmasi ile iligkili olup,
meydana gelmesinde Onemli bir rol oynamaktadir. Organizmada enzimatik
(superoksit dismutaz, katalaz vb.) ve enzimatik olmayan (B-karoten, a-tokoferol)
savunma sistemleri bulunmasina ragmen bu sistemler hasar1 6nleyecek kadar etkin
olamayabilmektedirler. Degisik bircok sentetik rapor edilmis olmasma ragmen,
bunlarin giivenirligi ve wuzun siireli kullanimi hakkinda olumlu gorisler
bildirilmemistir. Bundan dolay1 dogal antioksidanlar daha ¢ok tercih edilmektedir.
Laktik asit bakterilerinin pek ¢ogu oksijen radikallerine direnebilmekte ve siiperoksit
anyonlarim1 ve hidrojen peroksiti indirgemektedirler [Kullisaar ve ark., 2002]. Bu
mekanizmada laktik asit bakterilerinde genel olarak bulunan sistemin, superoksit
dismutaz ve yliksek konsantrasyonlarda bulundurduklar1 +2 degerlikli mangan

(Mn*") oldugu bildirilmistir. Laktobasillerin baz tiirlerinin H,O,’i yiksek oranlarda
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degrade edebilen hem bagimli katalaz iiretebildikleri rapor edilmistir. Baz1 laktik asit
bakterileri ayni zamanda, glutatyon ve tiyoredoksin gibi enzimatik olmayan

antioksidan sistemlerine de sahiptir [Wang ve ark., 2012].

2.7. Klinik Uygulamalarda Probiyotiklerin Destek Materyali Olarak Kullanim

Alanlar

Probiyotikler rotaviriise baglh diyare, alerjik hastaliklar (atopik dermatit, alerjik rinit),
H. pylori enfeksiyonu ile inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin (Ulseratif kolit, Crohn
hastalig1) tedavisi ve dnlenmesinde, diyabet baglama yasini artirmada, irritabl kolon
semptomlarini, kolon kanseri oranmi azaltmada ve serum kolesterolinin
diistiriilmesinde etkilidirler. Ayrica sepsise bagli pankreatitin ve major cerrahi
sonrast olusan sepsisin siddeti ve insidansini azaltmakta etkili olduklar1 saptanmigtir

[Yesilova ve ark., 2010; Burns ve Rowland, 2000].

Sase, kapsiil, damla ve ¢igneme tableti seklindeki preparatlar; antibiyotik kullanimi
ile ortaya cikan yan etkileri azaltmak, bagirsak mikroflorasin1 diizenleyerek bariyer
etkisini gugclendirmek, belirli maddelerin sindirimine katkida bulunmak, belirli
vitaminleri sentezlemek, sindirim mukozasinin fonksiyonunun iyi bir sekilde
devamliligini saglamak, organizmanin diger mikrofloralarin1 diizenlemek: vajina,
agiz, belirli alerjenlere verilen yaniti diizenlemek, organizmanin savunma sistemini
uyarmak (immin sistem) gibi birgok fonksiyona sahiptir. Bunun yani sira
probiyotikler inflamatuvar bagirsak hastaliklari, irritabl kolon semptomlarinda ve H.
pylori enfeksiyonunda adjuvan olarak kullanilmaktadir [Kaur ve ark., 2002]. Son
yillarda probiyotik bakterilerde genetik degisiklikler yapilarak, cesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilecek iiriinlerin sentez ve sekrete edilmesi glindemdedir.
Lactococcus lactis’deki timidilat sentetaz geni, sentetik insan IL-10 geni ile yer
degistirilerek timidilat sentetaz negatif, insan IL-10 pozitif Lactococcus lactis susu
elde edilmekte, bu da IL-10 salgilamaktadir. Antiinflamatuvar bir sitokin olan 1L-10
yuksek konsantrasyonda mukoza yiizeyine gegince kolit olusmasini da 6nlemektedir.
Hayvan deneyleri basarili sonu¢ vermis olsa da modifiye edilmis bu probiyotikler
pilot calismalarda etik kurallara uyularak kullanmilmaktadir [Ozden, 2008]. Yogurt
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tilketimi ile serum kolesterol diizeylerinin diistiigii saptanmistir. Probiyotiklerin
hangi mekanizma ile serum kolesterol diizeylerini diisiirdiigii heniiz tam olarak
aydinlatilamamustir. Diisiiniilen olasi mekanizmalar arasinda kolesterolun bakteri
hiicresi tarafindan asimilasyonu, bakteriyal asit hidrolazlar ile safra asitlerinin
dekonjugasyonu, kolesterolun bakteri duvarina baglanmasi, hepatik kolesterol
sentezinin inhibisyonu veya kolesterolun plazmadan karacigere dogru yon

degistirmesi vardir [Hlivak ve ark., 2005].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada kullanilan bakteriler

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvar Kiiltiir Koleksiyonu’nda
bulunan, saglikli bebek gaitasindan izole edilmis suslar i¢erisinden, fizyolojik testleri
ve biyokimyasal testleri Analitik Profil indeks 50 CHL (API, Bio Merieux, France)
test Kkiti ile yapilmig, 16S rRNA/rDNA’na gbére molekiler tanimlamalari
gerceklestirilmis, 6 laktobasil kiiltiiri ¢alismaya alinmistir. Daha Once yapilan
calismalarda probiyotik 6zellikleriyle 6ne ¢ikmis olan suslarin canli hiicre, metabolit
ve EPS’lerinin antiproliferatif ve antigenotoksik etkileri aragtirilmis olup, ¢aligmanin
devaminda antiproliferatif ve antigenotoksik etkisiyle o6ne ¢ikan 3 laktobasil
kaltaranan (L. plantarum, L. rhamnosus, L. brevis) antiinflamatuvar etkileri
arastinlmistir.  Izolatlarin  mikroskobik, kltiirel, biyokimyasal ve molekiler
tanimlamalar1 ile DNA dizi analizleri Molekiiler Biyoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nde (MOBAM) yaptirilmustir. izolasyon ve tamimlamalar farkli projeler
kapsaminda yapildig1 i¢in sonuglar verilmemistir. Secilen suslar ve izole edildikleri
kaynaklar Cizelge 3.1’de verilmistir. 46/2012-03 kodlu BAP projesinde bu suslarla
calisilmigtir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan bakterilerin izolasyon kaynag ve tiir adlar

Kodlar  izolasyon Kaynagi  Tiir ada

LB63 Yenidogan gaitasi Lactobacillus brevis
GD2 Yenidogan gaitasi Lactobacillus plantarum
E9 Yenidogan gaitasi Lactobacillus rhamnosus
LB8 Yenidogan gaitasi Lactobacillus casei

GD11 Yenidogan gaitasi Lactobacillus rhamnosus

LB16 Yenidogan gaitasi Lactobacillus fermentum




3.1.2. Calismada kullanilan besiyerleri ve tamponlar
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Bakteri kiiltiirlerinin gelistirilmesinde, De Man Rogosa and Sharp Broth (MRS,

Merck) kullanilmigtir. Arastirmada kullanilan MRS siv1 besiyeri i¢eriginde yer alan

maddeler Cizelge 3.2’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. MRS sivi1 besiyeri

Maddeler g/L
Pepton 10,00
Beef Ekstrakt 10,00
Yeast Ekstrakt 5,00
Glukoz 20,00
Sodyum Asetat 5,00
Tri Amonyum Sitrat 2,00
Magnezyum Siilfat (MgSQ,4.7H,0) 0,20
Manganez Sulfat (MnSO,.4H,0) 0,05
Di sodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,) 2,00
Tween 80 1mL

Maddeler tartilip, distile su ile 1000 mL’ye tamamlanmistir. pH’s1 6,2 = 0,02’ye

ayarlanmistir. Kat1 besiyeri hazirlamak i¢in besiyerine % 1,5 oraninda Agar (Merck)

ilave edilmistir. Besiyeri 121°C’de 15 dk. otoklavda steril edilmistir.

Calismada kullanilan Phosphate Buffered Saline (PBS) tamponu iceriginde yer alan

maddeler Cizelge 3.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.3. PBS tamponu igerigi

Maddeler g/L

Sodyum Klortr (NaCl) 8,00
Di potasyum hidrojen fosfat (K;HPO,) 5,20
Di sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) 7,10
Potasyum klorir (KCI) 2,00

Maddeler tartilip, distile su ile 1000 mL’ye tamamlanmistir. pH 7,2 £ 0,02’ye
ayarlanmustir. 121°C’de 15 dk. otoklavda steril edilmistir.

3.1.3. Calismada kullanilan hiicre hatlar1

Calismada GIS epitel hicrelerine  bir model olarak kullanilan kolorektal
adenokarsinoma kanser hiicre hattit HT-29 (ATCC® HTB-38™) ile kolorektal
adenokarsinoma kanser hiicre hatti Caco-2 (ATCC® HTB-37™) hiicreleri
kullamlmistir. HT-29 hiicreleri Hamamatsu Universitesi  Patoloji  boliimiinden

(Japonya), Caco-2 hiicreleri ise Sap Enstitiisii’'nden (Turkiye) temin edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Calismada kullanilan bakterilerin hazirlanmasi

Lactobacillus cinsine ait bakterilerin gelistirilmesinde MRS Broth ve MRS Agar
besiortamlar1 kullanmilmistir. MRS Broth icinde 37°C’de 18-20 saat gelistirilen
kiltiirler, en az iki kez aktiflestirildikten sonra caligmaya alimmistir. Calismalarda
PBS tamponu icersisinde Grant DEN-1 ile Mc Farland 5 (~8,4-8,6 log cfu/mL)’e,
spektrofotometrik olarak ise (T80+ UV/VIS Spectrometer, PG Instruments) (600 nm
dalga boyunda ~ 0,600 OD) ayarlanmis canli hiicreler kullanilirken, 0,22 um por
capl filtreden (PALL Life Sciences) gegirilmis metabolitler kullanilmistir [Villarante
ve ark., 2011].



48

3.2.2. Bakterilerin muhafazasi

Bakteriler kendileri i¢in uygun besiortaminda art arda iki kez aktiflestirilmistir. 1 mL
gliserol (Merck), kapakli kriyo tiipler icerisinde 121°C’de 15 dk. otoklavda steril
edilmistir. Aktiflestirilen bakterilerden 1 mL alinarak steril gliserol iceren ortama
ilave edilip, -20°C ve -80°C’de muhafazaya alinmistir. Muhafazaya alinan stoklar alt:

ayda bir yenilenmistir [Wang ve ark., 2010; Baer ve Ryba, 1992].

3.2.3. Cahismada kullanilan hiicrelerin hazirlanmasi

Kriyo tiipler icerisinde s1v1 azotta (-196°C) stoklanan HT-29 ve Caco-2 hiicreleri,
hazirlanmadan 6nce 37°C’de 1lik su banyosunda bekletilmistir. Hiicreler daha sonra
icerisinde medium bulunan tlplere aktarilmistir. Canli hiicre sayisinin belirlenmesi
icin, 50 ul tripan mavisi ile 50 pl hiicre karisimi thoma lami iizerine 2 kenardan
konulmus ve inverted mikroskopta toplam 16 kare sayilmistir. Sayimi yapilan
hiicreler T25 ya da T75’lik flasklara aktarilmistir. Flasklar igerinde HT-29
hicreleri % 10 fetal sigir serumunda (FBS, Gibco), % 1 penisilin/streptomisin
antibiyotigi (Sigma), % 1 L-Glutamin (Sigma) ve % 40 MCDB (Sigma) iceren
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Invitrogen) besiortaminda; Caco-2
hicreleri ise % 10 fetal sigir serumunda, % 1 penisilin/streptomisin antibiyotigi, % 1
L-Glutamin iceren DMEM vasatinda 37°C’de % 5 CO, igeren nemlendirilmis
inkibatorde gelistirilmistir (MCO-18AIC, Sanyo). Her 2-3 giinde bir besiortami
degistirilmistir. Kiiltiir kaplarinda % 80-85 yayilma gosteren hiicreler Tripsin/EDTA
(Gibco) ¢ozeltisi ile kaldirilarak sayilmis ve 96 kuyulu mikroplaklara (Costar) 1x10”
hiicre/kuyu olacak sekilde aktarilmistir [Wang ve ark., 2010; Morita ve ark., 2002].

3.2.4. Laktik asit bakterilerinin antiproliferatif etkisinin belirlenmesi

Kiiltiirlerin antiproliferatif etkisinin belirlenmesinde Hong ve arkadaglarinin (2008)
kullandig1 metot, baz1 modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir. Calismada WST-1
Cell Proliferation Assay Kit (Cayman) kullanilmig olup, bu kit canli hiicrelerin

miktar1 hakkinda bilgi vermektedir. Canli hiicrelerde mevcut olan hiicresel
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mitokondriyal dehidrogenaz, tetrazoliyum tuzu WST-1’in formazana doniistimiinii
saglamaktadir. HT-29 ve Caco-2 hiicre hatlar1 iizerindeki antiproliferatif etki,
probiyotik mikroorganizmalarin kendisi ve hiicre kiltiirii vasatinda gelistirilen
bakteri kaltirinin metaboliti kullanilarak arastirilmstir.  Kiiltiirlerin  tirettikleri
¢oziilebilir maddelerin kanser hiicre hatlar1 tizerinde antiproliferatif etkisinin olup
olmadiginin belirlenmesi i¢in, bakteri kiiltiirleri hiicre kiiltiirii vasatinda kendileri i¢in
uygun olan sicaklik ve siirede gelistirilmistir. Bakteri kiiltiirleri, mikroorganizmalarin
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in 30 dk. 3,000 rpm’de santrifiij edilmis ve Kkulltur
metabolitleri elde edilmistir. Elde edilen metabolitler hiicrelere uygulanmadan 6nce
0,22 um por c¢aph filtreden gegirilerek steril edilmistir. Santrifiij sonrasi canli
hicreler 10 dk. 3,000 rpm’de 2 kez steril PBS ile yikanmistir. Mikroorganizmanin
kendisinin dogrudan etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in, bakteri kiiltiirleri
~8,4-8,6 log cfu/mL’ye ayarli olarak kullanilmistir. Elde edilen canli hiicre ve
metabolitler hiicre kiiltiirli ortamina eklenmis, her iki hiicre hattinda da 24 ve 48 saat
olmak tizere 37°C’de % 5 CO,’li ortamda inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
WST-1 kiti ile antiproliferatif etki belirlenmistir. Kit ve hiicre siispansiyonu karigima,
canli hiicre miktarini belirlemek tizere 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucuda
(Epoch, Biotek) olgiilmiistiir (Resim 3.1). Canli hlicre ve metabolitler ile muamele
edilmemis hiicreler kontrol grubu olarak olarak kullanilmis ve sadece besiortamindan
kaynaklanan sitotoksik etki de gz Oniine alinarak, kontrole bagl yiizde (%) 6lim
orani hesaplanmistir. Deney 5 paralelli 3 tekrarli olarak yapilmistir. Sonuglarin

hesaplanmasinda; % Oliim = (1-Ornek/Kontrol) x 100 formiilii kullanilmustir.
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Resim 3.1. Calismada kullanilan mikroplak okuyucu

3.2.5. Laktik asit bakterilerinden EPS izolasyonu

Laktik asit bakterilerinden EPS izolasyonunda Tsuda ve arkadaslarinin (2008)
kullandig1 metot, baz1 modifikasyonlar yapilarak uygulanmigtir. Laktobasil kiiltiirleri
37°C’de en az iki kez aktiflestirildikten sonra ¢alismaya alinmustir. Aktiflestirilmis
bakteriler 600 nm’de ~0,600 optik yogunluga ayarlandiktan sonra kendileri igin
uygun besiortamlarina % 2 oraninda asilanarak 18-20 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda kiiltiirler 32 g trikloroasetikasit (TCA) (Merck) ile manyetik
karistiricida 2 saat kanigtirilmistir. Orneklerin metabolitleri 4,000 rpm’de 10 dk.
santrifiijlenerek (NF 400, Nuve) toplanmis ve sivinin en az yarisi (yaklasik 6—8 saat)
kontrollii sicaklik (70-80°C) ve diisiik basingla doénen evaporatorde (BUCHI)
uzaklagtirilmistir (Resim 3.2).
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Resim 3.2. Calismada kullanilan evaporator

Stvinin  uzaklastirilmasindan sonra ornekler oda sicakligina gelinceye kadar
sogutulmus ve % 96’lik soguk etil alkol (Merck) ile 12 saat +4°C’de bekletilmistir.
Daha sonra drnekler 4,000 rpm’de 10 dk. santriftj edilip ve EPS’ler toplanmistir.
Toplanan EPS’ler 1 mL steril saf suda ¢ozundukten sonra liyofilizasyon tlplerine
almip, liyofilizator cihazinda liyofilize edilene kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.
Saflastirtlmis EPS’ler liyofilizator cihazinda dondurulup kurutularak toz haline
getirilmistir (Resim 3.3). Liyofilizasyondan sonra vial i¢indeki EPS’ler ¢aligmaya

alimmstir (Resim 3.4).
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Resim 3.3. Calismada kullanilan liyofilizator cihazi

Resim 3.4. Liyofilizasyon sonrasi toz haline getirilen vial igindeki EPS’ler

3.2.6. Laktik asit bakterilerinin EPS Uretimlerinin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin EPS iiretim miktarlarinin belirlenmesinde Marshall ve
Rawson’nin (1999), metodu kullanilmistir. Laktobasil kiiltiirleri 37°C’de en az iki
kez aktiflestirildikten sonra c¢alismaya alinmistir. Aktiflestirilmis bakteriler 600

nm’de ~0,600 optik yogunluga ayarlandiktan sonra kendileri i¢in uygun
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besiortamlarina % 2 oraninda asilanarak 18-20 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda orneklerden 1 mL’lik miktarlar ependorf tiiplerine alinarak,
96°C’de 10-15 dk. kaynatildiktan sonra oda sicakligma gelinceye kadar
sogutulmustur. 1 mL’lik 6rnek tzerine % 85’lik TCA ilave edilerek, 13,000 rpm’de
25 dk. santriflij edilmistir. Santrifiij sonras1 toplanan metabolitler etanol icerisinde
13,000 rpm’de 25 dk. santrifiij edilerek presipite edilmistir. Presipite olan 6rnekler
ImL distile suda ¢6ziilmistiir. Calismanin devaminda, EPS iiretim miktarlarinin
belirlenmesi igin Dubois ve arkadaslarmin (1956) fenol sllfirik asit metodu
uygulanmistir. Bu metot orneklere liyofilizasyon oncesi ve sonrasinda uygulanmaistir.

Deney 3 paralelli 3 tekrarli olarak yapilmistir.

Fenol silfiirik asit metodu

Fenol tiplerindeki 6rnekler Uzerine 0,5 mL fenol (Sigma) ve 5 mL saf sulfiirik asit
eklenerek, 10 dk. oda sicakliginda bekletildikten sonra iyice karistirilmistir.
Karistirilan 6rnekler 30°C’de 15-20 dk. bekletildikten sonra, optik yogunluklar1 490
nm’de spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. EPS ftiretim miktarlari, 0-200 mg/L
arasinda degisen farkli konsantrasyonlarda hazirlanan glukoz standardina gore

hesaplanmistir [Dubois ve ark., 1956] (Sekil 3.1).

y =0,0071x-0,1106
R2=0,999

0.D. 490 nm
(o]
[+.s]

0 50 100 150 200 250
Glikoz (mg/L)

Sekil 3.1. Glukoz standart egrisi
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3.2.7. EPS’lerin antiproliferatif etkisinin belirlenmesi

EPS’lerin antiproliferatif etkisinin belirlenmesinde Challouf ve arkadaslarinin (2011)
kullandig1 metot, baz1 modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir. Calismada WST-1
kiti kullanilmistir. HT-29 ve Caco-2 hiicreleri 96 kuyulu mikroplaklarda 1x10*
hiicre/kuyu olacak sekilde kiiltiir edilmistir. Tam yayilma gozlendikten sonra
hiicreler ¢alismaya alinmistir. Liyofilize EPS’ler steril su ile 400, 800 ve 1600 pg/mL
konsantrasyonlarda hazirlanip, 0,45 um por ¢aplh filtreden gegirildikten sonra
DMEM ile karistirilip ortama eklenmistir. EPS’ler her iki hiicre hattinda da 24 ve 48
saat olmak tizere 37°C’de % 5 CO’li ortamda inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda WST-1 Kkiti ile EPS’lerin antiproliferatif etkisi belirlenmistir. Kit ve hicre
stispansiyonu karigimi 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucuda olgiilmistiir.
EPS’ler ile muamele edilmemis hiicreler, kontrol grubu olarak olarak kullanilmis ve
sadece besiortamindan kaynaklanan sitotoksik etki de gbz Oniine alinarak, kontrole
bagl ylizde (%) Olim orani hesaplanmistir. Deney 5 paralelli 3 tekrarli olarak
yapilmustir. Sonuglarin hesaplanmasinda; % Olim = (1-Ornek/Kontrol) x 100

formiilii kullanilmigtir.

3.2.8. Bakteri kulturleri ile EPS’lerin genotoksik ve antigenotoksik etkisinin

belirlenmesi

Lenfositlerin izolasyonu

Kan ornekleri saglikli donérlerden damar yoluyla elde edilmistir. Saglikli dondrler;
herhangi bir hastaligi bulunmayan, sigara, alkol ve rutin ila¢ kullanmayan 24-25 yas
aras1 bireylerden secilmistir. Enjektorle donorlerden alinan taze periferal kanin
lizerine heparin konularak pihtilasmasi engellenmistir. Daha sonra kan iizerine esit
miktarda Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (D-PBS) cklenmis ve siispanse
edilmistir. Her bir tiipe 2 mL 1,077 g/mL yogunluga sahip lenfosit ayirict soliisyon
(Biocoll) eklenmis ve 4°C’de, 2,400 rpm’de 20 dk. santrifuj (Sigma 3-30K) edilmistir.
Santrifiij sonrasi tiiplerin igerisindeki eritrositlerin iizerinde olusan beyaz halkanin 2

mL’si alinarak ayr1 bir tiipe aktarilmis ve 4°C’de, 2,400 rpm’de 20 dk. D-PBS ile
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santrifiij edilerek yikanmigtir (Resim 3.5). Yikama isleminden sonra elde edilen
lenfositlerin tripan mavisi ile canliliklarina bakilmis ve ¢alisma i¢in hiicre pelletleri

0,5 mL D-PBS iginde siispanse edilmistir [Mosaffa ve ark., 2006; Park ve ark., 2005].

Lenfosit
halkas1

Resim 3.5. Santrifiij sonrasi eritrositlerin iizerinde olusan beyaz lenfosit halkasi

Laktik asit bakterilerinin genotoksik etkisinin belirlenmesi

Bu ¢alismadaki amag canli hlicre ve metabolitlerin lenfosit hiicrelerinin DNA’sinda
herhangi bir hasar olusturup olusturmadigina bakilmasi yani genotoksik etkisinin
belirlenmesidir. Calisilan her bir bakteri susu i¢in saglikli bireylerden alinan periferal
kan lenfositleri kullanilmistir. Daha sonra bu lenfosit hiicrelerine ~8,4-8,6 log
cfu/mL’ye ayarli canli hiicre ve 0,22 um por c¢apl filtreden gegirilmis metabolitler
uygulanmistir. Lenfosit DNA’sinda herhangi bir hasar olusup olusmadigina ise

comet testi ile bakilmustir.

EPS’lerin genotoksik etkisinin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin genotoksik etkisinin belirlenmesinde kullanilan metot,
EPS’ler i¢in de gegerlidir. Burada farkli olarak lenfosit hiicrelerine steril su ile 800
pg/mL konsantrasyonda hazirlanmis ve 0,45 um por gapl filtreden gegirilmis

liyofilize EPS’ler uygulanmistir. Uygulama siiresinin sonunda ependorflar 2,000-
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2,400 rpm’de 5 dk. santrifiij edilip iist kisim atilmis, ancak bu metotda yikama iglemi

yapilmamis ve sonraki islemlere comet prosediiriindeki gibi devam edilmistir.

Laktik asit bakterilerinin antigenotoksik etkisinin belirlenmesi

Bu ¢alismada amag lenfosit hiicrelerinde, H,0; kaynakli DNA hasarini engellemede,
antiproliferatif etkisi anlamli bulunmus canli hiicre ve metabolit konsantrasyonun
etkili olup-olmadiginin belirlenmesidir. Lenfosit hicreleri 6nce 90 dk. belirlenmis
konsantrasyondaki (1. asamada genotoksik etki gostermeyen konsantrasyonlarda)
canlt hlicre ve metabolitler ile inkiibasyona birakilmistir. Bu asamadan sonra 15 dk.
H20, (50 uM)’e maruz birakilmis ve sonraki islemlere comet prosedlrindeki gibi
devam edilmistir. Burada comet prosediiriinden farkli olarak yikama islemi H,O, ile

muameleden sonra yapilmstir.

EPS’lerin antigenotoksik etkisinin belirlenmesi

EPS’lerin antigenotoksik etkisinin belirlenmesinde, laktik asit bakterilerinin canli
hicreleri ve metabolitlerine uygulanan yontem kullanilmigtir.  EPS’lerin
antigenotoksik aktivitesi arastirilirken, genotoksisite ¢alismasinda lenfositlere
herhangi bir hasar vermeyen 800 ug/mL konsantrasyon uygulanmistir ve comet

prosediiriindeki diger asamalara geg¢ilmistir.

Comet testi (Tek hicre jel elektroforezi)

Comet teknigi, Singh ve arkadaslarinin (1988) kullandig1 metot bazi modifikasyonlar
yapilarak uygulanirken, detaylarda Noroozi ve arkadaslari (2008) ile Raipulis ve
arkadaglarinin (2005) metotlarindan yaralanilmistir. Bu amacgla 0,5 mL D-PBS iginde
stispanse lenfositler, ~8,4-8,6 log cfu/ml’ye ayarli canli hiicre ve 0,22 um por ¢apli
filtreden gegirilmis metabolitler ile siispanse edilerek, 37°C’de 90 dk. inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde ependorflar 2,000-2,400 rpm’de 5 dk.
santrifiij edilip st kisim atilmis ve 2 kez 1,000 rpm’de 5 dk. D-PBS ile yikanmustir.
Diisiik erime 1s1li agarin (LMA) 75 ul’si, 100 pl lenfositle karistirilip, 6nceden
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normal erime 1sil1 agar (NMA) ile kaplanan lamlarin {izerine damlatilarak 24x60
mm’lik lamel ile kapatilmistir. Bu halde preparatlar 15-20 dk. buzda bekletilmistir.
Lamlarin tizerindeki lameller kaldirilip igerisinde lizis tamponu bulunanm salelere
konulmus ve +4°C’de en az 1 saat bekletilmistir. Lizis isleminden sonra lamlar,
icerisinde elektroforez tamponu (pH>13) bulunan tanka (SciePlus) yerlestirilip,
DNA’nin ¢ift iplikli yapisinin agilmasi i¢in 20 dk. bekletilmistir. Daha sonra 25 V,
300 mA’da 20 dk. elektroforez yapilmistir (Tanon, EPS 300). Preparatlar,
notralizasyon tamponu (pH 7.5) ile 15 dk. muamele edilmistir. Notralizasyon
sonrasinda preparatlar steril su, % 50, % 75 ve % 99’luk alkol serilerinde 5’er dk.
bekletilmistir. Daha sonra lamlarin iizerine 20 pg/mL’lik etidyum bromidin 50 pl’si
yayillmis ve 24x60 mm’lik lamel ile kapatilmistir. Tiim bu islemler, ¢evre kaynakli
DNA hasarin1 6nlemek amaciyla karanlik ortamda yapilmistir. Deney 3 paralelli 3

tekrarli olarak yapilmaistir.

Goriintl analizi ve comet sayimi

Boyanan preparatlar Leica DFC425C (Leica, Germany) marka floresan mikroskop
(546 nm eksitasyon ve 590 nm bariyer filtreli) altinda 40X objektifte incelenmistir.
Her lamda 100-300 hiicre, floresan mikroskobunda degerlendirilerek, bilgisayarl
goriintiileme sistemi ile (Comet Analysis Software, version 4.0, m Perceptive
Instruments Ltd., UK) DNA hasar derecesi kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve
kuyruk uzunlugu cinsinden degerlendirilmistir. Sonuglar % Kuyruk DNA hasar1 =
[DNA kuyruk yogunlugu/(DNA bas yogunlugu + DNA kuyruk yogunlugu)] x 100
formili kullanilarak hesaplanmistir [Soltani ve ark., 2009]. Canli hiicre, metabolit ve
EPS’lerin antigenotoksik aktivitesi ise DNA kuyruk yogunlugundaki disiisiin
yiizdesine bakilarak hesaplanmistir [Sondhi ve ark., 2010].

Inhibisyon (%) = a — b/a - ¢ x 100

a = H,0, tarafindan indiiklenen kuyruk yogunlugu (pozitif kontrol; D-PBS + lenfosit
+ H,0,).

b = Canl1 hiicre, metabolit ya da EPS ile H,O, varliginda lenfosit kuyruk yogunlugu
¢ = Negatif kontroliin kuyruk yogunlugu (D-PBS + lenfosit)



58

3.2.9. Laktik asit bakterilerinin antiinflamatuvar etkisinin belirlenmesi

HT-29 ve Caco-2 hiicreleri 96 kuyulu mikroplaklarda 1x10* hiicre/kuyu olacak
sekilde kiiltiir edilmistir. Tam yayilma goézlendikten sonra yeni vasat ile birlikte
~8,4-8,6 log cfu/mL yogunlugundaki laktobasil canli hucreleri hiicre ortamina
eklenirken, metabolitler 0,22 pm por ¢apl filtreden gegirilip steril edildikten sonra
hiicre ortamina eklenmis ve 1 saat 37°C’de % 5 CO'li inkiibatérde bekletilmistir.
Sure sonunda 10 ng/mL TNF-o (Millipore) eklenerek hucrelerin IL-8 sitokinini
salgilamak {izere uyarilmasi saglanmistir. 24-48 saat inkibe edildikten sonra kaltr
ortamlar1 toplanarak, IL-8 sitokin seviyeleri olcllene kadar -20°C veya -80°C’de
bekletilmistir. Daha sonra sitokin seviyeleri ELISA kit (Invitrogen) yontemi ile 450
nm’de mikroplak okuyucuda belirlenmistir. IL-10 sitokin seviyesinin tespiti icin de
kullanilan bu metot, ¢esitli modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir. Kanser
hicreleri TNF-o ile uyarilmadan IL-10 seviyeleri 6l¢iilmiis, daha sonra canli hiicre
ve metabolitler uygulanmis ve tekrar IL-10 seviyeleri olglilmiistiir. Deney 5 paralelli
3 tekrarli olarak yapilmistir [Gao ve ark., 2012; Bai ve ark., 2004; Lammers ve ark.,

2002].

3.2.10. EPS’lerin antiinflamatuvar etkisinin belirlenmesi

EPS’lerin antiinflamatuvar etkisinin belirlenmesi igin, 3.2.9’da kullandigimiz metot
bazi modifikasyonlarla uygulanmistir. EPS’lerin HT-29 ve Caco-2 hucrelerinden
salman IL-8 ve IL-10 sitokin seviyelerine etkisi arastirtlmistir. EPS’ler 800 pg/mL
olacak sekilde ayarlanmis ve 0,45 um por gapl filtreden gegirilerek steril edilmistir.
24-48 saat inkubasyondan sonra sitokin seviyeleri ELISA kit yontemi ile 450 nm’de
mikroplak okuyucuda belirlenmistir. Deney 5 paralelli 3 tekrarli olarak yapilmistir
[Wu ve ark., 2010; Palencia ve ark., 2009].

3.2.11. istatiksel analizler

Istatiksel analizlerde SPSS Inc Software (16.0 versiyon; SPSS Inc., Chicago, IL,

USA) kullanilmistir. Kendall taub ve Spearman’in korelasyonuna gore, suslarin
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antiproliferatif-antiinflamatuvar ve antiproliferatif-antigenotoksik aktivite oranlari
arasinda korelasyon olup olmadigi incelenmistir. Ayrica suslarin EPS iiretimi ile
antiproliferatif, antigenotoksik ve antiinflamatuvar aktivite oranlar1 arasinda iliski

olup olmadig1 incelenmistir.

Antiproliferatif ve antiinflamatuvar c¢aligmalarinda suslar arasi farka tek yonli
varyans analizi (ANOVA) Kruskall Wallis testi ile bakilmigtir. Kruskall Wallis
testine gore antiproliferatif ¢alismasinda 6 farkli sustan, antiinflamatuvar ¢alismasi
icin ise 3 farkli sustan elde edilen Ol¢limler degerlendirilmistir. Aynmi sekilde EPS

calismalarinda da 6rnekler arasi fark Kruskall Wallis testi ile ortaya konulmustur.

Tek hicre jel elektroforez deneyinde, lenfositlerde DNA hasarinin istatistiksel
degerlendirmesi Kruskall Wallis testi kullanilarak yapilmistir. Sonuglar negatif
kontrol (D-PBS+lenfosit) ve pozitif kontrol (H,O,+lenfosit+D-PBS) ile

karsilastirilmistir.

Tiim c¢aligmalar her caligma icin paralel sayisi degismekle beraber, ii¢ tekrarl
yapilmistir. Bu ¢aligmalarden elde edilen veriler bu tekrarlarin ortalamasi + standart

sapma seklinde verilmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Calismada Kullanilan Bakteriler

Gazi Universitesi Fen Fakiltesi Biyoteknoloji Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu’nda
bulunan, saglikli bebek gaitasindan izole edilmis, Lactobacillus cinsine ait 6 farkli
sus calismaya alinmistir. Bu ¢alisma i¢in, daha 6nce yapilan ¢aligmalarda probiyotik
Ozellikleriyle 6ne ¢ikmis olan suslar tercih edilmistir. Suslarin mikroskobik, kiiltiirel,
biyokimyasal ve molekiiler tanimlamalar1 farkli projeler kapsaminda yapildig: i¢in
sonuclar tezde verilmemistir. Suslarin canli hlicre, metabolit ve EPS’lerinin
antiproliferatif ve antigenotoksik etkileri arastirilmis olup ¢alismanin devaminda
antiproliferatif ve antigenotoksik etkisiyle one ¢ikan 3 laktobasil tiiriine ait susun (L.
plantarum, L. rhamnosus, L. brevis) antiinflamatuvar etkileri arastirilmistir.
Calismalarda en iyi sonug veren L. brevis LB63 ve L. rhamnosus GD11 suslarinin

151k mikroskobu goriintiileri Resim 4.1 ve Resim 4.2’de gosterilmistir.

{ i 7/ 10 pm

Resim 4.1. Lactobacillus brevis LB63 bakterisinin 11k mikroskobu goriintiisii
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Resim 4.2. Lactobacillus rhamnosus GD11 bakterisinin 151k mikroskobu goriintiisii

4.2. Laktik Asit Bakterilerinin Antiproliferatif Etkisi

Calismada antiproliferatif aktivite WST-1 Kiti ile belirlenmistir (3.2.4). Uygulamada
kullanilan kontrol grubu igin, medium igerisine kanser hiicreleri eklenmistir. Kontrol
grubuna hiicre canliigmmi belirleyen, bir tetrazoliyum tuzu olan WST-1
eklenmediginde herhangi bir renk degisikliginin olmadig1 gézlenmistir. Ayni kontrol
grubuna WST-1 eklendiginde ise, mevcut canli kanser hiicreleri WST-1"i renkli
formazana doniistirmistiir. Olusan rengin tonu mikroplaklarda bulunan canlt
hicrelerin yogunluguna goére degismektedir. Mevcut canli kanser hiicrelerinin
yogunlugu, bakteri canli hiicresi ya da metabolitlerin eklenmesi ile azalmaktadir.
Buna bagli olarak WST-1’in formazana doniisiimii azalmakta ve rengin tonu
acilmaktadir (Resim 4.3). Calismada ~8,4-8,6 log cfu/mL yogunlukta canli
hiicrelerin ve bakteriler tarafindan sentezlenmis metabolitlerin etkisine bakilmistir.
Hem metabolit hem de canli hiicrelerde antiproliferatif etki gézlenmekle birlikte,
canli hiicrelerin aktivitesinin daha yiiksek oldugu bulunmustur. HT-29 hiicre hattinda
canli hiicreler 24 saat, metabolitler 48 saat inkiibasyon sonrasi daha etkili olurken,
Caco-2 hiicre hattinda canli hiicre ve metabolitler 48 saat inkiibasyon sonrasi daha

etkili olmustur. Bakteri kiiltiirlerinin (canli hiicre ve metabolit) HT-29 hiicre hattinda,
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Caco-2 hiicre hattina gore daha yiliksek antiproliferatif etki gosterdigi belirlenmistir
(Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). HT-29 hiicre hatti ile yapilan ¢alismada en yiiksek etki, L.
brevis LB63 susunun (% 51,2 £ 1,4 hiicre 6limd), L. plantarum GD2 susunun (%
49,2 = 1,1 hicre 6limd) ve L. rhamnosus E9 susunun (% 36,8 = 1,2 hiicre 6lim)
canli hiicrelerinden elde edilmistir. Caco-2 hiicrelerinde ise, LB63 susunun (% 38,4 £
1,0), GD2 susunun (% 34,5 + 0,9) ve E9 susunun canli hiicreleri (% 29,3 = 1,0) 6li
hiicre orani ile belirgin bir antiproliferatif etki gostermistir (p<0,05). Suslarin her iki
hiicre hattinda da metabolitlerinin canli hiicrelerine gore daha diistik etkili oldugu
goriilmiistiir. Metabolitlerin uygulandigi, HT-29 hiicre hattinda en yiksek etkiyi E9
susu (% 18,3 £ 1,4), L. rhamnosus GD11 susu (% 17,3 £ 1,2), GD2 susu (% 14,7 +
1,4) ve LB63 susu (% 13,0 + 1,3) gostermistir. Caco-2 hiicrelerinde metabolitlerin
etkisi ise, E9 susu (% 15,0 £ 0,9 ), GD11 susu (% 13,7 + 1,6), GD2 susu (% 13,6 £
1,8) ve LB63 susu (% 13,4 + 1,3) olarak tespit edilmistir. Ornekler arasinda anlamli
fark olup olmadig1 veri sayist dikkate alinarak incelenmis ve non parametrik
testlerden Kruskall Wallis testi ile karsilastirma yapilmistir. Sonuclara gére en
yiikksek Olglimlerin bulundugu o6rnek L. brevis olurken, en diisiik oOlglimlerin

bulundugu 6rnek L. fermentum’dur (p<0,05).

Resim 4.3. WST-1 kiti ile mikroplaklarda bulunan kanser hiicrelerinde canliligin
tespiti A) Kontrol grubu (Kit muamelesinden 6nce kanser hiicresi) B) Kit
ile muamele edilmis kontrol grubunda canlilig1 gosteren renk degisimi C)
Kit ile muamele edilmis deney grubunda ( bakteri canli hiicresi) canliligi
gosteren renk degisimi



100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Hiicre oliimii (%)

OCanh hiicre
Metabolit

D Y 9 &)
o R < N

N o
Q\ Q;'\

o v
Suslar
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Sekil 4.2. Suslarin canli hiicre ve metabolitlerinin Caco-2 hiicre hatt1 tizerindeki

antiproliferatif etkisi

4.3. Laktik Asit Bakterilerinin EPS Uretme Kapasiteleri

63

6 laktobasil susunun EPS Uretimleri 3.2.6.da verilen metoda gore tespit edilmistir.

Yapilan ¢alismada tiim suglarda EPS iiretimi gozlenmis, ancak suslara bagli olarak
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tiretilen EPS miktarlarinda farklilik oldugu goézlenmistir (p<0,05). Yuksek EPS
ireten suslar GD11 (200,1 + 4,1 mg/L), E9 (186,2 + 3,2 mg/L), GD2 (146,3 + 2,4
mg/L), LB63 (132,2 + 2,0 mg/L) iken diisiik EPS {ireten suslar L. casei LB8 (59,1 +
2,2 mg/L) ve L. fermentum LB16 (52,4 + 2,4 mg/L) olarak belirlenmistir. Yiksek
EPS iireten suslarin saflagtirma ve liyofilizasyon sonrast EPS miktarlar1 da 6l¢iilmiis

olup bunlar, suslarin EPS {iretme miktarlar1 ile beraber Cizelge 4.1’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Liyofilizasyon dncesi ve sonrasinda suglarin EPS miktarlari

Kodlar Tur ad: EPS {(mg/L) EPS*(mg/L)
GD11 Lactobacillus rhamnosus 200,1 +4,1 302,1+5.2
E9 Lactobacillus rhamnosus 186,2 + 3,2 279,2+43
GD2 Lactobacillus plantarum  146,3 + 2,4 221,3+5,0
LB63 Lactobacillus brevis 132,2+2,0 1991+4.2

! Kiilturlerin inkiibasyon sonrasi EPS iiretim miktar1

2 Saflastirilmis ve dondurulup kurutulmus toz halindeki EPS’nin miktart

4.4. EPS’lerin Antiproliferatif Etkisi

Calismada antiproliferatif aktivite WST-1 Kiti ile hiicre ylzde 6liimii esas alinarak
belirlenmistir (3.2.7). Farkli suglarin EPS’lerinin uygulanmalarina bagh olarak, her
iki kanser hattinda da, hiicrelerin canliliginda azalma gozlenmistir. Canli hiicrelerin
azalmasiyla, WST-1’in formazana doniisiimii de azalmig ve rengin tonu agilmistir.
Bu uygulamada, bakterilerin canli hiicrelerinin kullanildig1 uygulamadan daha yogun
bir renk tonu elde edilmistir. Bu da EPS’nin bakteri canli hiicresine gore daha az
antiproliferatif aktiviye sahip oldugunu gostermektedir (Resim 4.4). Liyofilize
EPS’ler steril su ile 400, 800 ve 1600 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanarak
kullanilmistir. EPS’ler HT-29 hiicre hattinda 24 saat, Caco-2 hiicre hattinda 48 saat
inkiibasyon sonrasi daha etkili olmustur. Liyofilize EPS’ler ile yapilan konsantrasyon
denemelerinde 400 pg/mL’den 800 pg/mL’ye kadar bazi EPS’lerin yiiksek
antiproliferatif etki gosterdigi ancak 1600 pg/mL konsantrasyonda antiproliferatif
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etkide anlamli bir artisin olmadig: tespit edilmistir. Bu nedenle ¢alismaya en iyi
sonucu elde ettigimiz 800 pug/mL konsantrasyonla devam edilmistir. EPS’ler canli
hiicrelerden daha diisiik antiproliferatif etki gostermelerine ragmen, metabolitlerden
daha yuksek antiproliferatif etki gostermistir. Ayrica, canli hiicrelerde oldugu gibi
EPS’lerin de HT-29 hiicre hattinda, Caco-2 hicre hattina gore daha yiiksek
antiproliferatif etki gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.3). HT-29 hiicre hatt1 ile yapilan
calismada en yiiksek etkiyit GD11 susu (% 35,1 + 3,0 hiicre 6liimii) ve E9 susunun
(% 32,7 = 2,5 hiicre 6lUmi) gosterdigi tespit edilmistir. Caco-2 hiicrelerinde ise, E9
susu (% 29,4 + 3,0 hiicre 6limii) ve GD11 susu (% 28,4 + 2,75 hicre 6lima) 6la
hiicre orani ile belirgin bir antiproliferatif etki gostermistir. YUksek konsantrasyonda
EPS iireten suslarin EPS’leri, her iki hiicre hattinda da en yiiksek antiproliferatif
etkiyi goOstermistir. 4 susdan elde edilen EPS’ler kontrole gore anlamli bir
antiproliferatif etki gostermistir (p<0,05). Buna ragmen, suslara gore elde edilen

Olgtimler farklilasmamaktadir (p>0,05).

Elde edilen veriler degerlendirildiginde, her iki kanser hiicre hattinda da suslarin
canlt hiicrelerinin, metabolitlerinin ve EPS’lerinin belirgin bir antiproliferatif etki
gosterdigi belirlenmistir. Iki kanser hiicre hatti karsilastirildiginda en iyi sonuglar,
HT-29 kanser hiicre hattindan elde edilmistir. Suslara ait canli hiicreler, metabolitler
ve EPS’ler antiproliferatif aktivitelerine gore kiyaslandiginda ise, en iyi aktivitenin

canlt hiicrelere ait oldugu tespit edilmistir.
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Resim 4.4. WST-1 kiti ile mikroplaklarda bulunan kanser hiicrelerinde canliligin

tespiti A) Kontrol grubu (Kit muamelesinden dnce kanser hiicresi) B) Kit
ile muamele edilmis kontrol grubunda canlilig1 gosteren renk degisimi
C) Kit ile muamele edilmis deney grubunda (EPS) canliligi gosteren
renk degisimi
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Sekil 4.3. Dort farkli susun EPS’lerinin Caco-2 ve HT-29 hiicre hatt1 tizerindeki
antiproliferatif etkisi
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4.5. Laktik Asit Bakterilerinin Genotoksik Ve Antigenotoksik Etkisi

Calismamizda Lactobacillus cinsine ait 6 bakterinin canli hiicre ve metabolitlerinin
insan lenfositleri tzerinde olas1 genotoksik ve H,0, tarafindan olusturulan oksidatif
DNA hasarin1 6nleyici antigenotoksik etkileri comet yontemiyle incelenmistir. Bu

caligmalar sonucu elde edilen veriler Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Laktik asit bakterilerinin insan lenfositleri Gzerindeki genotoksik etkisi

Muamele Kuyruk Kuyruk Kuyruk
uzunlugu  momenti yogunlugu
(Hm) (%0)
Negatif kontrol* 279+18 0,0+0,0 0,0+0,0
Pozitif kontrol? 582+1,6 143 +05  426%19
LB63 canli hiicresi 298+16 0,2+0,0 0,1+0,0
GD2 canli hiicresi 31,4+0,8 0,1+0,0 0,1+0,0
E9 canli hiicresi 27,1+0,9 0,1+0,0 0,1+0,0
LBS8 canli hiicresi 286+14 0,2+0,0 0,1+0,0
GDI11 canli hiicresi 28,3+ 1,3 0,1+0,0 0,1+0,0
LB16 canli hiicresi 27,8+1,2 0,2+0,0 0,1+0,0
LB63 metaboliti 278+16 0,2%0,0 0,1£0,0
GD2 metaboliti 304+11 0,2£0,0 0,1+0,0
E9 metaboliti 29,1+09 0,1+0,0 0,1+0,0
LB8 metaboliti 266+14 0,2%0,0 0,1£0,0
GD11 metaboliti 282+11 01+£0,0 0,1+0,0
LB16 metaboliti 288+16 0,2+0,0 0,1+0,0

! Negatif kontrol, D-PBS ve lenfosit icerir. H,O,, canli hiicre ve metabolit ile muamele yapilmamustir.
2 Pozitif kontrol, D-PBS, lenfosit ve 50 uM H,0 igerir. H,O, uygulanarak, genetik hasar yaratilmaya

calisilmustir.
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Canli hiicre ve metabolitlerin genotoksik etkisi incelendiginde, suslarin herhangi bir
DNA hasarina neden olmadiklar1 belirlenmistir. HyO, muamelesi sonucu olusan
hasarli lenfositlerde kuyruk yogunlugu % 42,6 + 1,9 iken, sadece canli hiicre veya

metabolitler ile muamele edilmis lenfositlerde % 0,1 & 0,0 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. Laktik asit bakterilerinin H,0, ile muamele edilmis insan lenfositleri
Uzerindeki antigenotoksik etkisi

Muamele Kuyruk Kuyruk Kuyruk
uzunlugu  momenti yogunlugu
(Hm) (%)
Negatif kontrol* 279+18 0,0+0,0 0,0£0,0
Pozitif kontrol? 582+16 14,3 +05 426+19
LB63 canli hiicresi + H,0, 298+11 7,3+0,7 22,2+0,9
GD2 canli hiicresi + H,O, 31,1+1,7 76105 23,0+0,7
E9 canli hiicresi + H,0, 33516 8,2+0,6 247+1,1
LB8 canli hiicresi + H,0, 359+15 8,8+0,9 26,4+0,7
GD11 canli hiicresi + H,0, 368+1,4 9,1+0,8 27,2+0,8
LB16 canli hiicresi + H,0, 396+1,2 9,7+0,6 29,8+0,6
E9 metaboliti + H,0, 43,3+0,9 106+05 31,9+0,5
GD11 metaboliti +H,0, 445+11 10905 32,8+0,7
GD2 metaboliti + H,0, 46,2+08 11,3+x04 34,1+0,7
LB63 metaboliti + H,0, 474+12 115+0,7 349+0,9
LB8 metaboliti + H,O, 49,1+15 119+0,8 36,2+0,8
LB16 metaboliti + H,0, 512+14 124+0,6 37,9+0,6

! Negatif kontrol, D-PBS ve lenfosit icerir. H,O,, canli hiicre ve metabolit ile muamele yapilmamustir.
2 Pozitif kontrol, D-PBS, lenfosit ve 50 uM H,0O, icerir. H,0, uygulanarak, genetik hasar yaratilmaya

calisilmustir.
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Negatif kontrol

Poatif Kontrol Canh Hii c.re+I-I: E}2 MetahuliHHz (}2
H202 (50 pM)

Resim 4.5. Laktik asit bakterilerinin H,O; ile muamele edilmis insan lenfosit
hiicrelerine kars1 gosterdigi genetik hasar1 onleyici etkisinin kuyruk
yogunluguna gore belirlenmesi

Insan lenfosit hiicrelerinin H,O, ajami ile muamelesinden 6nce suslarin canli hiicre
veya metabolitleri ortama verilerek, bu maddelerin DNA’y1 koruma etkisine
bakilmistir. Comet yonteminde kullanilan negatif kontrolde, hasarsiz lenfosit
hicreleri yuvarlak, kenarlar1 daha az yogun olmak iizere ortasi parlak bir 151k
gorunumine (cekirdek) sahiptir. Bu hicrelerin  gorinimi  kuyruksuz olarak
degerlendirilir. H,O, ile muamele edilen lenfosit hiicrelerinin bulundugu pozitif
kontrolde, normalde diizgiin kenarli olan goriintii DNA kiriklarinin ¢ekirdek disina

gbcliniin de baslamasit nedeniyle diizensiz kenarli bir gorinim kazanmis ve
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lenfositler kuyruklu yildiz seklini almiglardir. Hasarin siddetine gore merkezden
kenara dogru uzama olur. Bu kuyruk uzunlugu hasar ile dogrudan iliskilidir. Ayrica
kuyruktaki floresan yogunlugu da hasarin derecesi ile paralellik gosterir. H,O,’in
disinda bakteri canl hiicresi veya metabolitlerin uygulandig1r deney gruplarinda ise
sadece diizensiz bir kenar olusumu mevcut olup, pozitif kontroldeki lenfositler gibi
bir kuyruk olusumu yoktur (Resim 4.5). Cizelge 4.3’deki kuyruk yogunlugu
verilerine gore, en iyi sonucu LB63 susunun canli hiicresi (% 22,2 = 0,9) ve E9
susunun metaboliti (% 31,9 £ 0,5) gdstermistir. Canli hiicre ve metabolitlerin hasarli
lenfositlerin kuyrugundaki DNA yogunlugunda ve kuyruk uzunlugunda azalmaya
neden oldugu goriilmiistiir. Yani suslarin canli hiicre ve metabolitleri H,O,’in

indiikledigi oksidatif DNA hasarini énemli oranda azaltmiglardir (p<0,05).

Negatif Kontrol grubunda hasarsiz DNA’lar gorinmekte iken, H,O, uygulamasi
sonucu hasarli DNA’larin olustugu goriilmektedir. H,O7’in indiikledigi oksidatif
DNA hasari pozitif kontrol grubunda % 42,6 = 1,9 olarak tespit edilmistir. Bu hasari
LB63 susunun canli hiicresi (% 48,2 + 2,0 inhibisyon), GD2 susunun canli hiicresi
(% 46,1 + 2,3 inhibisyon), E9 susunun canli hiicresi (% 42,1 + 1,9 inhibisyon) ve
GD11 susunun canli hiicresi ise (% 36,3 £ 2,1 inhibisyon) oraninda inhibe etmistir.
H.02’in neden oldugu genotoksisitenin inhibisyonunda, canli hiicrelere gore
metabolitler daha az etkili olmustur. Olusan hasari, LB63 susunun metaboliti (% 18,1
* 2,3 inhibisyon), GD2 susunun metaboliti (% 20,2 + 2,0 inhibisyon), E9 susunun
metaboliti (% 25,4 = 1,9 inhibisyon) ve GD11 susunun metaboliti ise (% 23,2 + 2,2
inhibisyon) oraninda inhibe etmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. H,O;’in indiikledigi DNA hasarina bagli olusan genotoksisitenin
canl1 hiicre ve metabolitler tarafindan inhibisyonu

4.6. EPS’lerin Genotoksik Ve Antigenotoksik Etkisi

Calismamizda L. rhamnosus GD11, L. rhamnosus E9, L. plantarum GD2 ve L.
brevis LB63 bakterilerine ait EPS’lerin, insan lenfositleri {izerinde olas1 genotoksik
ve H,0; tarafindan olusturulan oksidatif DNA hasarin1 Onleyici antigenotoksik
etkileri comet yontemiyle incelenmistir. Caligmalar sonucu elde edilen veriler

Cizelge 4.4’de verilmistir.
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Cizelge 4.4. Dort farkli susdan elde edilen EPS’lerin insan lenfosit hicreleri
Uzerindeki genotoksik ve antigenotoksik etkisi

Uygulama Muamele Kuyruk Kuyruk Kuyruk
uzunlugu momenti yogunlugu
(Lm) (%)
Negatif kontrol* 279+18 0,0£0,0 0,0£0,0
GD11 26,3+1,7 0,2+0,0 0,1+0,0
Genotoksisite E9 30,6 +1,2 0,1+0,0 0,1+0,0
GD2 27,307 0,2+0,0 0,1+0,0
LB63 28,6+1,3 0,2+0,0 0,1+0,0
Negatif kontrol* 279+18 0,0+0,0 0,0+0,0
Pozitif kontrol? 58,2+1,6 143+0,5 426+19
Antigenotoksisite
GD11 + H,0, 338+11 8,2+04 25,1+0,9
E9 + H,0, 34,6 +0,7 8,4+08 258+0,6
GD2 + H,0, 38,717 9,4+0,6 29,0+13
LB63 + H,0, 428+13 10,4+0,9 31,1+1.2

! Negatif kontrol, D-PBS ve lenfosit icerir. H,0, ve EPS ile muamele yapilmamustir.
2 Pozitif kontrol, D-PBS, lenfosit ve 50 uM H,0O; icerir. H,0, uygulanarak, genetik hasar yaratilmaya

calisilmustir.

EPS’lerin genotoksik etkisi incelendiginde herhangi bir DNA hasarina neden
olmadiklart belirlenmistir. H,O, muamelesi sonucu olusan hasarli lenfositlerde
kuyruk yogunlugu % 42,6 £ 1,9 iken, sadece EPS’ler ile muamele edilmis
lenfositlerde % 0,1 + 0,0 olarak tespit edilmistir.
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Negatif kontrol

Pozitif Kontrol EPS+H:0:
Hz20:2 (50 pM)

Resim 4.6. Dort farkli susdan elde edilen EPS’lerin H,O; ile muamele edilmis insan
lenfosit hiicrelerine kars1 gosterdigi genetik hasar1 6nleyici etkisinin
kuyruk yogunluguna gore belirlenmesi

EPS’lerin H,O, ile muamele edilmis insan lenfosit hiicrelerine karsi gosterdigi
antigenotoksik etkisi comet yontemiyle incelenmistir. Herhangi bir H,O, uygulamasi
yapilmamis lenfosit hiicrelerinin bulundugu negatif kontrolde, hasarsiz DNA’lar spot
seklinde bir goriinlime sahiptir. H,O, ile muamele edilen lenfosit hiicrelerinin
bulundugu pozitif kontrolde, DNA fragmanlar1 kuyruklu yildiz goriiniimiindedir.
EPS’ler ve H,0, ile inkilibe edilen lenfositler ise, dlizensiz kenarlara sahiptir ve

pozitif kontroldeki lenfositler gibi kuyruk olusumu yoktur (Resim 4.6).
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EPS’lerin hasarli lenfositlerin kuyrugundaki DNA yogunlugunda ve Kkuyruk
uzunlugunda azalmaya neden oldugu saptanmistir. Yani EPS’ler oksidatif DNA

hasarini 6nemli oranda azaltmiglardir (p<0,05).

H20,’in indiikledigi oksidatif DNA hasar1 kontrol grubunda % 42,6 + 1,9 olarak
tespit edilmistir. Bu hasar1 LB63 susunun EPS’si (% 27,1 £ 2,7 inhibisyon), GD2
susunun EPS’si (% 32,2 = 2,1 inhibisyon), E9 susunun EPS’si (% 39,1 £ 2,5
inhibisyon) ve GD11 susunun EPS’si ise (% 41,3 = 2,0 inhibisyon) oraninda inhibe
etmigtir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. H,0O;’in indiikledigi DNA hasarina bagli olusan genotoksisitenin

EPS’ler tarafindan inhibisyonu
Suslara ait canli hiicrelerin, metabolitlerin ve EPS’lerin insan lenfosit hiicreleri
lizerine olas1 genotoksik etkileri arastirilmis ve {i¢ uygulamanin da herhangi bir DNA
hasarina neden olmadiklar1 tespit edilmistir. H,O,’in indiikledigi oksidatif DNA
hasarii suslarin canli hiicrelerinin, metabolitlerinin ve EPS’lerinin inhibe ettigi
tespit edilmistir. Uygulamalarda belirgin bir antigenotoksik etki belirlenmis olmakla

beraber, en iyi antigenotoksik etkiyi suglarin canli hiicreleri gostermistir.



75

4.7. Laktik Asit Bakterilerinin Antiinflamatuvar Etkisi

Calismada HT-29 ve Caco-2 hicrelerinde TNF-o uygulamasi ile (10 ng/mL)
inflamasyon ortami yaratilarak, hiicreler tarafindan IL-8 sitokininin salgilanmasi
saglanmistir. IL-10 igin ise TNF-a ile uyarilma yapilmadan sitokin seviyeleri
Ol¢iilmiistiir. Lactobacillus cinsine ait bakterilerin canli hiicrelerinden ~8,4-8,6 log
cfu/mL dozunda eklenmis ve her iki kanser hiicre hattinda tim suslarin IL-8
seviyesini diisiirdiigli, IL-10 seviyesini ise arttirdig1 gozlenmistir. Kullanilan
kalturlerin metabolitleri de IL-8 seviyesinde diisiisii saglarken, IL-10 seviyesinde
artig1 saglamistir. Kontrol grubu olarak metabolit ile muamele edilmemis hiicreler,
TNF-o uyarimi olmayan ve bakteri canli hiicresi uygulanmamis hiicreler
kullanilmistir. Ayrica suglarin tek baglarina hiicrelerle birlikte kiiltiir edildiklerinde
hiicrelerde inflamatuvar yaniti uyarmadigi belirlenmistir. Uygulamada kullanilan
ELISA kitinin ¢alisma prensibi, streptavidin ve biyotin arasindaki kuvvetli baglanma
Ozelligine dayanir. Bu yontemde primer antikora baglanan, biyotin ile isaretlenmis
ikinci antikor kullanilir. Horse radish peroksidaz isaretli streptavidin, biyotinle
isaretli  ikinci  antikora  baglanir.  Kromojen/substrat  solisyonu  olarak
tetrametilbenzidin kullanilir ve dokudaki antijen/antikor/enzim kompleksi etrafinda
mavi renk reaksiyonu olusur. Durdurma soliisyonun eklenmesiyle mavi renk sariya
doniigiir. Ortama salinan 1L-8 veya IL-10 miktarina bagl olarak sar1 rengin tonu da

degigmektir (Resim 4.7).

Resim 4.7. HT-29 ve Caco-2 hiicre hatlarinda IL-8 veya IL-10 antijeni ile
antikorunun etkilesimi sonucu meydana gelen renk degisimi
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TNF-o uyarimi olmayan HT-29 hicresinde IL-8 seviyesi 76,1 = 5,4 pg/mL olarak
tespit edilmistir. TNF-a ile uyarilan HT-29 hicrelerinde 557,3 + 8,1 pg/mL olarak
tespit edilen IL-8 seviyesi, en fazla LB63 susunun canli hiicresi ile 302,2 + 6,2
pg/mL’ye baskilanmistir. GD2 susu ve E9 susunun canli hiicreleri ile baskilanma,
birbirine yakin orandadir. IL-8 salinimina metabolitlerin etkisi incelendiginde, en iyi
baskilanmayr E9 susunun metaboliti (445,0 £ 6,2 pg/mL) gostermistir. Diger iki

susun IL- 8 seviyesini baskilamada birbirine yakin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Suslarin canli hiicre ve metabolitlerinin TNF-a ile uyarilmigs HT-29
hiicrelerinde IL-8 salinimina olan etkisi

Caco-2 hicrelerinden salgilanan IL-8 miktari, HT-29 hicrelerine gére daha diisiik
bulunmustur. TNF-a uyarimi olmayan Caco-2 hiicresinde IL-8 salinimi 53,0 + 5,3
pg/mL olarak bulunmustur. TNF-o ile uyarilmis Caco-2 hiicrelerinde IL-8
salmmmimin 450,0 £ 8,5 pg/mL’ye kadar arttigi tespit edilmistir. Calismada en iyi
sonug, LB63 susunun canli hiicrelerinden (280,2 + 7,2 pg/mL) elde edilmistir. IL-8
seviyesinin baskilanmasinda GD2 susu ile E9 susunun canli hiicreleri ise, yakin
sonuglar vermistir. HT-29 hiicrelerinde oldugu gibi Caco-2 hucrelerinde de
metabolitler, IL-8 salinimini baskilamakta canli hiicrelere gore daha az etkili
olmustur. IL-8 seviyesinin baskilanmasinda E9 susunun metaboliti (369,1 + 7,7

pg/mL) en iyi sonucu vermistir. Diger iki susun IL-8 seviyesini baskilamada,
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birbirine yakin oranlarda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7). IL-8 salimiminin
baskilanmasina suslarin etkisi istatistiksel olarak incelendiginde, kontrol grubuna
gore IL-8 seviyesinde anlamli bir distisin oldugu gorilmistiir (p<0,05). Buna

ragmen suslar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 4.7. Suslarin canli hiicre ve metabolitlerinin TNF-a ile uyarilmig Caco-2
hlcrelerinde IL-8 salinimina olan etkisi

HT-29 ve Caco-2 hiicre hatlarinda antiinflamatuvar etkisi olan IL-10 sitokin
seviyelerine laktik asit bakterilerinin etkisi arastirilmistir. TNF-o uyarimi olmayan
HT-29 hucresinde IL-10 salimmi 49,3 + 1,5 pg/mL olarak bulunmustur. HT-29
hlcresinde, 1L-10 seviyesini en fazla LB63 susunun canli hiicreleri 854 + 2,1
pg/mL’ye ¢ikartmistir. GD2 susu ile E9 susunun canli hiicreleri ise, IL-10
seviyesinin artisina yakin oranlarda etki etmistir. IL-10 seviyesine metabolitlerin
etkisi incelendiginde ise en iyi sonug, E9 susunun metabolitinden (67,2 + 1,8 pg/mL)
elde edilmistir. Diger iki susun canli hiicreleri gibi metabolitleri de birbirine yakin

sonuglar vermistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Suslarin canli hiicre ve metabolitlerinin HT-29 hucrelerinde 1L-10
salinimina olan etkisi

Caco-2 hiicre hattindan salinan IL-10 sitokin seviyesinin, HT-29 hiicre hattina gore
daha az oldugu tespit edilmistir. TNF-a uyarimi olmayan Caco-2 hucresinde 1L-10
salmmi 35,6 = 1,7 pg/mL olarak bulunmustur. Calismada en iyi sonug, LB63
susunun canli hiicrelerinden (56 + 1,4 pg/mL) elde edilmistir. GD2 susu ile E9
susunun canli hiicrelerinden elde edilen sonuglar ise, birbirine yakindir. HT-29
hiicrelerinde oldugu gibi Caco-2 hiicrelerinde de metabolitler, IL-10 salinimini
arttirmakta canli hiicrelere gOre daha az etkili olmustur. LB63 susu ile GD2 susunun
metabolitleri IL-10 salinimimin artigina yakin oranlarda etki ederken, E9 susunun
metaboliti ise, IL-10 seviyesini 44 + 1,4 pg/mL’ye yiikseltmistir (Sekil 4.9). Suslarin
IL-10 salimimina etkisi istatistiksel anlamda incelendiginde, kontrol grubuna gore IL-
10 seviyesinde anlamli bir artisin oldugu goriilmistiir (p<0,05). Diger yandan suslar

arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 4.9. Suslarin canli hiicre ve metabolitlerinin Caco-2 hiicrelerinde IL-10
saliimina olan etkisi

4.8. EPS’lerin Antiinflamatuvar Etkisi

Calismada TNF-a uygulamasi ile (10 ng/mL) HT-29 ve Caco-2 hicrelerinde
inflamasyon ortami yaratilarak, hiicreler tarafindan IL-8 sitokininin salinmasi
saglanmistir. Lactobacillus cinsine ait bakterilerin liyofilize EPS’leri steril su ile 800
ug/mL  konsantrasyonunda eklenmis ve IL-8 seviyesinde diisiisiin  oldugu
gozlenmistir. IL-10 igin ise, TNF-o ile uyarilma yapilmadan sitokin seviyesi
Ol¢iilmiis ve IL-10 seviyesinde artisin oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu olarak
TNF-o uyarimi olmayan ve EPS uygulanmamis hiicreler kullanilmistir. Ayrica
EPS’lerin tek baslarina hiicrelerle birlikte kiltir edildiklerinde, hiicrelerde herhangi

bir inflamatuvar yanit olusturmadiklar tespit edilmistir.

TNF-a ile uyarilmayan HT-29 hicresinde IL-8 seviyesi 73,1 + 8,3 pg/mL olarak
tespit edilmistir. TNF-a ile uyarilan HT-29 hcrelerinde 530,6 + 10,8 pg/mL olarak
tespit edilen IL-8 seviyesi, en fazla E9 susunun EPS’si ile 372,1 + 9,7 pg/mL'ye
baskilanmistir. GD11 susunun EPS’si E9 susu ile yakin sonu¢ vermistir. GD2 susu
ve LB63 suslarinin EPS’leri ise, IL-8 seviyesinin baskilanmasinda diger iki susa gore

daha az etkili olmakla beraber, yakin sonuglar vermistir (Sekil 4.10).



80

OHT-29
600 - BTNF-a
OTNF-a+LB63
OTNF-a+GD2
500 - OTNF-o+E9
OTNF-0+GDI11
. 400 - —F- -
- R == ]
2
& 300
R
®
= 200
100
0
9 a o N
& & & s
& & x
‘él < é’g
Suslar

Sekil 4.10. Dort farkli susdan elde edilen EPS’lerin TNF-a ile uyarilmig HT-29
hucrelerinde IL-8 salinimina olan etkisi

TNF-a ile indiiklenmeyen Caco-2 hicresinde IL-8 salinim1 55,5 + 8,1 pg/mL olarak
bulunmustur. TNF-a ile indiiklenen Caco-2 hiicrelerinde IL-8 salinimimin 448,1 +
10,0 pg/mL’ye kadar yiikseldigi goriilmiistiir. Caco-2 hicresinden salinan IL-8
seviyesinin baskilanmasinda en iyi sonucu, GDI11 susunun EPS’si (330,0 = 8,5
pg/mL) gostermistir. E9 susunun EPS’si ise, GD11 susu ile yakin sonug¢ vermistir.
IL-8 seviyesinin baskilanmasinda GD2 susu ile LB63 suslarinin EPS’leri ise, yakin
oranlarda sonug¢ vermekle beraber, diger iki susa gore daha az etkilidir (Sekil 4.11).
IL-8 salinimina 4 susun EPS’sinin etkisi istatistiksel olarak incelendiginde, kontrol
grubuna gore IL-8 seviyesinde anlamli bir disiisiin oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
Buna ragmen suslarin EPS’leri arasinda, I1L-8 seviyesinin distiriilmesi bakimindan

anlaml1 bir fark bulunmamustir (p>0,05).
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Sekil 4.11. Dort farkli susdan elde edilen EPS’lerin TNF-a ile uyarilmis Caco-2
hicrelerinde IL-8 salinimina olan etkisi
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Antiinflamatuvar bir sitokin olan IL-10’un HT-29 ve Caco-2 hiicre hatlarindan

salimimina EPS’lerin etkisi arastirilmistir. TNF-o uyarimi1 olmayan HT-29 hiicresinde

IL-10 salinim1 48,1 + 2,4 pg/mL olarak bulunmustur. HT-29 huicresinden salinan IL-

10 seviyesini en fazla GD11 susunun EPS’si 71,1 £ 2,5 pg/mL’ye yiikseltmistir. E9

susunun EPS’si GD11 susu ile yakin oranlarda IL-10 seviyesine etki etmistir. GD2

susu ile LB63 suslarinin EPS’leri ise, IL-10 seviyesini arttirmada diger iki susa gore

daha az etkili olmustur (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Dort farkli susdan elde edilen EPS’lerin HT-29 hiicrelerinde IL-10
salinimina olan etkisi

TNF-o uyarimi olmayan Caco-2 hiicresinde IL-10 salimimi 35,0 + 2,3 pg/mL olarak
bulunmustur. Mevcut IL-10 seviyesini en fazla GD11 susunun EPS’si 48,1 = 3,2
pg/mL’ye yiikseltmistir. E9 susunun EPS’si GD11 susu ile yakin sonug verirken,
diger iki sus IL-10 artisinda daha az etkili olmustur (Sekil 4.13). EPS’lerin IL-10
salmmmina etkisi istatistiksel olarak incelendiginde, kontrol grubuna goére IL-10
seviyesinde anlamli bir artisin oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Ancak suslarin EPS’leri
arasinda IL-10 seviyesinin arttirilmasi bakimindan anlamli bir fark bulunmamigtir

(p>0,05).
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Sekil 4.13. Dort farkli susdan elde edilen EPS’lerin Caco-2 hicrelerinde 1L-10
salinimina olan etkisi

Suslarla yapilan immiinolojik ¢alismalardan elde edilen veriler degerlendirildiginde,
her iki kanser hiicre hattinda da suslarin canli hiicrelerinin, metabolitlerinin ve
EPS’lerinin belirgin bir antiinflamatuvar etki gosterdigi tespit edilmistir. Iki kanser
hiicre hatt1 karsilastirildiginda en iyi sonuglar, HT-29 kanser hiicre hattindan elde
edilmistir. Suslara ait canli hiicreler, metabolitler ve EPS’ler antiinflamatuvar
aktivitelerine gore kiyaslandiginda ise, en iyi aktivitenin canli hiicrelere ait oldugu
tespit edilmistir. Yani canli hiicreler, her iki kanser hiicre hattindan salinan IL-8
seviyesini baskilamada ve IL-10 salimimin arttirmada metabolitler ve EPS’lerden
daha etkilidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Gastrointestinal sistem (GIS) gidalarin sindirilerek, bilesenlerin absorbe edildigi,
posa kisimlarinin digki olarak atildigi bir organ sistemi olmasinin yani sira, bastan
sona lenfoid doku o&zelliginde olan mukozasi ile miikemmel bir bagisik sistem
organidir [Rahman ve ark., 2007]. GIS mikroflorasi, viicudun dis1 ile ici arasinda bir
kopri islevi gormektedir [Palmer ve ark., 2007]. Normal mikroflora organizmayi,
gidalar ile alinan patojen bakterilerden ve antijenlerinden bagirsak epitel hiicrelerinde
olusturduklar1 bariyer ile korumaktadir. GIS mikroflorasi antijenler, patojenler,
oksidatif stres, radyasyon vb. faktorlerle bozuldugunda mikrofloranin olusturdugu
bariyer fonksiyon ortadan kalkmaktadir [Limdi ve Mclaughlin, 2006; Saito, 2004].
Ozellikle kolon kanseri ve (lseratif kolit gibi inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin
olusmasinda yanlis beslenme aligkanliklarinin ve buna bagl olarak bagirsak flora
dengesinin bozulmasimin énemli rolii oldugu diisiiniilmektedir [Sheil ve ark., 2007;
Sartor, 2004; Wollowski ve ark., 2001]. Kanser, hiicrelerin bir sekilde kontrolsiiz
cogalmasi, invaziv nitelik kazanmasi ve metastaz yapmasi ile karakterize ldiiriicti
bir hiicre hastaligidir [Komaki ve ark., 2012]. Kanserin tedavisinde basarili bir ilag
tedavisi igin gereksinimler heniiz tam anlami ile anlasilmis degildir. Cunk, kanserli
ve normal hiicreler arasindaki farkliliklar c¢ok kiigiiktiir. Yan etkilerden arinmis
faydali bir ila¢ heniiz bulunamamustir. Hizla boéliinen normal vicut hicreleri
(gastrointestinal kanal hiicreleri, immiin defans sistemi i¢inde yer alan kemik iligi
hiicreleri) de kullanilan antineoplastik ajanlarla tahrip edilmektedirler. Bu da
kemoterapinin yan etkilerini olusturmaktadir. Bunlar arasinda, bulanti, sa¢ kaybu,
enfeksiyonlara artmis duyarlilik da sayilabilir. Giiniimiiziin antineoplastik ajanlari,
bir kag1 haricinde tedavi edici degil, hafifletici olarak rol oynamaktadir [Di Leva ve
ark., 2012]. Antikanser terapisi i¢in kullanilan bir¢ok ajan bitkilerden tirevlenir [Tan
ve ark., 2011]. Epidemiyolojik c¢alismalar bitkilerle yapilan tedavilerin yani sira,
yiiksek miktarda probiyotik aliminin insanlarda diisiik kanser prevalansi ile iligkili
oldugunu gostermektedir. Karsinojen inaktivasyonu, antiproliferasyon, hcre
dongiisiiniin askiya alinmasi, apoptozis ve farklilasmanin indiiksiyonu, anjiyogenezin
baskilanmasi, antioksidasyon ve coklu ilag direncinin azaltilmasi ya da tiim bu

mekanizmalarin kombinasyonu probiyotiklerin kansere karsi etki mekanizmalarini
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olusturur [Liu ve ark., 2013]. Mevcut kanser ilaglarinin diginda, cerrahi tedavi ve
radyoterapinin yan etkilerinin bulunmasi ve basari sansinin nispeten diisiik olmasi
sebebiyle, altenatif uygulamalara olan ihtiya¢ artmistir. Bu nedenle g¢alismamiz,
kanserle tedavide bir alternatif olan probiyotik mikroorganizmalarin GIS’de
immunolojik olarak bozulan dengeyi yeniden kurmadaki, kanser hicrelerinin
proliferasyonunu ve mutajen ajanlarin genotoksisitesini inhibe etmedeki rolinin

anlasilmasina yoneliktir.

Insan GIS mikroflorasi bazi probiyotik &zellikteki bakteriler de dahil olmak iizere
farkl tlirlerdeki bir¢ok mikroorganizmay: biinyesinde bulundurmaktadir [Duary ve
ark., 2012]. Probiyotik bakteriler, Diinya Saglk Orgiitii (WHO) tarafindan “yeterli
miktarda verildiginde konak iizerinde olumlu etki birakan canli mikroorganizmalar ”

olarak tanimlanmistir [FAO/WHO, 2001].

Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin en Onemlileri laktobasiller ve
bifidobakterilerdir [Collado ve ark., 2008; Kirjavainen ve ark., 1998]. Probiyotiklerin
insan kaynakli olmasi, bu mikroorganizmalarin, ortama daha kolay adapte olmalari
ve konak ile diger muhtemel iligkilerini en iyi sekilde gergeklestirmeleri acisindan
onemlidir [Fuller, 1989]. Bu diisiinceden yola ¢ikarak ¢alismamizda, Gazi
Universitesi Fen Fakiltesi Biyoloji Bolimii Biyoteknoloji Laboratuvar Kiiltiir
Koleksiyonu’nda bulunan, insan (bebek gaitasi) kaynakli bakteri kiiltiirlerinden,
daha once yapilan c¢aligmalarda probiyotik 6zellikleriyle 6ne ¢ikmis Lactobacillus
cinsine ait 6 sus kullanilmistir. Kullandigimiz bu suslarin probiyotik olmasi ve
intestinal sistemde bulunmasi sebebiyle, calismamizda kolon kanser hiicre hatlar
kullanilmistir. /n vivo ¢alismalar ¢ok zor oldugu igin bu galismalarda genellikle insan
bagirsak hiicresi benzeri HT-29 ve Caco-2 hiicre hatti kullanilmaktadir [Huang ve
Adams, 2003]. Calismamizda suslarin canli hiicrelerinin, metabolitlerinin ve
EPS’lerinin her iki kanser hiicre hattinda da etkili oldugu tespit edilmistir. Literatlr
arastirmalarinda, laktik asit bakterilerinin canli hiicrelerinin, kiiltiir edilmis kanser
hiicrelerinin gelisimini inhibe ettigi rapor edilmistir [Wollowski ve ark., 2001].
Calismalar genellikle laktik asit bakterilerinin kanser hiicrelerinin canliligin

azaltmasi ve timor biiylkliglinii dislirmesi tizerine odaklanmistir. Tuo ve
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arkadaglar1 (2010), HT-29 kolon kanser hiicre hattinda 1s1 ile oldiriilmiis
Lactobacillus coryniformis subsp. torquens T3L ve L. rhamnosus SB31L suslarinin
68 saat inkiibasyon sonrasinda, sirasiyla % 30 ve % 19 oraninda etkili oldugunu
bildirmislerdir. L. fermentum RM28 susunun Caco-2 hiicreleri iizerinde canli hiicre
formu kullanilarak hiicre canliliginin azalmasi arastirilmis ve 24 saat inkubasyondan
sonra, canlt hiicrelerin % 29 oraninda oliime sebebiyet verdigi bildirilmistir
[Thirabunyanon ve ark., 2009]. Buradan yola ¢ikarak ¢alismada canli bakterilerin
kanser hucreleri Uzerindeki antiproliferatif etkisi arastirilmistir. Suslarin canli
hicrelerinin kanser hiicreleri Gzerindeki antiproliferatif etkisi WST-1 Kkiti ile
arastirilmis ve Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de 6lii hiicre yilizdesi verilmistir. Sonuglara gore
LB63 susunun canli hiicreleri HT-29 hiicrelerinde % 51, Caco-2 hiicrelerinde % 38
oraninda etkin olmustur (p<0,05). GD2 susunun canli hiicreleri ise, HT-29 ve Caco-2

hlcrelerinde sirasiyla % 49 ve % 35 oraninda etkili olmustur (p<0,05).

Arastirmalarda laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen ¢oziinebilir bilesikler olan
metabolitlerin, kiiltiir edilmis kanser hiicrelerinin gelisimini inhibe ettigi rapor
edilmistir [Aso ve Akazan, 1992]. L. fermentum RM28 susunun Caco-2 hiicreleri
Uzerinde, metabolitleri kullanilarak hiicre canliliginin azaltilmasi arastirilmis ve 24
saat inkiibasyondan sonra, metabolitlerin % 22 oraninda sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir [Thirabunyanon ve ark., 2009]. Villarante ve arkadaslar1 (2011),
calismalarinda bakterilerin sekonder metabolitlerinden olan bakteriyosini esas
almiglar ve Pediococcus acidilactici K2a2-3 susunun bakteriyosini ile HT-29
hiicrelerini 96 saat inkiibe etmislerdir. Inkiibasyon sonrasinda HT-29 hiicrelerinde %
55 oraninda oliim tespit etmislerdir. Bakteriler tarafindan iiretilen metabolitlerin
ortama verildigi g6z Onilinde tutuldugunda, antiproliferatif etkide metabolitlerin
muhtemel rolii, bakteri kiiltiirlerinin gelistirildigi hiicre kiiltiirii vasatt HT-29 ve
Caco-2 hiicreleri ile kiltiir edilerek arastirtlmistir (Bkz. Sekil 4.1-2). WST-1 Kkiti ile
yapilan arastirmada, metabolitlerin etkisi canli hiicrelere g0re daha diisiik
bulunmustur. HT-29 hiicre hattinda en yiiksek etkiyi E9 susunun metaboliti % 18 ile
GD11 susunun metaboliti % 17 gosterirken, Caco-2 hiicrelerinde en yuksek etkiyi
yine ayni suslar sirasiyla % 15 ve % 14 oraninda gostermistir (p<0,05). Hong ve

arkadaglar1 (2008), bir probiyotik olan Bacillus subtilis Natto susu ile yaptiklari
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calismada 1s1 ile muamele edilmis metabolitlerin 24 saat sonrasinda HT-29 ve Caco-2
hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkisini sirasiyla % 11 ve % 0 olarak tespit
etmislerdir. Yine ayni calismada, bizim ¢alismamizda da oldugu gibi herhangi bir 1s1
muamelesi yapilmamis metabolitlerin HT-29 ve Caco-2 hiicre hatlar1 Uzerinde % 54
ve % 53 oraninda antiproliferatif etki gosterdigini belirlemislerdir. Hong ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢calisgamanin sonuglari, yontemdeki bazi farkliliklar ve 6zellikle
hiicre sayis1 farki goz Oniine alindiginda, bizim sonuglarimizla paralellik

gOstermektedir.

Yapilan caligmalardan da anlasildigi gibi 1s1 ile muamele edilmis canli hiicreler ve
metabolitlere gore, bizim calismamizda yaptigimiz gibi 1s1 ile muamele edilmemis
canli hiicreler ve metabolitler kanser hucrelerinin proliferasyonunu dnlemede daha
etkilidir. Bu da laktik asit bakterilerinin dogal ortami olan GIS mikroflorasinda,
kanser hiicrelerinin proliferasyonunu Onlemede ©nemli derecede etkili oldugunu
gostermektedir. Bu goriisimiiz bu alanda yapilmis in vivo c¢alismalarla da

desteklenmektedir.

Calismada, kullanilan suslarin EPS iiretme miktarlar1 da dikkate alinmistir.
Probiyotik mikroorganizmalarin ¢ogalmalar1 sirasinda ya da sekonder metabolit
olarak ortama saldiklar1 polisakkarit yapida, yliksek molekiiler agirlikli polimerler
olan EPS’ler gida endiistrisinde kivam arttirici, pihti azaltici olarak kullanilmaktadir
[Kodali ve Sen, 2008; Welman ve Maddox, 2003; Cerning, 1990]. Cesitli
Ozelliklerinin yani1 sira, EPS’lerin antiinflamatuvar, antigenotoksik ve antitimor gibi
probiyotik etkilerde dogrudan ya da dolayli rolleri oldugu bildirilmektedir [Liu ve
ark., 2011; Welman ve Maddox, 2003; Kitazawa ve ark., 1998]. Yapilan literatiir
arastirmalarinda, Lactobacillus, Bifidobacterium spp. gibi farkli probiyotik
bakterilerin EPS uretip Uretmedikleri ile ilgili galismalara rastlanmigtir. Bunlara
ornek olarak Tallon ve arkadaslar1 (2003), misirdan izole ettikleri Lactobacillus
plantarum EP56 susunun EPS iiretimini farkli karbon kaynaklar (glukoz, galaktoz,
sukroz) kullanarak arastirmislar ve en yiiksek EPS Udretimini glukoz karbon
kaynaginda 114,5 mg/L olarak tespit etmislerdir. Audy ve arkadaslar1 (2010), yine

farkli seker kaynaklarinin (glukoz, galaktoz, laktoz, fruktoz) Bifidobacterium longum
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subsp. longum CRC 002 tarafindan ftretilen EPS {iretimini degerlendirmis ve en
yiikksek laktoz kaynaginda 1080 + 120 mg/L olarak tespit etmislerdir. Bizim
calismamizda en yiiksek EPS iiretimi GD11 (200,1 + 4,1 mg/L), E9 (186,2 + 3,2
mg/L), iken diisiik EPS iireten suslar LB8 (59,1 + 2,2 mg/L) ve LB16 (52,4 £ 2,4
mg/L) olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1). Calismamizda EPS iiretiminin suslar
arasinda degistigi gozlenmistir (p<0,05). Bununla birlikte GD11 ve E9 suslarinin
EPS Uretme kapasitelerinin bazi literatiir sonuglarindan yiiksek oldugu goriilmistiir.
Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen EPS’ler kompleks bir biyopolimer karisimidir.
Bu polimerler, mikroorganizma hiicreleri arasindaki bosluklar1 doldurarak
mikrobiyal agregatlarin olusmasini saglamakta ve biyofilm matriksinin yapisini
meydana getirmektedirler [Vu ve ark., 2009]. Probiyotik bakterilerin kolonda basarili
bir sekilde cogalabilmeleri, asidik ortama direnebilmelerine, safra tuzlarini tolere
edebilmelerine ve diger bagirsak bakterileri ile substrat ve nis yarigsinda birinci
gelmelerine baglidir [De Wiele ve ark., 2004]. Bakteriye sagladigi bu avantajlarin
disinda, EPS’lerin antitiimor ve antioksidan gibi probiyotik etkilerde dogrudan ya da
dolayli rolleri oldugu bildirilmektedir [Cerning, 1990]. Bu nedenle c¢alismamizda,
yiiksek EPS iireten suslarin EPS’lerinin HT-29 ve Caco-2 hiicre hatlar1 iizerindeki
antiproliferatif etkisi arastirllmigtir. Buna gére HT-29 hiicre hatt1 iizerinde, GD11
susu (% 35) ve E9 susunun (% 33) yiiksek antiproliferatif etki gosterdigi tespit
edilmistir. Caco-2 hiicrelerinde de E9 susu (% 29) ve GDI11 susu (% 28) 6lii hiicre
orani ile 