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ONSOZz

Bu tez calismamda bakteri temelli kanser terapotik mekanizmalarini inceledim. Bu
calismay1 Tiirk¢e bir sekilde yapmak ve tez calismalarimda ana dilimden farkli bir
dil kullanmak benim i¢in zaman zaman zorlayici olsa da vazgecmeden, pes etmeden
elimden geleni yaptigima inaniyorum. ilk baslarda yabanci oldugum igin oldukga
zorlansam da git gide daha fazla keyif aldigim, ¢okca tecriibe ve bilgi edindigim,
kendimi alanimda gilizel bir sekilde gelistirdigim giizel bir silire¢ oldugunu
disiiniiyorum. Hayatimin bu unutulmaz tecriibesini yasadigim T.C Kiiltiir
Universitesi ailesine bana kattiklar1 tiim giizellikler igin tesekkiirlerimi sunuyorum.
Oncelikle tez konumu secerken isteklerimi goz oniinde bulundurarak bana yardimci
olan, tez ¢alismalarim ve yiiksek lisans egitimim siiresince kendisine ne zaman
danigsam sabirla degerli vakitlerini, degerli fikirlerini ve tecriibelerini benden
esirgemeyen, her asamada yol gosterici olan ve yetismemde ¢ok biiyiik emegi gecen
saygideger danmisman hocam Prof. Dr. Elif Damla ARISAN' a sonsuz sevgi ve

minnetlerimi sunarim.

Ayrica yine tez ¢aligmalarimin basindan sonuna kadar hep yanimda olan, degerli
fikir goriislerini benimle paylasan ve kiymetli zamanlarin1 bana ayiran Saym Prof.
Dr. Nargin Palavan UNSAL, Sayin Prof. Dr. Ajda COKER GURKAN, Sayin Dog .
Dr. Pinar OBAKAN, Sayin Aras . Gor. Pelin OZFILiZ'e ve Saym Aras. Gor. Ozge
BERRAK'a tesekkiirii bir borg bilirim.

Hayatimin en gilizel zamanlarmi birlikte gegirdigim, desteklerini her ihtiyacim
oldugunda benden esirgemeyen ve bu tezin hazirlanmasi sirasinda da her zaman
yanimda olan sevgili arkadaslarima ¢ok tesekkiir ederim. Ayrica hayatimin her
asamasinda yanimda olan benden dualarin1 ve desteklerini hi¢ bir zaman
esirgemeyen, bana verdikleri sevgi dolu destegi her zaman kalbimde hissettigim

sevgili annem ve sevgili babama sonsuz tesekkiir ederim.
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KISALTMALAR ve SEMBOLLER
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Ark. : Arkadagslari
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OZET

Dinyada en o6nde gelen 6lim nedenlerinden biri kanserdir. Butin kanserler
hiicrelerden baslar ve bunun sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve bu
bolunen hicrelerin yine kontrolsiiz yayilmasi gergeklesir. Kolon kanseri tim
diinyada ve Tiirkiye'de kanser vakalari arasinda on siralarda bulundugu kabul
edilmektedir. Kolon kanseri, sindirim sisteminin son kismi olan kalin bagirsakta
gozlenir ve kolon kanserlerinin hemen hepsi, kolon duvarlarindaki iyi huylu

poliplerin zamana bagli olarak kétii huylu poliplere doniisiimiiyle agiga cikar.

Kolon kanserinde de oteki kanser g¢esitlerinde oldugu gibi kimyasal metodlar
terapotik ve onleyici strateji olarak kabul edilebilir. Ancak, probiyotikler de kolon
kanseri hastalarinda yinelemeyi engellemede ve yan etkileri azaltmada bio-
terapotikler olarak kullanilabilmektedir. Kolon kanserine yakalanma riskinin yasa
bagli artis gdstermesine ek olarak, yeme aligkanliklar1 da hastaligin gelisiminde
etkilidir. Beslenme yoluyla alinan probiyotik L. reuteri’nin bagirsakta lrettigi
sekonder metabolitlerin, 6rnegin organik asitlerin, kolon kanseri riskini azaltmada

etkili oldugu gozlenmektedir.

Bu calismada bakteri temelli kanserlerin terapdtik mekanizmalari incelenecektir.
Calismada ilk olarak kanser ve kolon kanseri kavramsal olarak ele alinacaktir. Daha
sonra Lactobacillus suslarinin tanimlamasina, etkilerine ve kanser tedavisindeki
onemine yer verilecektir. Caligmanin arastirma boliimiinde ise yapilan deney

kavramsal ¢ergeve 1s181nda analiz edilecektir.



ABSTRACT

One of the leading causes of death in the world is cancer. All cancers start from the
cells, resulting in uncontrolled division of the cells and the uncontrolled spread of
these dividing cells. Colon cancer is considered to be in the forefront among all
cancer cases in the world and Turkey. Colon cancer is observed in the large intestine,
which is the last part of the digestive system, and almost all of the colon cancers are
revealed by the transformation of benign polyps on the colon walls into malignant

polyps over time.

In colon cancer, as in other types of cancer, chemical methods can be considered as
therapeutic and preventive strategies. However, probiotics can also be used as bio-
therapies in colon cancer patients to prevent recurrence and reduce side effects. In
addition to increasing age-related risk of colon cancer, eating habits are also effective
in the development of the disease. It is observed that the probiotic L. reuteri, which is
taken by nutrition, is effective in reducing the risk of colon cancer by secondary

metabolites produced in the intestine, for example organic acids.

In this study, the therapeutic mechanisms of bacteria-based cancers will be
examined. Cancer and colon cancer will be discussed conceptually. Next, the
definition, effects and importance of Lactobacillus strains in cancer treatment will be
discussed. In the research section of the study, the experiment will be analyzed in the

light of the conceptual framework.
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1. GIRIS

1.1. Kanser

Kanser dinyadaki onde gelen 6lum nedenlerinden biridir. Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) ve diger iilkelerde yapilan arastirmalarda elde edilen istatistiksel
veriler, Oliimlerin biiylik bir oranmmin kansere bagli olarak gerceklestigini
gostermektedir (Ferlay J, Bray F, Pisani P 2002; Siegel, Miller, and Jemal 2019).
Ayrica kansere bagli 6liimlerde kolon kanserlerinin etkili oldugu goriilmektedir.
Kolon ve rektum kanseri, 0zellikle bir¢ok bati iilkesinde olduk¢a kayda deger bir
saglik problemi olarak degerlendirilmektedir (PerSe and Cerar 2012). Turkiye
Istatistik Kurumu (2016) verilerine goére Turkiye'de sindirim sisteminde gériilen
kanser vakalar1 arasinda gastrik ve kolon kanserlerinin 6n siralarda bulundugu kabul

edilmektedir.

Kanserin gelismesine neden olan temel degisiklik kanser hiicrelerinin siirekli,
kontrolsiiz ¢ogalmasidir. Kanser hiicreleri, hiicrenin normal davraniglarini kontrol
eden sinyallere dogru tepkiyi gostermek yerine kontrolsiiz bicimde c¢ogalmayi ve
boliinmeyi siirdiirerek, normal doku ve organlar1 da istila eder ve sonunda tiim
viicuda yayilir. Kanser hiicrelerinin ortak o6zelligi olan ¢ogalmay1 denetleyen
mekanizmalarin ortadan kalkmasi, c¢ok hiicreli sistemlerde biriken anomalilerin
sonucudur. Kanser hiicrelerini normal hiicreden ayiran bir¢ok davranis da bu 6zelligi

yansitir.

Tiim kanserler hiicrelerden baglar. Viicudumuz yuz milyondan fazla hicreye sahiptir
ve kanser, bir hiicrede veya kiicuk bir hiicre grubunda meydana gelen degisikliklerle
baslar (Sekil 1.1). Bir kanserin baslamasi i¢in, bir hiicrenin veya bir hiicre grubunun
genlerinde bazi degisiklikler olur ve bunun sonucunda hcrelerin kontrolsiz
boliinmesi ve bu boliinen hiicrelerin yine kontrolsiiz yayilmasi gergeklesir (Alberts
B, Johnson A, Lewis J 2002). Kanserleri koken aldiklar1 dokulari goz Oniinde

bulundurarak smiflandiracak olursak; losemi ve lenfoma, kan hiicrelerinden;

1



sarkoma, bag ve kas dokulardan; karsinoma, epitel dokulardan kdken alan kanser
tarleridir (Alberts B, Johnson A, Lewis J 2002). Kanserlerin olusumunda pek ¢ok
asama mevcuttur ve her adim kanserlerin gelisimini hizlandirmaktadir (Musa et al.
2004). Kanserlerin olusumu ve gelisimi siirecinde gerceklesen olaylar heniiz tam
olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, bu siiregte baz1 6nemli genlerde olusan ve
kanserli hiicrelere bazi biiyiime avantajlar1 kazandiran mutasyonlarin ¢ogalmasi 6n
plana ¢ikmakta, beslenme aliskanliklar1 da énemli bir yer tutmaktadir (LULEYAP et
al. 2011).

Normal Hiicreler Kanser Hiicreleri ® "‘ o Kanser hiicreleri
.’. —* @ @ normal doku
,‘..\. (® ® igerisinde ¢ogaliyor
h (W P
o9 *© 9 .‘f.; 98
e ®e® 0 S0 Se¥e)
@ ' o0)0e® <@ @
e @®0/e o /..‘_:.o ®/e
o0 e g0 @ L ()
7 e
@

Sekil 1. 1. Kanser Hiicrelerinin Cogalmasi (Alberts ve ark. 2007).

Benzer bir ifadeyle kanser, canliligin en baslica birimi olan hiicrede, hiicre ici ve dis1
ile iletisim kurmasinda gorevli sinyallerin, normal hiicrelerde siirli ve dogru
bolinmeyi kontrol ederken, kanser hiicrelerinde sinirsiz ve yanlis boéliinmeleri
kontrol edememesi olarak tanimlanabilmektedir (Pogribny and Beland 2009). Farkli
hiicre tiirleri farkli isleri yapmakla sorumludur ancak temelde benzer Ozelliklere
sahiptirler. Hepsinde ¢ekirdek denilen bir kontrol merkezi bulunmakta ve ¢ekirdegin
icerisinde uzun deoksiriboniikleik asit (DNA) dizilerinden olusan kromozomlar yer
almaktadir (Musa et al. 2004). Yonetici molekiill olarak DNA, hiicrenin nasil
davranacagini belirleyen kodlanmis mesajlardan olusan binlerce gen icermektedir.
Genin ifadesi olan haberci RNA (mRNA) ve protein hiicrenin kontrol edilmesinde
gorevlidirler ve hiicrenin ne tiir bir hiicre olacagina, ne yapacagina, ne zaman

boliinecegine, ne zaman Slecegine karar verirler (LULEYAP et al. 2011).



Kanser viicutta yer alan herhangi bir hiicrenin anormal c¢ogalmasi sonucu ortaya
cikabildiginden, gerek davranig, gerekse tedaviye cevap yoniinden onemli ol¢iide
degisiklik gbsteren yiizden fazla degisik kanser tiirii mevcuttur. Kanser patolojisinde
en 6nemli konu benign (iyi huylu) ve malign (kétl huylu) timoérleri birbirinden
ayirabilmektir. Hiicrelerin anormal ¢ogalmasi sonucunda ortaya ¢ikan timor benign
ya da malign olabilir (Douglas Hanahan and Weinberg 2011; D Hanahan and
Weinberg 2000).

Deride goriilen basit sigiller gibi benign tiimorler ¢cevredeki dokuya ya da viicudun
uzak bolgelerine yayilmadan olustuklart yerde kalirlar. Buna karsilik malign
timorler hem ¢evredeki normal dokuya, hem de kan ya da lenfatik sistem araciligryla
viicudun diger bolgelerine yayilir (metastaz). Aslinda sadece malign tiimdrler kanser

olarak tanimlanir (Ferlay J, Bray F, Pisani P 2002).

Genellikle genler, hiicrelerin diizenli ve kontrollii bir sekilde ¢cogalmasini saglar ve
viicudun saglikli kalmasi ic¢in yeterli sayida hiicrenin {iretilip iiretilmediginden
sorumludurlar. Bazen hiicre boliinmesinde genlerde mutasyon adi verilen
degisiklikler meydana gelebilir. Bazi mutasyonlarin sonucunda, hiicrenin artik
talimatlar1 anlamadigi, kontrolden ¢ikmaya basladigr durumlar gozlenebilir (Sekil 2)
ve normalden farkli isleyen anormal proteinler iiretilebilir. Belirli genlerdeki
mutasyonlar, bir hicrenin bélinmesini tetikleyen proteinlerin ¢cok fazla ya da
hicrenin bélinmesini durdurabilen proteinlerin ¢ok az Uretilmesine neden olabilir
(Douglas Hanahan and Weinberg 2011). Bu mutasyonlarin sonucunda hastaliklar
veya hastaliklarin gelisimleri gibi kavramlarin tiimiinde genetik bir temelden soz
edilebilir. Son yillarda kanser hastaligi i¢in etkili gen sayis1 421 iken, 6251 gen de
kanser hastaliginda aday genler olarak gosterilmektedir (LULEYAP et al. 2011).



invaziv kanser

Genetik Kanser hiicreleri £

In situ kanser
mutasyona normal doku
sahip hiicre Kanser Hiicreleri icerisinde cogaliyor

Sekil 1. 2. Kanser Hiicrelerinin Gelisimi (Alberts B, Johnson A, Lewis J 2002).

Kanser hiicrelerinde genel olarak bulunan ve onlar1 normal hiicrelerden ayiran bazi
ozellikler yer almaktadir. Kanser hiicreleri; ¢ogalirken (proliferasyonda) dis
sinyallere ihtiya¢ duymazlar ve bunun sonucunda apoptozla ilgili gelen sinyallerden
normal hiicrelere gore daha az etkilenirler. Mutasyon orani oldukg¢a yiiksek ve buna
bagl olarak olduk¢a kararsiz hiicrelerdir. Sinirsiz sayida boliinebilme ozelligine
sahiptirler. Beslenmelerini ve dagilmalarin1 kolaylastirabilmek i¢in anjiyogenezi
(damarlanmay1) indiikleyebilir ve bunun sonucunda metastaz yaparak diger dokulara

dagilabilir ve bu dokularda ¢ogalmaya devam edebilirler (Sekil 1. 2)

Kanseri tehlikeli yapan, bunlarin yayillma ve metastaz yapma ozellikleridir. Benign
timorler genellikle ameliyat ile ¢ikartilabildigi halde, malign tlimoérlerin viicudun
uzak bolgelerine yayilmasi hastaligin tedavisini giiclestirir. Gerek malign, gerekse
benign tiimorler tiiredikleri hiicreye gore smiflandirilir. Kanserlerin ¢ogu {li¢ ana
grupta toplanabilir: karsinomlar, sarkomlar ve 18semi veya lenfomalar. Insan
kanserlerinin  yaklagik %90’m1  olusturan karsinomlar epitel hucrelerinden
kaynaklanan tiimorlerdir. Insanda az goriilen sarkomlar, kas, kemik, kikirdak ve
fibroz doku gibi bag dokusunda gelisen solid tiimorlerdir. Insan kanserlerinin
yaklasik %7’sini olusturan l6semi ve lenfomalar ise sirasiyla kan ya da immdn
sistem hiicrelerinden geligir. Tiimorler ayrica gelistikleri organa ve ilgili hiicrenin

tiirtine gore de simiflandirilir (Cooper and Hausman 2007)



Canli organizmalarda goriilen hiicre c¢ogalmasmnin diizenlenmesi, bazen cesitli
etmenlerle bozulabilmektedir. Organizmanin ihtiyaci olmasa bile herhangi bir
dokuda goriilen kontrol dis1 hiicre boliinmesi hiicrelerin sayisinda anormal bir artisa
neden olabilmektedir ve normal bir hiicrede baz1 genetik degisimlerin etkisiyle siire¢
kanser olusumuna yonelmektedir (Douglas Hanahan and Weinberg 2011; D Hanahan
and Weinberg 2000). Bu kanserli hiicrelerin sekil ve islevleri normal hiicrelerden
farklilik gostermektedir. Sonug¢ olarak, hem yapisal hem de fonksiyonel agidan
normal olmayan bir doku kitlesi ortaya ¢ikmakta ve bu kitle timoér olarak
anilmaktadir. Tiimor alanindaki hiicrelerde asir1 ve kontrolsiiz artis sonrasi yiikselen
besin gereksinimlerini karsilayabilmek i¢in kan ve lenf yoluyla diger dokulara
yayilma baglar (Pogribny and Beland 2009). Buna gore tiimdrler bulunduklart
alanlarda sinirli kalarak biliylime gosteriyorsa yani viicudun diger bolgelerine
dagilmiyorsa iyi huylu (bening); devamli boliinerek biiyiime gosteriyor ve lenf ya da
kan dolagimi1 yoluyla metastaz yaparak viicudun diger bolgelerine dagilma
gosteriyorsa kétu huylu (malign) timorler olarak adlandirilmaktadir (Colotta et al.
2009; Douglas Hanahan and Weinberg 2011).

1.2. Kolon Kanseri

Kolon kanseri, kolon ve rektumu kaplayan epitel tabakasindan koken alan yaygin bir
kanser tarudir (Siegel, Miller, and Jemal 2019). Dunya genelinde her sene 1
milyondan fazla yeni kolorektal kanser (KRK) durumu teshis edilmektedir. KRK
diinyada en sik goriilen Uglincu kanserdir (Terzic ve ark., 2010). KRK 0zellikle
sanayi llkelerinde yaygin olarak goriilen ve kanser dliimlerinde ikinci en biiylik

sebebi olusturan kanser tiiriidiir (Terzi¢ et al. 2010).

Kolon kanseri, sindirim sisteminin son kismi olan kalin bagirsakta (kolon), rektal
kanser ise kolonun son kisimlarinda gozlenir (Sekil 1.3), ikisi birlikte kolorektal
kanser olarak anilir (Ricchi 2003). Cogu kolon kanseri vakasi adenomat6z polip
olarak adlandirilan kiigiik, kanserli olmayan hiicre yiginlar1 olarak baslar ve zamanla

bu poliplerin bazilar1 kolon kanserlerine doniisebilir (Borinstein et al. 2010).
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Sekil 1. 3. Sindirim Sisteminde Kolon Kanserinin Gozlenmesi (Ricchi 2003).

Kolon kanseri tum dunyada énde gelen 6lim nedenlerindendir (Ferlay J, Bray F,
Pisani P 2002). Kolon kanseri (ABD’de) tiim kanser gesitleri i¢erisinde erkeklerde ve
kadinlarda en yaygin goézlenen tgiincii kanser ¢esididir (Siegel, Ward, and Jemal
2012). Sindirim sisteminde kalin bagirsakta meydana gelen kolon kanseri dunyadaki
en ¢ok goriilen kanser tiirlerinden biri olup 6zellikle gelismis tilkelerde ¢ok sayida
Olime neden olabilmektedir (H. et al. 2009) Ancak, son zamanlarda yapilan
calismalar, kolon kanseri erken donemlerde uygun metotlarla tespit edilebilirse,

hastaligin 6nlenebilecegini ortaya ¢ikarmaktadir (Siegel, Miller, and Jemal 2019).

Kolon ve rektum kanserleri (kolorektal kanserler; KRK) bat iilkelerinde ki en yaygin
kanser tiplerindendir ve birlesik devletlerde, her yil, yaklasik 140,000 vaka rapor
edilmektedir (toplam kanser olgularinin yaklasik %10’u). Kolon kanserlerinin ¢ogu
(diger kanser tipleri gibi) kalitilan hastalik degildir, yani ebeveynlerden ¢ocuklarina
direkt olarak aktarilamaz. Bununla birlikte, kolon kanserinin iki kalitsal formu
tanimlanmistir. Her iki sendromda da, kansere yatkinlik geninin kalitilmasi kanser
gelisme olasiligini artirmaktadir. Kolon kanserinin kalitimsal formlarindan biri
(ailesel adenomatoz polipozis) oldukca nadirdir, toplam kolon kanseri olgularinin
%1’inden daha azdir. Kolon kanserinin ikinci kalitimsal formu (kalitsal polipsiz

kolorektal kanser veya HNPCC) daha yaygindir ve biitiin kolon kanseri olgularinin



%15’ini olusturmaktadir (Cooper and Hausman 2007). Primer kolorektal kanserlerin
%095’ini adenokarsinomlar olusturur. Kolon kanserlerinin yaklasik %30’u rektumda
% 25’1 sigmoidde %5-10’u inen kolonda %10-15’1 transvers kolonda, ¢ikan kolon-
cekumda da %25°1 yerlesir. Yapilan bir ¢alismada KRK yaklasik %45’inin rektumda
%?22’sinin de sigmoid kolonda goriildiigii bildirilmistir (Sis et al. 2005).

Kolon kanserlerinin hemen hepsi, kolon ve rektum duvarlarindaki iyi huylu
poliplerin zamana bagli olarak koétii huylu poliplere dontistimiiyle aciga ¢ikar (Sekil
1.4) (Borinstein et al. 2010). Ilk seviyelerde semptomlar1 yoktur, ancak tespitleri
tarama metotlari ile gerceklestirilebilir. Devamindaki sathalarda karinda agri, istahta
kesilme, kiloda kayip ve rektal kanamalar gézlenebilir. Tedavi hastaligin evresi goz
onilinde bulundurularak yalnizca ameliyat ile kanserli dokunun alinmasiyla yapilir;
ancak ilerlemis evrelerde ameliyata ek olarak kemoterapi ve radyoterapi de

uygulanabilir.
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Sekil 1. 4. Kolon Kanserinin Doniisiimii (Tuynman, Peppelenbosch, and Richel
2004)

Kolorektal kanser vakalarinin yaklasik %901 genetik yatkinlik olmaksizin sporadik,
yaklasik %10’u ise genetik nedenli olarak tespit edilmistir. Tarihsel olarak,
kolorektal kanser siniflandirmas1 yalmzca klinik ve patolojik ozelliklere
dayanmaktadir (Compton and Greene 2009) . Ancak bazi kanserli dokulardaki
mutasyon analiz ¢aligmalari, normal bagirsak epitel hiicrelerinin kanserlesmesinden
sorumlu olan genetik adimlarin niteligini ve sayisini belirleyebilmektedir (Boyce

2018).



Birgok kolon kanseri g¢aligmasi, bu kanserin bir dizi mekanizma ile meydana
geldigini gostermektedir. Bu mekanizmalar tiimor stipresor genlerde (APC, p53)
meydana gelen mutasyonlar, onkogen aktiviteleri ve epigenetik degisim
mekanizmalar1 (metilasyon, asetilasyon) olarak ileri sirilmektedir (Tuynman,
Peppelenbosch, and Richel 2004).

Ornegin, Ailevi Adenomatoz Polipozis (FAP) hastalig1 siirecinde ortaya ¢ikan ilk
mutasyon kalitsaldir ve kolonda yiizlerce bening adenomlarin gelismesine sebep
olabilmektedir. Olusan ilk mutasyon 5. kromozomda yer alan APC (Adenomatozis 6
polipozis koli) geninde ger¢eklesmektedir (Douglas Hanahan and Weinberg 2011).
Kolon kanserli vakalarda mutasyon ge¢irmis APC genine ait iriin olarak aktif
olmayan APC proteininin varli@i aciga c¢ikarilmistir.  Bu  vakalarda,
preadenokarsinom APC gen mutasyonu nedeniyle gelismekte ve sonraki siirecte
tamamen adenokarsinoma doniisim gostermektedir (Sekil 1.4) (Tuynman,

Peppelenbosch, and Richel 2004).

Kolerektal kanserin erken sathalar1 genellikle semptomatik degildir. Bununla birlikte
kolerektal kanserin erken sathalarinda tarama yapilarak saptanabilmesi 6nemlidir. Bu
hastalik ilerleyen donemde, rektal kanama, gaitada kan, bagirsak dogasinin
degismesi, alt abdomende kramplara sebep olmaktadir. Kolorektal kansere
yakalanma riski yasa bagli olarak artmaktadir. Teshis edilmis vakalarin % 90’dan
fazlas1 50 yas ve izeridir. Ayn1 zamanda bazi kalitsal genetik mutasyonlar (ailesel
adenomotoz polipozis-FAP) ve kalitsal polipozis olmayan koloraktal kanser-
HNPCC), bireysel ya da ailesel kolorektal kanser ve/ veya polip 6ykisu ya da kronik
inflamatuar bagirsak hastaliklar1 ge¢misi hastalikla iligkili risk faktorleri arasindadir.
Ayrica obezite, hareketsizlik, sigara ve alkol tiiketimi, asir1 kirmiz et tiikketimi, sebze
ve meyve tliketimindeki yetersizlik kolorektal kanser riskini artiran faktorler

arasindadir (American Cancer Society, 2008).

KRK durumlarmin biiyiik bir orami kalitilabilir genetik degisikliklerden daha g¢ok
cevresel sebeplerle ilgilidir. Risk faktorleri ¢evresel ve besin kaynakli mutajenleri,
0zel bagirsak kommensalleri ve patojenleri, ve tiimor gelisiminden 6nce gelen kronik

bagirsak inflamasyonunu igermektedir Bir kag onkogenin aktivasyonunu ve iki ya da



daha fazla tiimor baskilayici geninin kaybini igeren genetik bozukluklar kanser

gelisimi i¢in yeterlidir (Terzi¢ et al. 2010; Jasperson et al. 2010).

Kolorektal tiimorlerde KRK’ye yol acan iki temel genetik yolak belirlenmistir:
Birinci yolak, sporadik KRK‘lerin % 60-70‘inde goriiliir, Adenomatous Polyposis
Coli (APC) tim0or-suppressor genindeki inaktive edici, K-ras onkogenindeki aktive
edici ve p53 tiimor-suppressor genindeki inaktive edici mutasyonlar icerir. Ikinci
yolak, sporadik KRK lerin geri kalan % 15-20°sinde goriiliir, hatali yanlis eslesme
tamir sistemini igerir. Bu tamir sisteminin kaybi genomik instabiliteye ve timor-
suppressor genlerinde (Bax gibi) fonksiyon kaybina ve onkogenlerde fonksiyon
kazanilmasina (B-catenin‘de oldugu gibi) yol acan yiiksek sayida mutasyonlarin

birikmesine sebep olur (Douglas Hanahan and Weinberg 2011).

Kolit bagimli kanser (Colitis-Associated Cancer (CAC)) atesli bagirsak hastalig
(Inflammatory Bowel Disease (IBD)) ile ilgilidir. Tedavisi zor ve olim orani
yiiksektir. Noninflamatuvar KRK ve CAC benzer kanser gelisim evrelerini
icermektedir. IBD-bagimli kanserin bir inflamasyon-displazi (dysplasia)- karsinoma
sirasinda gerceklestigi diisiiniilmektedir. inflamasyon kolon epitelindeki degisiklikler
kaskadini, bu da epitel hiicrelerinin apoptotik ve regeneratif aktivitelerini
indlklemektedir (Terzi¢ et al. 2010). NO ve nitrik oksit sentazlar, NF-kB, ROT ve
RNT*ler, COXs, pro- ve antiinflamatuvar sitokinler, metaller; antioksidan enzimler,
peroksizom proliferatorii ile aktive edilen reseptor ligandlari, kinazlar, biiylime
faktorleri ve timor engelleyici proteinler, p53 ve retinoblastoma (pRb)‘ nin hepsi
kronik inflamasyon ve kanserin 6nlenmesi ve tedavisinde potansiyel hedeflerdir
(Hofseth 2008).

Kolon kanseri vakalarinin goriilme yogunlugu yasa goére degisim gdstermekte ve
takribi olarak 2 milyon kiside bulunan bu kanser tiiriiniin 65 yas ve {istiinde
yogunlastigr gorilmektedir (Guessous et al. 2010). Kolon kanserine yakalanma
riskinin yasa bagl artis gostermesine ek olarak, diizensiz yasam bi¢imi ve yeme
aliskanliklar1 hastaligin gelisiminde etkilidir. Asir1 kilo, asir1 kirmizi ve islenmis et
tilketimi, alkol tiikketimi, yiiksek yag veya disiik lifli diyet hastaliga yakalanma
riskini artiran faktorlerdendir (Lakritz et al. 2014). Beslenme yoluyla alinan

probiyotiklerin bagirsakta iirettikleri sekonder metabolitlerin, 6rnegin organik asitler



ve peptitlerin, kolon kanseri riskini azaltmada etkili oldugu gozlenmektedir

(Garagnani, Pirazzini, and Franceschi 2013).

Transkripsiyon faktori NF-kB bir dimerdir; altbirimlerin her kombinasyonu farkli
genlerin diizenlemesinde yer alir. 5 alt birimi bulunur: p105/p50, p100/p52, RelA
(p65), c-Rel ve RelB. Bunlar sitoplazmada oncii olarak veya 6zel inhibitorler, KB
inhibitor proteinleri (IkB), ile inaktif halde bulunurlar (Terzi¢ et al. 2010). TUmor
gelisimine yardimci olan sitokinlerin ¢ogu NF-kB transkripsiyon faktorleri
araciligiyla aktif hale getirilir veya Oncii kanser hiicrelerde ve immiin/inflamatuvar
hicrelerinde NF-xB sinyallesmesini aktif hale getirir. NF-xB ‘nin kolorektal ve
kolitis-bagimli tiimorogenezde belirgin bir rolii vardir. Kolorektal ve kolitisbagimli
tiimorlerin % 50°sinden fazlasinda tipik olmayan NF-xB aktivasyonu belirlenmistir.
NF-kB ‘nin aktivasyonu, hiicre proliferasyonu ve angiogenez ile, hiicre 6limuinun
engellenmesiyle, ve hiicre invazyonu ve metastazinin promot edilmesiyle
timorigenezi destekleyebilir. NF-xB‘nin antiapoptotik aktivitesi diger genler
paralelinde Bcl-2, Bcl-x., ve cFLIP‘in aktivasyonu yoluyla diizenlenir. NF-xB © leri
aktiflestirilmis kanser hiicreleri kemoterapotiklere ve iyonize radyasyona karst
direnclidir. NF-xB aktivitelerinin onlenmesi bu ajanlara karsi hiicre duyarliligini

oldukga arttirir (Terzi¢ et al. 2010).

1.3. Lactobacillus Suslar:

Lactobacillus cinsi, bugiine kadar tanimlanan laktik asit bakteri cinsleri igerisinde
bulunan en biiyiik grubu kapsamaktadir (Leroy et al. 2006). Laktobasiller cubuk ya
da kokobasil seklinde, Gram (+), hareketsiz, mikroaerofilik ya da anaerobik ve
sporsuz bakterilerdir. Ayrica bu mikroorganizmalarin bazi1 aminoasitler ve vitaminler
gibi farkli gelisme faktorlerine ihtiyaglar1 vardir. Dogada zengin karbonhidrat iceren
ortamlarda bulundugu i¢in genellikle insan veya hayvan mukozal membranlarinda,
bitkisel materyallerde, gubrelerde, fermente olan ya da bozulan gidalarda
bulunmaktadir (De Roos and Katan 2000).

Lactobacillus suslarin, enzimlerin antimikrobiyal etkisine, asitli ortama, yiiksek
oksidasyon rediiksiyon potansiyeline ve diisiik ylizey gerilimine diger probiyotik

bakterilere kiyasla daha direngli olduklarindan 6zellikle fermente siit iiriinlerinde
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tercih edildikleri de verilen bilgiler arasindadir. Aragtirma diinyasinin ‘‘Yiyeceklerin
bir kisminda bulunan canli mikroorganizmalar yeterli miktarda tiiketildigi zaman,
konak hiicre i¢in saglik yardimi sunar’’ disilincesini genelledigi belirtilmektedir.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) bu genellemeyi tartismak i¢in yapilan arastirmalara bir
siirlama getirmis ve yaklagimlara bir netlik kazandirmak istemistir. Bunun i¢in de
WHO, probiyotiklerin gidalarda olmas1 gerektigini ve faydali mikroorganizmalarin
ve bioteropatik ajanlar bulunmayan gidalarin kullanimini 6ngérmedigini belirtmistir
(Morelli and Capurso 2012).

Genellikle DNA’larinda  %50°den daha az guanintsitozin (G+C) igeren
laktobasillerin ribozomlar1 ise 50S biiyiik ve 30S kiigiik olmak {izere iki alt initeden
olusan 70S tipindedir. 50S’lik biiyiik alt birim, 5S rRNA ve 23S rRNA ile yaklasik
35 ¢esit protein igerirken, 30S’°lik kiigiik alt birim ise 16S rRNA ve 25 farkli protein
icerir. Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda genellikle 16S rRNA’nin niikleotid
dizilimlerinden yararlanilmaktadir. 16S rRNA’da bulunan degisken olan bdélgeler
yakin akrabaliklari, sabit olan bdlgeler ise uzak akrabaliklarin tespitinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Chen, Yanagida, and Shinohara 2005).

Kanser genetigi; genetik faktorler ile radyasyon, kimyasal karsinojenler ve diyet gibi
cevresel etmenlerin kombinasyonu seklinde tanimlanabilmektedir. Bundan dolayi
kanser gelisiminde beslenmenin rolii 6zellikle sindirim sistemi kanserlerinde
epidemiyolojik ¢alismalar tarafindan giiclii sekilde desteklenmektedir (Dasari et al.
2017). Yapilan bazi c¢alismalar, Lactobacillus suslarinin ¢esitli kanser hiicre
hatlarinda anti-proliferatif ve pro-apoptotik etkilerini gostermektedir (Fichera and
Giese 1994). Calismalar aym1 zamanda probiotik bakteri suslarinin hayvan
modellerinde karaciger, mesane ve gOglis tlimorlerini potansiyel probiotik
aktiviteleriyle inhibe ettigini ortaya c¢ikarmaktadir. Ornegin Lactobacillus reuteri
insanlarda ve hayvanlarda dogal olarak yaygin bulunan gii¢lii anti-inflamatuvar ve
anti-proliferatif etkileri olan probiotik bir turt temsil etmektedir (Gui et al. 2015;
Choi et al. 2006).

Orla-Jensen 1919 yilinda temel fizyolojik ozelliklerine dayanarak Lactobacillus
cinsini, Thermobakterium, Streptobakterium ve Betabakterium olmak (zere 3 alt
gruba ayirmigtir (ORLA-JENSEN 2007). Ayrica laktobasillerin pentoz ve hekzozlar
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fermente edebilme gibi fermantatif 6zelliklerine ve hiicre duvarindaki peptidoglikan

tipine gore siniflandirmalar1 da yapilmistir. Bu siniflandirmaya gore:

a) Obligat homofermantatif laktobasiller: Sahip olduklar1 aldolaz enzimiyle Empden-
Meyerhof Parnas (EMP) metabolik yolunu kullanarak heksozlar1 sadece laktik asite
fermente ederler. Bu organizmalar fosfoketolaz enzimine sahip olmadiklarindan
pentozlar fermente edemezler. Ornegin; L. acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus
vb.

b) Fakiiltatif heterofermantatif laktobasiller: ki tip enzime sahiptirler, pentoz ve
heksozlar1 fermente edebilirler. Heksozlarin neredeyse tamami EMP metabolik
yoluyla laktik asite dontistiiriiliir. Glikoz varliginda fosfoglikonat metabolik yolu
enzimleri baskilanir. Baz tiirler ise glikoz sinirlamasinda laktik, asetik, formik asit
ve CO; iiretmektedir. Pentozlar1 da fosfoketolaz yolunu kullanarak laktik ve asetik

asite fermente ederler. Ornegin; L. casei, L. plantarum, L. sakei vb.

c) Zorunlu heterofermantatif laktobasiller: Hekzozlar1 fosfoglikonat yolunu
kullanarak esit hacimlerde laktat, etanol, asetik asit ve CO; olusturacak sekilde
fermente ederler. Pentozlari ise ayni yolu kullanarak laktik ve asetik asite fermente
ederler. Ormegin; L. bifermentas, L. brevis ve L. fermentum vb. In vitro sartlarda
optimum iireme sicakliklari 37°C’dir ve iiremek igin protein yOniinden
zenginlestirilmis ortamlara ihtiya¢ duyarlar. En iyi iireme ortamlarindan biri olan
Rogosa agarda 35-37°C’de 48 saatlik inkiibasyon sonucunda gelisme gosterirler.
Rogosa agar tlizerinde beyaz, diizgiin kenarli, yaklasik 1 mm capinda yuvarlak ve
beyaz koloniler olusturarak iirerler. Laktobasiller genellikle zengin karbonhidrat
iceren ortamlarda gelisirler. Glikozu karbon kaynag olarak kullanan laktobasiller ya
homofermentatif (%85’ten fazla laktik asit iireten) ya da heterofermantatiftirler (esit
oranlarda laktik asit, karbondioksit ve etanol ve/veya asetik asit Ureten). Glukozdan
gaz Uretemeyen laktobasiller, fruktoz, galaktoz, glukoz, maltoz, mannoz, riboz,
trenaloz ve siikrozdan asit Gretebilirler. Bu mikroorganizmalar fermentasyon
stirecinde laktik asit lireterek ortamin pH’sini1 3,2-3,5’e kadar diigiirmeleri nedeniyle

aside dayanikhdirlar (Gursoy and Kinik 2010; Giirsoy, Kinik, and Gonen 2005).
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Baz1 probiotik bakteriler fermantasyon ile 6zellikle propionat ve asetat olmak tizere
bazi KZY A’ni iiretirler ve bunlar apoptoz araciligiyla insan kolon kanser hiicrelerini
oldarebilirler. Bu siireg bakteri kiiltiirii supernatantinda bulunan ya da saf KZYA’nin
reaktif oksijen tlirlerinin (ROS) olusumunu ve lipid peroksidasyonu (LPO) artirmasi,
sonrasinda mitokondrial trans-membran potansiyelini diislirmesi ve buna bagl olarak
anti-apoptotik Bcl-2 aktivitesini degistirmesi, kaspaz-3 aktivitesini artirmasi ve
cekirdekteki kromatin stabilitesinin bozulmasini indiiklemesiyle gerceklesmektedir
(Hu et al. 2015)(Khan and Kang 2017). Ayrica, KZYA’nden biri olan butiratin,
kolon kanser hucrelerinde apoptoza yol agarken normal hiicrelerde bu durumu
gerceklestirmedigi onceki ¢galismalarda gosterilmektedir (Hague, Butt, and Paraskeva
1996).

Laktobasiller diisiik pH degerlerinde ve genis bir sicaklik araliginda gelisebildikleri
icin gastrointestinal sistemde canliliklarini siirdiirebilirler. Birgok arastirma, laktik
kiiltiir iceren siit {irlinlerinin kolesterol disiiriicti etkileri oldugunu gosterilmistir.
Viicuttaki safra tuzlarinin emilmesi, bazi laktobasillerin safra tuzlarini pargalamasi
nedeniyle engellenmektedir. Buna bagli olarak karaciger safra tuzu iiretimi icin fazla
miktarda serum kolesterolii kullanmakta ve dolaysiyla serumda kolesterol miktari

azalmaktadir (Vaughan and Oram 2003).

Intestinal sistemde koloni olusturan laktik asit bakterileri, gidalarla alinan kanserojen
maddelerin inaktivasyonunu saglarken bu maddelerin yayilmasini engeller. Ayrica
nitrozaminlerin ve safra streollerinin kanser etmeni maddelere donlismesinin
engellenmesinde de etkin rol oynamaktadir. Lactobacillus acidophilus igeren
fermente gidalar tiliketildiginde, L. acidophilus’un tiimor baglaticilart  ve
prekarsenojenlerin iiretimine katilan koliformlar gibi bakterileri baskilayarak
intestinal mikrofloranin olumlu yonde gelismesine katkida bulundugu gosterilmistir
(CATALOLUK 2003).

Probiyotikler, intestinal sistemin mikrobiyal dengesini diizenleyerek konakci sagligi
Uzerinde yararli etkileri olan, canli mikrobiyal gida katkilaridir. Bunlarin igerisinde
Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri en yaygin olarak kullanilan probiyotik
mikroorganizmalardir. Laktik kiltiirlerin, 6zellikle L. acidophilus iceren sut

urtinlerinin serum kolesterol diizeyini diisiiriicii ve fekal laktobasil sayisini arttirici
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etkileri oldugu belirlenmistir (Rolfe 2000). Probiyotik bakterilerin  serum
kolesteroliinii ~ diigliricti  etkilerini  agiklamaya  yonelik  degisik  goriisler
bulunmaktadir. En ¢ok kabul goren goriis; probiyotiklerin safra tuzlarimi serbest
asitlere pargalayarak intestinal sistemden hizli bir sekilde uzaklastirildigini ileri
stirmektedir. Serbest safra tuzlar1 viicuttan atildigi igin, kolesterolden yeni safra
asitlerinin sentezi, viicuttaki toplam kolesterol konsantrasyonunu diistirebilmektedir

(De Boever, Deplancke, and Verstraete 2000).

Bir bagka goriise gore ise, probiyotik laktik asit bakterileri asit {iretimi sonucu pH’y1
diistirerek, dekonjuge safra tuzlari ile kolesteroliin presipitasyonuna neden olmasidir.
L. acidophilus probiyotiginin kolesterol diisiiriicii rolii oldugu bildirilmistir. Ancak
testikular fonksiyona etkisinin arastirildig: bir ¢calismaya rastlanmamistir. Bu sebeple
caligmada, yliksek kolesterol diyeti ile beslenen Sprague Dawley irki erkek ratlara
tedavi amachi L. acidophilus probiyotiginin verilmesinin testikular fonksiyonda
onemli olan testosteron, FSH ve liiteinizan hormon (LH), ABP, faktor iliskili apoptoz

diizeyinin nasil etkilendigi ELISA test kitleri ile belirlenmesi amaglanmustir.

Laktobasiller, yogurt, tereyagi, peynir gibi siit iiriinleri; sucuk gibi et {irlinleri ve
tursu gibi sebze {riinleri tretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmaktadirlar.
Laktobasillerin gida fermantasyonlarinda starter kiiltiir olarak kullaniminda fermente
gidalarin korunmasinin yaninda, aroma ve tekstiir olusumuna da katkida bulunmasi
amaglanir. Lactobacillus tiirlerinin starter kiiltiir olarak kullanildigi endiistriler
genelde ekmek, sarap, bira, peynir ve silaj gibi fermente gidalardir (Hugenholtz and
Kleerebezem 1999). Peynir endistrisinde laktik asit bakterilerinin laktik asit, tat ve
koku maddeleri iiretmesi ayrica tekstiirel yapmin olugsmasini sagladigi igin starter
kiiltiir olarak kullanimlar1 yaygindir. Laktik asit bakterilerinin yapiy1 olusturmasi ve
tat-koku maddeleri iiretmesi sahip olduklar1 enzimler vasitasiyla karbonhidratlari,
proteinleri ve yaglari hidrolize etmesi sonucu olusmaktadir. Laktobasiller peynir
iiretiminde starter kiiltiir ya da ek kiiltiir (genellikle starter dis1 laktik asit bakterileri
olarak adlandirilan ve fakiiltatif heterofermentatif laktobasillerden olusan kiiltiir)
olarak kullanilabilmektedir. Bu amagla kullanilan en yaygin laktobasiller, L.
paracasei subsp. paracasei, L. acidophilus, L. plantarum, L. delbrueckii subsp.

lactis’tir (Gursoy and Kinik 2010). Laktobasillerin bazi tiirlerinin otolizi sonucu
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olgunlastirmay1r hizlandirmasi da ozellikle peynir teknolojisinde kullanimlarini

desteklemektedir.

Laktik asit gram pozitif bakterilerine ait olan Lactobacilli’nin anaerobik sporsuz ve
genomik olmasinin yanisira DNA (Deoksiriboniikleikasit)’sin da diisiik GC (guanin-
sitozin) igerdigi bildirilmistir. Insan sagligmna yararli oldugu icin Lactobacillus
acidophilus’un (L. acidophilus), gunluk fermante Urlnler ve probiyotik destek
irlinlerinin i¢eriginde bir bilesik olarak pazarlara sunuldugu ifade edilmektedir. Ayni
zaman da Lactobacilli‘nin alerjik tedavilerde ve antibiyotik kaynakli ishal
vakalarmin ve Escherichia coli’ nin antagonisti olarak gastrointestinal enfeksiyonlar
da oOnemle kullanildigr bildirilmektedir. Bunlarin yan1 sira immiin = sistem
diizenlenmesi ve kolesterol seviyesinin de kontroliinde katkis1 oldugu belirtilmistir

(Patel et al. 2012).

Laktobasiller laktik asit, H,O, ve bakteriosin tireterek patojen mikroorganizmalarin
tiremesini inhibe etmektedir. Laktobasiller laktik asit iireterek pH’y1 diisirmekte ve
dolayisiyla gidalardaki patojenler {izerine inhibitér etkide bulunmaktadirlar.
Laktobasillerin laktik asit disinda iirettikleri yag asitleri ve bazi organik asitler de
inhibitor etkisini artirmaktadir. Laktobasiller katalaz negatif olduklarindan sitokrom
oksidaz sistemini kullanamazlar ve buna bagli olarak da H,O;’yi H,0 ve O;’ye dogal
olarak parcalayamazlar. Laktobasil turleri Orettikleri H»O,’yi  yasadiklar
mikrogevreye birakirlar ve biriken H2O; diger bakteriler igin toksik radikal 6zelligi
gosterir. Ortamdaki diger bakterilerin hiicre duvar yapilar1 bozulur, tiremeleri durur
ve laktobasillerin mikrofloradaki hakimiyetlerinin devami saglanir (Kandler, Stetter,
and Kohl 2019). Bakteriyosin olarak adlandirilan polipeptidler gida bozulmalarini ve
hastalik yapici bakterilerin gelisimini engelleme 0zelliklerinden dolayr gida
endiistrisinde genis kullanim alanina sahiptir. Ayrica enfeksiyon tedavisinde insan ve
hayvanlarda olumlu etki gosterdiginden antibiyotiklere alternatif olarak
diisiiniilmektedir. Laktobasillerin salgiladiklar1 bakteriyosin, lizozim, proteaz gibi
kimyasallar, Gram (+) ve Gram (-) bakterileri inhibe etmektedir. Bu bakteriyosinler
katyonik protein yapilari ve hiicre gecirgenliini bozabilen mekanik etkileriyle
taninmaktadir. Gram (+) bakterilerin Gram (-) bakterilerden farkli olarak
bakteriyosine 0zgii olarak evrimlesebilmeleri ve iirettikleri bakteriyosinlerden

etkilenmeleri sayesinde Gram (+) bakteriler tarafindan firetilen bakteriyosinlerin
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daha etkin bir kullanima sahip oldugu diisinilmektedir. Laktobasillerin
bakteriosinler disinda {irettikleri antimikrobiyel peptitler gibi benzer oOzellikler
tasiyan diger maddelerin de funguslarin yani sira pekgok Gram (+) ve Gram (-)
bakterinin iiremesini baskiladig: bildirilmistir (Weiss, Schillinger, and Kandler 1983;
Leroy et al. 2006).

Laktik asit bakterilerinin probiyotik etkisi iki farkli sekilde ortaya ¢ikar. BirinCisi
fermantasyon ile farkli miktarlarda laktik, asetik ve formik asit olusturmalar1; ikincisi
ise vitaminlerin, bakteriyosinlerin ve yag asitlerinin sentezinde gorev yapmalaridir
(P. Bourlioux 2015; Pierre Bourlioux et al. 2003). Laktobasiller, laktik asit bakterileri
icerisinde probiyotik potansiyelleri en fazla olan bakterilerdir. Bagirsak florasini
diizenlemek ve enfeksiyonlari 6nlemek amaciyla 1915 yilindan beri laktobasiller
kullanilmaktadir. Probiyotik olarak en c¢ok kullanilan laktobasil tiirleri arasinda; L.
acidophilus, L. amylovorus, L. casei, L. crispatus, L. delbrueckii, L. gallinarum, L.
gasseri, L. paracasei, L. plantarum ve L. fermentum yer almaktadir (Gastrointestinal
Microbiology 2016)(Ouwehand 2017).

Laktik asit suglar1 tarafindan iiretilen ekzopolisakkaritler, gidalarin tekstiiriine ve
reolojik o©zelliklerine olumlu etkileri bulunan maddelerdir. Ekzopolisakkaritler
sineresisi Onlemesi ve stabiliteyi korumasi nedeniyle siit endiistirisinde acisindan
onemlidir. Akdeniz bolgesinden toplanan 40 farkli yogurt 6rneginden izole edilen
laktik asit bakterileri tanimlanarak ekzopolisakkarit iiretimleri belirlenmistir.
Izolatlarin ¢ogunlugunu olusturan L. bulgaricus suslarinin 6nemli bir kisminda
ekzopolisakkarit tiretiminin oldugu gozlemlenmistir (Demir and Bagbiilbiil 2017).
Ayrica tarhana fermentasyonunda rol oynayan tiirlerden ekzopolisakkarit iiretenler
tanimlanmis ve bu suslarin irettikleri ekzopolisakkaritler karakterize edilmistir.
Calismada ekzopolisakkarit iiretiminde inkiibasyon sicakliginin ve ortam pH’inin
etkili oldugu ve ortamda sakkaroz ve maltoz varliginda iiretimin anlamli oranda
arttig1  belirlenmistir. izole edilen Lactobacillus tlrlerinden L. plantarum un
ekzopolisakkarit tireticisi oldugu ve iiretilen ekzopolisakkaritlerin reolojik 6zellikleri

nedeniyle teknolojik agidan 6nemli oldugu bulunmustur.
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1.4. Lactobacillus Suslarmin Tanimlanmasi

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda kullanilan geleneksel yontemler morfojik,
fizyolojik ve biyokimyasal karakteristiklere dayanan fenotipik yontemlerdir.
Laktobasillerin geleneksel yontemlerle tanimlanmasinda ilk olarak bu bakterilerin
bulunduklar1 ortamdan izole edilerek saf kiiltiirlerinin elde edilmesi gerekir. Saf
kalturlerin dncelikle Gram reaksiyonu, mikroskobik morfolojisi ve katalaz aktivitesi
belirlenmektedir. Gram pozitif, ¢ubuk sekilli, katalaz negatif Ozellik gosteren
izolatlarin cins seviyesinde tanmimlanmalar1 i¢in farkli fizyolojik ve biyokimyasal
testler uygulanabilmektedir. Lactobacillus cinsi laktik asit bakterilerinin % GC
igerikleri diisiik (% 33- 55) ve genom biyuklukleri 1.8 Mbg ile 3.3 Mbg arasindadir.

Biyokimyasal ve fizyolojik testlerden glukozdan gaz olusturma, fermentasyon son
iriinii, karbonhidrat metabolizmasi, arjininden amonyak {iretimi, biiylime sicaklig
araligr (10- 60°C), pH degerleri ve farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme testleri
siklikla bagvurulan yontemlerdir (Holzapfel and Schillinger 2002). Uzun yillardan
beri laktik asit bakterilerinin taksonomisi belirlenirken fenotipik 6ézellikleri dikkate
almmis olsa da gelisen molekiiler tiplendirme yontemleri yapilan bu alt

gruplandirmanin uygun olmadigini gostermistir.

Geleneksel yontemler zaman alici, zahmetli ve tecriibe gerektiren yontemlerdir. Bu
yontemlerin bu tiir dezavantajlarini elimine etmek amaciyla hazir test kitleri
gelistirilmistir. Buna 6rnek olarak bazi substratlar1 fermente etme veya asimile etme
Ozelliklerine dayanan Analytical Profile Index (API) (BioMerieux, France) sistemi
verilebilir. Ticari API test kitleri 6zellikle gida endiistrisinde Lactobacillus tiirlerinin
tanisinda yaygin olarak kullanilan fenotipik yontemlerden birisidir (Kunduhoglu et
al. 2012; Elcioglu and Kunduhoglu 2014). Her mikroorganizmanin biyolojik enerji
saglamak icin kullandig1 karbonhidrat kaynaklar1 farklilik gostermektedir. API
testlerinde bu Ozellik karakterizasyon amaciyla kullanilmaktadir. Bu nedenle
tanimlama sisteminde farklt mikroorganizmalar icin farkli prosediirler (6rnegin API

20 NE, API Staph, API 50 CH) uygulanir.

Laktik asit bakterilerinin 6zellikle laktobasillerin tanimlanmasinda kullanilan API 50

CH sistemi standartlastirilmis bir sistemdir ve 49 biyokimyasal testi igermektedir. Bu
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testler laktik asit bakterilerinin karbonhidrat metobalizmalarini ve metabolik
tirtinlerini inceleyerek tanimlama yapmaktadir. API 50 CHL besiyeri kullanilarak
gergeklestirilen fermentasyon testlerinde ise, sonuglar inkiibasyondan sonra olusan
renk degisimine gore yorumlanir. Fermentasyon ile pH’in degismesi indikator
boyalarin  renginin  degismesine neden olur. Bu sistemlerin  avantaji
tekrarlanabilirligi, tanimlama siiresini kisaltmasi ve birden fazla biyokimyasal testin
bir arada yapilabilmesidir. Ancak en biiylikk dezavantajlar1 ise, bilinmeyen bir
bakterinin tanimlanmasinda kullanildiklar1 zaman yanlis sonuglar verebilmeleridir

(Elcioglu and Kunduhoglu 2014).

Geleneksel yontemler bir¢ok tanisal biyokimyasal testin sonuglarinin derin bir
tecriibe ile degerlendirilmesini gerektiren karmasik ve zaman alici yontemlerdir.
Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasini kolaylastirmak icin ¢ok cesitli yaklasimlar
denenmistir. Bunlardan biyokimyasal karakteristiklere dayanarak tanimlama yapan
kit sistemleri, her ne kadar bilgisayarla desteklenmis ve otomatize edilmis sistemler
olsa da siklikla yanlis veya giivenilir olmayan sonuglar ortaya cikabilmektedir.
Ayrica kitlerin tanimlama kapasitelerinin ve dogrulugunun da diisiik oldugu ifade
edilmigtir (Giraffa and Carminati 2007). Kiitle spektrometresi (MS), g¢esitli
bilesiklerin kiitle oranini analiz etmek i¢in kullanilan analitik bir tekniktir. 1980’lerin
basindan beri kiitle spektrometrisi, proteinlerin analizi ve karakterizasyonu i¢in giiclii
bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Ozellikle matriks ile desteklenmis lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani (MALDI-TOF)-MS son yillarda
mikroorganizma tanimlamada yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. MALDI-
TOF MS, mikroorganizmalarin peptid profillerinin ¢ikarilmasi ve sistemin
kiitiiphanesindeki bilinen mikroorganizmalara ait verilerle karsilastirilarak tanimlama

yapilmasi esasina dayanir (Marvin et al. 2001).

Yontemin temeli, kisa lazer darbeleri ile kristalize 6rnek materyalin iyonlagsmasina
dayanir. Iyonlar hizlanir ve ugus zamani bir vakumlu ugus tiipiinde 6lgiiliir. Kiigiik
kiitleye sahip olan iyonlar detektdre daha cabuk ulasirlar. Analiz sonucunda
mikroorganizmaya ait proteinlerin, detektére ¢arpma zamanina bagli olarak kiitle
spektrumu olusturulur. Elde edilen yeni spektrum, veri tabanindaki mevcut

spektrumlarla karsilagtirilarak tanimlanir. Yontemsel olarak basit bir yaklasim olarak
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kabul edilen MALDI-TOF-MS, sarf malzemelerinin maliyetini ve tanimlama igin

harcanan sureyi biyik 6l¢iide azalttig belirtilmistir.

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi amaciyla kullanilan geleneksel yontemler ve
ticari kitler zaman alic1 oldugu kadar ayni zamanda siklikla yanlis tanimlamalara
neden olmaktadir. Bu durum bu bakterilerin tanimlanmasinda daha giivenilir olan
molekiiler yontemlere duyulan ilgiyi artirmigtir. Laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasinda restriksiyon fragment uzunlugu polimorfizmi (RFLP), rastgele
cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) analizi, mitokondriyal ve ribozomal DNA
sekans (dizi) analizi, elektroforetik tiplendirme ve real-time PCR gibi molekuler
yontemler siklikla kullanilmaktadir. Molekiiler yontemlerden 6zellikle polimer zincir
reaksiyonunu (PCR) temel alan yOntemler, mikroorganizmalar1 tanimlamak ve
tiplendirmek i¢in kullanilan hizli ve giivenilir yontemler olarak dikkat ¢cekmektedir
PCR yontemi DNA iizerindeki hedef bolge veya bolgelerin ug¢ kisimlarina baglanan
kisa oligoniikleotidler (primerler) vasitasiyla hedef bolgenin {stel olarak
amplifikasyonunu saglayan bir islemdir. PCR tekniginde, tekrar edilen sicaklik
dongiileri dogal replikasyon surecini taklit ederek hedef DNA dizisinin in vitro

sartlarda ¢ok sayida kopyasi elde edilir (Temmerman, Huys, and Swings 2004).

Bir sicaklik dongiisii denatiirasyon, oligoniikleotidlerin baglanmasi (annealing) ve
uzama (extension) olmak iizere 3 asamadan olugmaktadir. Denatiirasyon asamasinda
ortalama 94-98°C’lerde DNA’nin ¢ift sarmalinin ayrilmasi (denatiirasyon) saglanir.
Denatiirasyon sicakligimmin optimum seviyeden yiliksek olmast DNA polimeraz
enziminin aktivitesinin diigmesine neden olurken, optimum seviyeden diisiik olmasi
denatiirasyonun tam olarak gerceklesmemesine neden olmaktadir. Annealing
asamasinda tek zincirli kalip DNA’nm iki ucunda bulunan tamamlayic1 bolgelere
primerler baglanir. Bu asamada sicaklik, primerlere bagli olmakla birlikte ortalama
37-65°C’dir. Uzama evresinde ise, DNA polimeraz enziminin aktivitesi ile DNA ¢ift
zincirinin tamamlanmasi ve uzamasi saglanir. Bu asama Taq polimeraz (Thermus
aquaticus’a ait DNA polimeraz) enziminin optimum aktivite gosterdigi 72°C’de
gerceklestirilir. Her bir sicaklik dongiisiinde kalip DNA iki katma c¢iktig1 igin
reaksiyon boyunca iriin miktar1 tissel olarak artis gostermektedir. Reaksiyon

sonunda PCR drunleri molekil buyikliklerine gore agaroz jel elektroforezinde
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ayrilir ve olusan bantlar ultraviyole 151k altinda gériintilenir (Temmerman, Huys, and
Swings 2004; Giraffa and Carminati 2007).

PCR teknigiyle herhangi bir organizmaya ait hedef gen bdlgesi c¢ogaltilip yeterli
oranda genetik materyal saglandiktan sonra PCR {iriinleri (amplikonlar) ikincil
metotlar kullanilarak daha ileri derecede analiz edilebilmektedir (Wilding ve Kricka,
1996). Molekiiler tanimlama yontemlerinin ¢cogu PCR’a dayanan tekniklerdir. Laktik
asit bakterilerinin molekuler yontemlerle karakterizasyonunda; vurgulu alan jel
elektroforezi (PFGE), rastgele cogaltilmis polimorfik DNA analizi (RAPD),
restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizm (RFLP) analizi ve tekrarlayan
ekstragenik palindromik PCR (rep— PCR) analizi gibi fingerprint yontemleri siklikla
kullanilmaktadir. Vurgulu alan jel elektroforezi (PFGE), baslangicta mayalar ve
diger Okaryotik organizmalarin kromozom sayisinin ve boyutunun analizi icin
kullanilmis olsa da zamanla etkili bir siniflandirma metodu haline gelmistir. PFGE
yonteminin esasi, DNA fragmentlerinin vurgulu elektriksel alanda boyutlarindaki

farkliliga bagli olarak go¢ etmesine dayanmaktadir (Giraffa and Carminati 2007).

PCR drunlerinin restriksiyon fragment uzunluk polimorfizm analizi (PCR-RFLP)
oldukca sik kullanilan DNA’ya dayali yontemlerden biridir. DNA dizisindeki
farkliliklar, DNA’y1 spesifik bolgelerden kesen restriksiyon endoniikleazlar
kullanilarak analiz edilmektedir. Elde edilen farkli boyutlardaki fragmentler agaroz
jel elektroforezi kullanilarak ultraviyole 1sik altinda goriintiilenir. PCR-RFLP
tekniginin tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi, hizli ve ucuz olmasi yontemin
avantajlar1 arasindadir. Ancak restriksiyon endoniikleaz aktivitesiyle DNA Uzerinde
cok fazla sayida kesim yapilmasi elde edilen fazla sayidaki fragmentlerin

degerlendirilmesinde karmasik sonuglar elde edilmesine neden olmaktadir (Chen,

Yanagida, and Shinohara 2005).

PCR-RAPD analizi, giiniimiizde yaygin olarak kullanilan fingerprint yontemlerinden
birisidir. Mikroorganizmalarin tiire spesifik fingerprintlerini olusturmak amaciyla
rastgele dizayn edilmis yaklagik 10 bazlik kisa primerler kullanilir. Primerler, PCR
sonucunda farklit DNA bolgelerini amplifiye ederek farkli boyutlarda fragmentler
meydana getirirler. Elde edilen fragmentler, elektroforez jeli iizerinde boyutlarindaki

farkliliklara bagli olarak farkli hizlarda hareket eder ve tiire 6zgl fingerprintleri
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olustururlar. Bu yontem, fingerprintleri elde edilecek tiirlerin DNA dizisi hakkinda
On bilgiye ihtiya¢ duyulmamasi nedeniyle avantajli bulunsa da, tekrarlanabilirliginin

diisiik olmasi en biiyiik dezavantajidir (Comi et al. 2005).

PCR’a dayali baska bir fingerprint yontemi ise rep—PCR’dir. rep—PCR tekniginde
genom lizerinde tekrarlayan diziler 6zel oligoniikleotid primerler kullanilarak PCR
ile c¢ogaltilmaktadir. PCR sonrasi elde edilen farkli boyutlardaki fragmentler,
elektroforez jelindeki yiriime karakteristiklerine gore ture spesifik fingerprintler

meydana getirmektedir (Danilovi¢ et al. 2011).

Gliniimiizde bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan en giivenilir yontemin, 16S
rDNA ve 23S rDNA genleri ile 16S rDNA-23S rDNA genleri arasi bolgenin dizi
analizi oldugu kabul edilmektedir. S6z konusu DNA boélgeleri iiniversal primelerle
amplifiye edildikten sonra nikleotid dizisi belirlenmekte ve
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/web sitesi kullanilarak BLAST (Basic Local
Aligment Search Tool) ya da RDP Il (Ribozomal Database Project) gibi veri
tabanlarindaki 16S ribozomal DNA dizileri ile karsilastirilmaktadir. Analiz
sonucunda sorgulanan dizilerin benzerlik yiizdeleri incelenerek bakteriyel izolatlarin
cins, tur hatta alt-tiir seviyesinde tanimlanmasi yapilmaktadir. Ancak son yillarda
yalnizca bir bolgenin dizi analizinin yakin iligkili tiirlerin tanimlanmasinda yeterli
olmadigi, giivenilir bir tanimlama i¢in birden fazla bdlgenin analiz edilmesi gerektigi

vurgulanmigtir (Altschul et al. 1990).

Bakteriyel tanimlamada tire spesifik primerler kullanilarak elde edilen
amplifikasyon  drdnlerinin  elektroforetik analizi  olduk¢a sik  kullanilan
yontemlerdendir. Bu amagla klasik PCR’in disinda son yillarda real-time PCR
yontemi de kullanilmaktadir. “Real-time PCR”, PCR yonteminde sicaklik
dongiilerini saglayan cihazlarin (thermocycler), hassas deteksiyon sistemleriyle
birlestirilmesi sonucu gelistirilmis bir yontemdir. Real-time PCR’da iiriinlerin analizi
es zamanh olarak yapilmakta, klasik PCR’da gerekli olan agaroz jel elektroforezi ve
olusan bantlarin ultraviyole 151k altinda goriintiilenmesi gibi islemlere ihtiyag
kalmamaktadir. Real-time PCR’da reaksiyon sirasinda gergeklesen her
amplifikasyon dongiisiinde her bir 6rnek icin floresans sinyaller dlgiilerek sayisal

degerlere doniistiiriilmektedir. Bu amagla diziye 6zgilin olmayan floresans boyalar
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veya diziye Ozgiin problar gibi PCR iriinlerinin tespitinde farkli yontemler

gelistirilmistir.

1.5. Lactobacillus Suslarimin Etkileri

Lactobacillus suslari, ¢ig siit tiriinlerinde, bitkisel tirtinlerde, anne siitiinde ve diger
sicak kanli canlilarin sindirim siteminde yogun olarak bulunmaktadir. Lactobacillus
suslariin, triinlerin lezzetli olmasini saglamasi, yogun miktarda laktik asidin
uretilmesi, Urdnlerin duyusal 6zelligini iyilestirmesi gibi etkileri de bulunmaktadir.
Ayrica Lactobacillus suslarinin, kanser hastaliklarinda tedavi stirecini hizlandirdigi,
baz1 kronik hastaliklarin tedavisinde etkili oldugu, bagisiklik sistemini uyarmasi,
kolestroliin ~ seviyesini  diisiirmesi, batojen mikroorganizmalarin  gelisimini

engellemek gibi cesitli olumlu etkilerinin oldugu da belirlenmistir.

Lactobacillus suslarinin rasyona katilmalar1 sonucunda insanlarda canli agirlik
kazanimlarinda artis goriildiigli, yemden yararlanmanin iyilestigi, iiretimin yiikseldigi
ve gastrointestinal hastaliklarin azaldigi bildirilmistir. Buna ragmen etki sekilleri
konusunda halen tam bir fikir birligi saglanamamigtir. Lactobacillus suslari
mikroorganizmalar Escherichia coli gibi bagirsak patojenleri igin antagonistik etki
olustururlar. Lactobacillus suslari mikroorganizmalarin ¢ogunlugu laktik, asetik ve
formik asit gibi organik asitler iireterek bagirsak pH’sini1 diisiiriirler. Boylece Gram
negatif patojen bakterilerin iiremesini engelleyen bir ortam. Ayrica bu
mikroorganizmalar Grettikleri hidrojen peroksit, organik asit, bakteriyosin gibi

maddeler sayesinde antibakteriyel 6zellik gosterirler (Ouwehand 2017).

Lactobacillus suslari, patojen bakterilerin ¢ogalmak i¢in gereksinim duyduklar
besinleri tiketirler ve bu bakterilerin Gremelerini inhibe ederler (kompetatif
ekskllizyon). Probiyotik mikroorganizmalarda intestinal epitel hicrelere adezyonu
saglayan cesitli yiizey determinantlar1 bulunabilmektedir ve o6zellikle laktik asit
bakterilerinin mikrobiyel adezyonu, pasif kuvvetler, -elektrostatik iligkiler,
hidrofobik, sterik kuvvetlerle ve lipoteikoik asit, lektinlerle kapli 6zgiin yapilarla
iliskilidir (Servin and Coconnier 2003). Bu yapilar sayesinde Lactobacillus suslarinin
patojen mikroorganizmalara karsi intestinal sistemde bir bariyer olusturdugu ve

patojenlerin epitel hiicrelerine baglanmasini azalttig1 da bildirilmistir.
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Lactobacillus suslarinin son yillarda bildirilmis olan 6nemli etkilerinden birisi de
Immun sistem Gzerindeki immunmodulatér ve immunostimulan etkileridir.
Probiyotikler intestinal epitel hucreleri, 16kositler, B- ve T- lenfositleri ile immun
sistemin diger yardimci hiicrelerini etkileyebilmektedirler. Lactobacillus suslar1 bu
immunmodulator 6zelliklerini endotoksik lipopolisakkaritler, peptidoglikanlar ve
lipoteikoik asitler sayesinde ger¢eklestirmektedir. Lipoteikoik asitler ayrica diger
antijenler i¢in tastyict rol de oynayabilmekte ve bu sekilde immun cevabi
uyaracaklar1 hedef dokulara baglayabilmektedir. Probiyotik mikroorganizmalar
proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin gelisiminde anahtar rol oynamaktadir.
Kanser hastalig1 iizerinde yapilan arastirmalarda 6zellikle beslenme tarzinin énemli
bir etken oldugu gosterilmistir. Lactobacillus suslarmin antikarsinojenik etkisinin
belirlenmesi i¢in yapilan arastirmalarda probiyotik bakterileri iceren diyetlerin
kanser riskini azaltabildigi bildirilmistir. Arastirmalarda ayrica, probiyotik
bakterilerin bagirsak ve diger organlarda mutajenik ve genotoksik etkileri
engelleyebildigini ve boylece antikarsinojenik etkileri oldugu ortaya konulmustur
(Hirayama and Rafter 2000; Thomas, Suzuki, and Zhao 2015).

1.6. Kolon Kanseri Tedavisinde Lactobacillus Suslari

Bagirsak ya da geleneksel fermente iirlinlerden kdken alan probiotik bakterilerin
secilmesi in vitro ya da in vivo ¢alismalara uygunluk agisindan oldukg¢a 6nemlidir.
Cesitli calismalar bazi probiotik bakterilerin bazi KZYA’nin diizeylerini etkileme
yetenegini gOstermistir ancak bu probiotik bakterilerin anti-kanser etkisinin
KZYA’nin seviyelerine bagli olarak degistigi olduk¢a seyrek gosterilmistir
(Kailasapathy 2014).

Lactobacillus fermentum’un, anti-kanser etkileri daha 6nceki ¢alismalarla karakterize
edilen diger bazi probiyotik bakterilere (L. acidophilus ve L. rhamnosus) kiyasla,
kolon kanseri hiicrelerine karst daha yiiksek oranda anti-proliferatif etkisinin
oldugunu gostermektedir. Ayrica ilging bir sekilde, L. fermantum’un kolonun
kanserli hiicrelerine kars1 inhibe edici oldugu ancak normal hiicrelerine karsi zararli
etkilerinin olmadig1 da ortaya konulmaktadir (Meenakshi 2015; Meenakshi Malhotra
2015; Kahouli et al. 2017; Kahouli and Handiri 2016). Bu etkiler, L. fermentum'un

bazi KZYA’ni iretebilme kabiliyetine sahip olmast agisindan kuvvetle
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iligkilendirilmektedir. Bu bakterinin kolon kanseri tedavisinde alternatif bir

biyoterapotik olarak antioksidan ve anti-kanser bilesikler tirettigi gosterilmektedir.

Bagirsaktaki bakteriyel fermantasyon ile tiretilen bazi KZYA’nin anti-inflamatuvar
etkilerinin oldugu gosterilmektedir. Ma ve ark. (2004) ¢alismalarinda L. reuteri'nin
insan bagirsak epitel hiicrelerinde sinyal niikleer faktor-kB (NF-xB) nukleer
translokasyon inhibisyonu yoluyla anti-inflamatuvar etkilere aracilik ettigini
gostermektedir (Ma, Forsythe, and Bienenstock 2004).

L. reuteri bakteri tiiriiniin kolon kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasimi Onleyecek
KZYA’ni iiretip iiretemeyecegini denemek amaciyla, bes farkli L. reuteri hattini
normal hiicre hatti besiyerinde yetistirmis ve kolon kanseri hiicrelerine bu
besiyerlerini uygulamislardir. Bu ¢alismayla KZYA’nin probiyotik L. reuteri
tarafindan tretilmesi potansiyeli degerlendirilirken ayni zamanda anti-proliferatif
etkileri in vitro olarak karsilastirllmaktadir. Elde ettikleri bulgulara gore L.
reuteri'nin KZY A’nin iretimi ile baglantili olarak kolon kanseri hiicresi biiylimesini
inhibe etmede 6nemli bir etkisinin oldugu tespit edilmistir. Boylece L. reuteri‘nin
anti-kanser ve anti-kanserojenik bilesikler iiretme kabiliyetinin varligi ile kolon
kanserinde potansiyel biyoterapotik etkisinin oldugu ileri stiriilmektedir (Meenakshi
2015):

Kanserli hiicrelerin apoptoz siirecinde kolonda gerceklesen fermantasyon {iriinii olan
butirat ile indiiklenmesi, kolorektal kansere karsi korunmada 6nemli bir mekanizma
olarak diisiiniilmektedir. Butiratin 6nemli bir etkisi histon deasetilazi (kromatin
gevsemesini engeller ve epigenetik olarak apoptotik gen ekspresyonunu
baskilanmasina yol agar) inhibe etmektir, butirat bu enzimi inhibe ederek spesifik
hiicre 6liim genlerinin baskidan kurtulmasi ile apoptozu indiikleyebilir (Dasari et al.
2017; Choi et al. 2006). Dahasi KZYA’nden olan butiratin kolon kanseri
hiicrelerinde apoptoza yol acarken normal hiicrelerde apoptozu baskilayarak bu
durumu gergeklestirmedigi de onceki galismalarda gosterilmektedir (Hague, Butt,
and Paraskeva 1996).

Kolon kanseri ic¢in alternatif biyoterapdtik potansiyeli oldugu diisiiniilen

Propionibacterium pentosaceus, Lactobacillus salivarius gibi insan kaynakli
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probiyotik bakteriler ile yapilan c¢alismada kanserli hiicrelerin inhibisyonu
sergilenmektedir. ~ Kolon  kanseri  htcrelerinin  proliferatif  inhibisyon
mekanizmalarinda probiyotik bakterilerin dogrudan kolon kanseri hiicrelerine
yapisabilecekleri veya trettikleri bazi KZYA’nden 6zellikle biitirik ve propiyonik
asitlerin sinerjetik sekilde etki gostererek anti-kanser 6zelligini tetikleyebilecegini
ileri stirmektedir (Thirabunyanon and Hongwittayakorn 2013).

Propionibacterium cinsine ait fermantasyon firiinlerinden bazi KZYA’nin insan
kolon kanseri hiicre hatlarindaki ROS {iretimini arttirdig1r arastirmalarda tespit
edilmistir. Bu durumun gerceklesmesinde bazi KZYA’nin indiiklenmesine bagli
olarak mitokondrial membran gegirgenliginde artis gozlenmis ve bu artisin hiicre igi
ROS olusumundaki ¢ogalmaya yol acgtigi rapor edilmistir (Dasari et al. 2017).
ROS’un mitokondrial membran gegirgenligine etkileri sonucunda anti-apoptotik Bcl-
2 aktivitesini degistirmesi, apoptotik kaspaz-3 aktivitesini artirmasi ve ¢ekirdekteki
kromatin stabilitesinin bozulmasini indiiklemesiyle birlikte apoptoz siirecinde rol

oynadi@1 gosterilmistir (Hu et al. 2015) (Hofmanova et al. 2014).

Lactobacillus’un, iki farkli deney modelinde yani meyve sinegi ve fare
bagirsaklarinda, endojen ROS olusumunun ve ROS'a bagli hiicre proliferasyonunun
giiclii indiikleyicisi oldugu gosterilmektedir. Buna ek olarak, Lactobacillus kaynakli
ROS Uretiminin ve hiicre proliferasyonunun bagirsak epitel hiicrelerinde fonksiyonel
olarak islevi bulunan Noxl1 (NADPH oksidaz 1) enzimine bagli oldugu ileri
siriilmektedir. Mikroorganizma tagimayan hayvan modellerinde ROS iiretimi
gerceklesmemekte ve bastirilmis  epitel hiicrelerin  bliylimesi  bu  durumla
iliskilendirilmektedir. Bu veriler sonucunda enterositlerde ROS {ireten bir enzimin
bakteri kaynakli aktivasyonunun hiicre proliferasyonunu etkiledigi ileri

strtlmektedir (R. D. Jones, Hancock, and Morice 2000; R. M. Jones et al. 2013).

Antikanser potansiyeline sahip olan Lactobacillus plantarum ile fermente edilmis
soya fasulyesi tohum pudrasi hazirlayarak HCT116 kolon kanseri htcrelerini bu
Oziitle inkiibe etmislerdir. Elde ettikleri sonuglarda, 6ziit kolon kanseri hiicrelerinde,
morfolojik degisikliklere, doza bagimli bi¢cimde hiicrelerin koloni olusumunda
azalmaya ve apoptotik hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Hiicrelerin 61Umu siirecinde

Oziitiin DNA fragmentasyonuna, oksidatif hasara ve indirgenmis mitokondriyal zar
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potansiyeline neden olarak HCT116 hicrelerinde apoptotik hticre o6liminu
indiikledigi ileri siiriilmektedir (Khan and Kang 2017). Calismada, L. plantarum ile
fermente edilmis soya fasulyesi 6ziitli pro-apoptotik Bax'in aktivasyonuna ve anti-
apoptotik Bcl-2'nin inhibisyonuna bunun sonrasinda da zayiflamis mitokondriyal
membran potansiyeliyle sitokrom-c'nin salinmasina neden olarak kaspaz aracili hiicre
6limiine neden oldugu gosterilmektedir. Bu c¢alisma, insan kolon kanserli HCT116
hlcrelerinde Lactobacillus plantarum fermente soya fasulyesi tohumunun apoptotik

roliinii ortaya koymaktadir.

Rat model organizmada 1,2-dimetilhidrazin (DMH) ile indiklenen kolon kanserinde
probiyotik bakteri tlrli Lactobacillus plantarum’un antioksidan ve antikanser
Ozellikleri arasindaki iliski incelenmistir. Bu c¢alismada, kanserli ratlarin kolon ve
plazmasinda artmis LPO iiriinleri, artmis antioksidan enzim aktiviteleri (siiperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon-S transferaz) ve markor enzim (alkalin fosfataz ve asit
fosfataz) aktiviteleri gozlemlenmistir. Kolon kanseri baglangici ya da diger
evrelerinde L. plantarum ile beslenen ratlarda LPO, antioksidan enzim aktiviteleri ve
markoér enzimlerin, kolonda ve plazmada oOlciilen degerlerin istatistiksel olarak
anlamli bir seviyede degisim gosterdigi gozlemlenmistir. Bu degisimler, zamana
bagl olarak L. plantarum takviyesi ile normale doniismiistiir. L. plantarum oncesi ve
sonrasi ratlarda ortalama tiimor hacmi ¢ap1 ve toplam tiimor sayisi istatistiksel olarak
azalma gostermistir. Ayrica, histopatolojik incelemelerde, kontrol grubu ile tedavi
edilen gruplar arasinda belirgin farklar gozlemlenmistir. Bu sonuglar, L.
plantarum’un, antioksidan bagimli bir mekanizma yoluyla ratlarda DMH kaynakli
kolon kanseri olusumunun gelisimini modiile edebildigini gostermektedir (Satish
Kumar et al. 2011). Apoptoza diren¢ gosteren kolon kanseri hiicresinde (Caco-2)
KZYA’nden biitiratin, anti-timoér 0Ozellik gosteren bir madde olarak apoptozu
indiklemesi test edilmektedir (Ruemmele et al. 2003). Biitirat, pro-apoptotik Bak
protein ekspresyonunu artirirken anti-apoptotik Bcl-x_ protein ekspresyonunu
diigirmektedir. Bunun sonucunda mitokondriden sitoplazmaya sitokrom-c'nin
salinmasi ile prokaspaz-9, -3 ve -1’in sirastyla aktive olup aktif kaspaz kaskadlarinin
olusmas1 siireci gergeklesmektedir (Ruemmele et al. 2003). KZYA’nden olan
biitiratin intrinsik apoptoz yolaginda anahtar enzimler olan kaspaz-3 ve kaspaz-1

aktivasyonu ile Caco-2 hiicre hattinda apoptozu indiikledigi gosterilmektedir.
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Bu tez kapsaminda hedefimiz probiyotik bakterilerden elde edilen protein lizatlarinin
HCT116 dogal tip (dt) ve p53-/- hiicrelerde hiicre sagkalim ve Oliimii, hiicre

¢ogalmasi tizerine etkilerinin gosterilmesidir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. MATERYAL

2.1.1. Bakteri Kiiltiirleri ve Besi Ortamlar:

Calismamizin amaci kolon kanserine yakalanma riskini azaltmada etkili olabilecek
metabolik aktiviteye sahip mikroorganizmalar olarak laktik asit bakterileri:
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus caseli,
Lactobacillus lactis ve Lactobacillus reuteri kullanilmistir. Bu ¢alismada
belirlenenen mikroorganizmalar Refik Saydam Hifzisihha Enstitiisii'nden temin
edilmistir. Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii (Leichmann) (ATCC®
9649™) den elde edilmistir. Ayrica karigik kiiltiir olarak ifade edilen bakteriler
probiyotik olarak Eczaneden satin alinan 7 farkli tiiriin bir arada bulundugu bir
trtinden c¢ogaltilmistir. Laktik asit bakterileri Mann Rogosa Sharpe (MRS)
besiyerinde ¢ogaltilmistir (EK D).

2.1.2. Kullanilan insan Kanser Hiicreleri

Insan kolon kanseri hiicre dizileri HCT 116 (CCL - 247), American Type Culture
Collection'dan (ATCC) satin alinmistir. Kolon kanseri p53-/- Dr. Bert Vogelstein'in
(Johns Hopkins Kimmel Kanser Merkezi) tiretimi ile elde edilmistir. HCT 116 dt ve
p53'/' DMEM ortaminda (PAN Biotech) biiyiitiilmiistiir.

2.1.2. Hiicre Kiiltiirii Donanimlari

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan materyaller Ek B’de yer almaktadir.

2.1.3. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar
Kullanilan cihazlar Ek A’de bulunmaktadir. Caligma kapsaminda kullanilan kimyasal

maddeler Ek C’de bulunmaktadir.
2.2. YONTEM
2.2.1. Bakteri Hiicre Stoklarinin Hazirlanmasi

Kullanilan bakteri hiicreleri, genomuna, hiicresel metabolik faaliyetlerine ve temel
fizyolojik Ozelliklerine goére uygun olan MRS sivi ve kati1 besiyerinde 37°C’de
gelistirilmistir. Bakteri stoklar1 %20 oraninda gliserol iceren besiyerinde -80° C’de

saklanmustir.
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2.2.2. insan Kolon Kanseri Hiicre Hatlarimn Hazirlanmasi

Insan kolon kanseri HCT116 dt (ATCC CCL-247) ve p53-/- (Bert Vogelstein
Howard Huges Medical Inst. Johns Hopkins Universitesi) kolon kanseri hiicreleri %5
CO2 igeren 37 ° C’de nemli atmosferde aseptik kosullar altinda biiyiitiilmislerdir.
Besiyeri icerisinde % 10 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu, standart DMEM,
%1 esansiyel olmayan aminoasit eki, 2mM glutamin ve 100 u / mL penisilin / 100 pg

/ mL streptomisin ortaminda hiicreler kiiltiire alinmislardir.

2.2.3. Bakteri Ozleri / Fraksiyonlar1 Hazirhk

MRS sivi besiyerinde gece boyu 37°C’de Kkiiltiire edilen laktik asit bakterileri,
yogunlugu Tablo 1 de belirtildigi gibi ge¢ log/erken sabit biiylime evresinde 10°
CFU/mL olacak sekilde gergeklestirilmistir. Laktik asit bakterilerinin OD600 deki

optik yogunluklar1 spektrofotometre ile dlgiilmiistiir.

Tablo 2. 1. Gece boyu 37°C’de kiiltiire edilen laktik asit bakterilerinin OD600 optik
yogunluklarinin gosterimi

Laktik Asit Bakteri Adi 0OD600
Lactobacillus acidophilus |2.812
Lactobacillus bulgaricus 2.479
Lactobacillus casei 2.402
Lactobacillus lactis 2.507
Lactobacillus reuteri 2.729
Lactobacillus karisik 2.728

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus lactis ve Lactobacillus reuteri bakterileri MRS sivi besiyerinde gece
boyu kiiltiire edildi ve hiicre yogunlugu 10° CFU/ml'e ayarlandi. Bakteri kiiltiirt iki
kez santrifujlenir (1700 g, 15 dakika, 4 °C) ve 0,22 um'lik bir filtreden gegirildi. Isi-
6limla sonike (HK-SON) fraksiyonu eldesi igin bir gece boyunca Uretilen bakteri
kilttirleri 100 °C'de 40 dakika 1sitildi ve her 10 dakikada bir karistirildi. Is1 ile
Oldiiriilmiis bakteri kiiltiirleri daha sonra sonike edildi (10 tur, 1 dakika/round,% 70
genlik, S0W) ve ardindan santriftij edildi (13000 g, 40 dakika, 4 °C). Bakteri
kltirlerinden elde edilen oziitlerin protein konsantrasyonu, Bradford yontemiyle
belirlendi. 96 kuyucuklu petriye 1,5 pg/pl konsantrasyona sahip sigir serum albumin
(BSA) artan miktarlarda (1.5, 3, 4.5, 6 pg) kullanilarak standart bir egri elde edildi.

29



Proteinler tizerine 200 ul Bradford soliisyonu eklenerek 5 dakika karanlik ortamda
inkiibe edildi. Mikroplaka okuyucuda 595nm’de elde edilen absorbans degerleri

kullanilarak ve protein konsantrasyon degerleri hesaplandi.

2.2.4. Mikroskobik Yoéntemler

2.2.4.1. Isik Mikroskobu
HCT 116 yabanil tip ve p53-/- hlcresinin giinlik durumu ve morfolojisi SOID XDS-

1B 151k mikroskobu ile incelenmistir.

2.2.4.2. Floresan Mikroskobu
Propidyum Iyodiir (PI) Boyama

Hiicre oliimiiniin degerlendirilmesi amaciyla Propidyum Iyodiir boyamas: yapilir.
Kolon kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 1x10* hiicre/kuyu
olacak sekilde ekim yapildi. Ardindan, bakteri oziitlerinden elde edilen protein
orneginden 500 pg 48 saat boyunca hiicrelere uygulandi. Her bir kuyucuga 2 pl/ml
Pl (40 mg/ml) uygulanarak 30 dakika boyunca 37°C inkiibe edildi. Floresan
mikroskobunda ile 6lii hiicrelerin tayini gergeklestirildi (Ex/Em: 577/590 nm, Olympus
1X70).

3,3’ Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir (DIOC6) Boyama

Kolon kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 1x10* hiicre/kuyu
olacak sekilde ekim yapilmistir. Bakteri dziitlerinden elde edilen protein drneginden
500 pg 48 saat boyunca hiicrelere uygulandi. Her bir kuyucuga 1 nM DiOC6
eklenerek 15 dakika 37°C inkibe edildi. Boyanan hucreler floresan mikrsokobunda
incelendi (Ex/Em: 488/ 525 nm, Olympus 1X70).

2.2.5. Koloni Olusturma Deneyi

Kolon kanseri hiicreleri 3x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyulu petrilere
ekildikten sonra, hiicrelere bakteri protein 6ziitii uygulamast 500 pg olacak sekilde
yapildi. 48 saat sonra medya atilip, yerine yeni besiyeri konuldu. Hiicreler yaklasik
10 giin boyunca 37°C’ de % 5 CO; iceren hiicre inkubatorinde inkube edildi.
Ardindan koloni olusturan hiicreler Metanol/Aseton ile fikse edilir ve % 0,5 Kristal

Viyole ile boyanir. Koloni sayimlar1 gerceklestirilir.
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2.2.6. ELIZA testi
Bakteri fraksiyonlarindan elde edilen proteinlerin, kolon kanseri hicrelerinde

inflamasyon belirteci olan sinyal yolaklarina etkisinin belirlemek {izere PathScan
Inflamsyon ¢ok-hedefli sandvi¢ ELIZA kit (CST) kullanild1. Kolon kanseri hiicreleri
1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapildi. 48 saat boyunca 500 pug/ml bakteriden
elde edilen protein 6ziitii uygulandi. Protokole uygun olarak, 1x hiicre lizis tamponu
ile protein izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen total protein konsantrasyonu
Bradford yontemi ile belirlendi. Pathscan’in mikrokuyucuklarina 200 pg olacak
sekilde 1:1 oranda diliisyon tamponu ile birlestirilerek dagitildi ve gece boyu
+4°C’de inkiibe edildi. Ardindan, mikrokuyucuklarda bulunan igerik atildi ve
kuyucuklar 200 pl yikama tamponu ile 4 defa yikandi. Yikama islemini takiben, 100
pl primer antikor (NF-kB p65, P-NF-kB p65 S536, p-SAPK/IJNK (Thr183/Tyr185))
ile 1 saat 37°C° de inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminin ardindan yikama islemi
tekrarlandi. 100 pul HRP-bagli sekonder antikor ile 30 dakika 37°C inkiibe edildi.
Yikama islemi tekrar edildi. Antikorlar ile inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra
TMB tamponu ile 10 dakika 37°C’de inkiibe edildi. STP soliisyonu her
mikrokuyucuga eklendi. Baslangi¢ rengi mavi iken, STOP soliisyonu eklenmesinin
ardindan renk degisimi sar1 olarak gozlendi. ELIZA okuyucuda 450 nm’de
okutularak renge bagli degisimler saptandi. Buna bagli olarak grafik olusturuldu.

2.2.7 Yara iyilesmesi deneyi

Her kuyuya 100.000 hiicre ektik, hiicreler yapistiktan sonra 100ul pipet ucuyla her
kuyuda c¢izgi cizerek yara agtik, yara agma sonrasi kalkan hicreleri ortamdan
uzaklastirmak i¢in kirli medyay: attik 1 mL 1xPBS ile yikama yaptik sonrasinda
IxPBS i1 de atip 2 mL temiz medya koyup dozlarina goére ilaglamalar1 yaptik.
Sonrasinda 0. saat 24. saat ve 48. saat ¢ekimlerini yaparak acti§imiz yaralarin

kapanma derecelerini inceledik.

2.2.8. Istatistiksel Analiz
Elde edilen verilerin arasindaki farklar deney sonuclarinin ortalamasi alindiktan

sonra standart sapma degeri ile sunuldu. Yapilan bakteri oziitlerinden elde edilen
protein uygulamasinin, uygulanmamis olan kontrol 6rneklere gore farkliliklar t-test

uygulanarak gosterildi ve 0,05 anlamlilik seviyesine gore p degeri hesaplandi.
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3. SONUCLAR
3.1. Bakteri Karakteristiklerinin Tanimlanmasi

Bakterilerin  karakteristik 0zellikleri Gram Boyama ile MRS besiyerinde
blydtildikten sonra kontrol edildi. Bu amacla tum hicrelere Gram Boyama
protokolii uygulandi ve biiylime sicakliklarinin kiiltiir ortaminda optimizasyonu
gerceklestirildi.

Tum bakteriler Gram boyama sonuglarina gore Gram pozitif olarak
degerlendirilmistir.

3.2. Isik Mikroskobu Hiicre Morfolojisinin izlenmesi

Laktik asit bakterilerinden elde edilen protein 6zdtinin, kolon kanseri hcre
biiylimesine olan inhibe edici etkisi, 151k mikroskobu ile incelenmistir. Bakterilerden
elde edilen protein lizatlar1 (500 pg/ml) olacak sekilde 48 saat boyunca hiicrelere
uygulanmis 11k mikroskobunda genel olarak hiicre morfolojileri incelenmistir (Sekil
3.1). Bakteri protein lizatlarinam maruz kalan HCT116 dt kolon kanseri hiicrelerinde
sirasi ile L. bulgaricus, L. casei, ve L. lactis hiicre sayisinda/yogunlugunda azalmaya
neden olmustur. Benzer sekilde L. casei, ve L. lactis HCT116 p53-/- hiicrelerinde

yogunlugun azalmasina neden olmustur.
3.3. DiOC6 ile Mitokondri Membran Potansiyelindeki Degisimin izlenmesi

Benzer sekilde elde edilen protein lizatlarinin kolon kanseri hiicrelerine
uygulanmasini takiben, hiicrelerde mitokondri membran potansiyeli DiOC6 boyama
ile tanimlanmigtir. Mitokondri membran potansiyelindeki degisimleri hiicre
yogunlugunun azalmasi ile iligkili olarak potansiyel hiicre 6limui Gzerindeki etkileri
gostermesi planlanmistir. Bu amagla 48 saat boyunca bakteri protein lizatlarina (500
pg/ml) maruz birakilan hiicrelerde DiOC6 boyamasi gerceklestirilmis ve Ornekler

floresan mikroskobunda incelenmistir (Sekil 3.2.).

Hiicre kolonilerine de bakilarak, yogunlugun iyi dagilmamasina ragmen hiicrelerde
DiOC6 ile boyama oranmin uygulama yapilmayan kontrole oranla dnemli olgiide
azaldig1 dikkati cekmektedir. Kontrole oranla yapilan nicel gozlemde, floresan
boyama oraninin p53-/- HCT116 kolon kanseri hiicrelerinde tiim 6rneklerde azaldigi

belirlenmistir.
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Bununla beraber 151k mikroskobu gozlemlerinden farkli olarak L. acidophilus, L.
bulgaricus ve L. reuteri uygulamast HCT116 dt kolon kanseri hiicrelerinde DiOC6

boyama yogunlugunda kontrole oranla azalmaya neden olmustur.

Benzer sekilde HCT116 dt hiicrelerde karisik probiyotik kiiltiir olan ticari iiriinden
elde edilen protein lizati etki gostermis ve kontrole oranla DiIOC6 boyama

yogunlugunda azalmaya neden olmustur.
3.4. Propidyum lIyodiir ile Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi

HCT116 dt ve p53-/- kolon kanseri hiicre hatlarinda bakteri protein lizatlarinin hiicre
canliligmma ket vurma ve bdylece hiicre Oliimiinine neden olmasi potansiyeli
propidyum iyodiir (PI) boyama ile irdelenmistir. Hiicreler 48 saat boyunca daha 6nce
gerceklestirilen 151k mikroskobu, DiOC6 boyama deneyleri ile ayn1 yogunlukta Petri
kaplarina ekilmis ve ardindan PI boyamasi gerceklestirilmistir (Sekil 3.3).

PI boyamas1 sonuglarina gore her bir bakteri lizatina maruz birakilan kolon kanseri
hiicresi uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri ile karsilagtirilmistir. DiOC6 boyama
orneklerinde goriilen sonuglara benzer sekilde PI boyamasi yogunlukla HCT116 p53-
/- kolon kanseri hiicrelerinde gozlenmis, ancak L. acidophilus’un etkisi sinirh
kalmistir. HCT116 dt hiicreler incelendigi zaman, en fazla hiicre olimi L.
acidophilus uygulamasi yapilan hiicrelerde gézlenmis, diger uygulama orneklerinde

ise kontrole oranla PI boyanan hiicre sayisinda artis gézlenmistir.
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Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
acidophilus bulgaricus casei lactis reuteri Karisik

Sekil 3. 1. Hucre morfolojisinin HCT116 dt ve p53-/- kolon kanseri hiicrelerinde bakteri protein uygulamasini takiben 48 saat sonrasinda
goOsterimi. 100x buyutme

Kontrol

HCT116
dt

HCTI116
p53-/-
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Lactobacillus Lactobacillus  Lactobacillus  Lactobacillus  Lactobacillus  Lactobacillus
acidophilus bulgaricus casei lactis reuteri Karisik

Sekil 3. 2. Hiicrelerde mitokondri membran potansiyelinin DiOC6 boyasi ile HCT116 dt ve p53-/- kolon kanseri hiicrelerinde bakteri
protein uygulamasini takiben 48 saat sonrasinda gosterimi. 100x biiyiitme

Kontrol

HCT116
dt

HCT116
p53-/-
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Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
acidophilus bulgaricus casel lactis reuteri Karisik

HCT116
dt
HCT116
p53‘l"-

Sekil 3. 3. Hicre 6liimiiniin belirlenebilmesi amact ile HCT116 dt ve p53-/- kolon kanseri hiicrelerinde bakteri protein uygulamasini
takiben 48 saat sonrasinda propidyum iyodiir (PI) boyama sonuglar1 floresan mikroskop ile incelendi. 100X buyiitme

Kontrol
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Lactobacillus ~ Lactobacillus  Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus  Lactobacillus
acidophilus  bulgaricus casei lactis reuteri Karisik

Kontrol

HCT116
dt

HCT116
p53-/-

Sekil 3. 4. HCT116 dt ve p53-/- kolon kanseri hiicrelerinin koloni olusturma potansiyeli 48 saat boyunca hiicreler bakteri protein lizatlarina
maruz birakildiktan sonra yeni besiyerinde 7 giin boyunca takip edildi. Fikse edilen hiicreler kristal viyole ile boyanarak koloni olusturma
potansiyelleri irdelendi.
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3.5. Koloni Olusturma Deneyi

Hiicrelerin bakteri protein lizatlart uygulanmasi sonucunda koloni olusturma
potansiyelleri koloni olusturma deneyi ile test edilmistir. Koloni olusturma
potansiyeli uygulama yapilmayan hiicrelere gore karsilastirllmistir (Sekil 3.4).
Onceki deney sonuglarimiz ile uyumlu olarak p53-/- HCT116 kolon kanseri
hiicrelerinde tiim bakteri protein lizatlar1 koloni formasyonuna kontrol hiicrelere
oranla ket vurmustur. Yine PI sonucu ile uyumlu olarak L. acidophilus koloni
olusturma potansiyeline en fazla ket vuran bakteri tipi olarak belirlenmistir. HCT116
dt kolon kanseri hiicrelerinde tiim bakteri lizatlar1 koloni ¢apina ket vurucu etki

goOstermekle birlikte, en az etki L. casei uygulamasi sonrasinda gosterilmistir.

Ticari Urinde gorilen koloni formasyonundaki azalma karma kdltirlerden elde
edilen protein lizatlarinin da bakterilerin tek basina etkisi kadar anlamli diizeyde

koloni formasyonuna ket vurucu etki gosterdigine dikkati ¢ekmistir.
3.6. Enflamasyon ile Molekiiler Hedeflerdeki Degisimleri Gosterilmesi

HCT116 dt ve p53-/- kolon kanseri hiicrelerinde bakteri protein lizatlarinin
etkilerinin molekiiler diizeyde tanimlanmasina yonelik olarak PathScan Inflammation
Sandvi¢ ELIZA testi segili bakteri gruplar icin gerceklestirildi. Bu hedefler iginde
hiicre sag kalimi1 ve dliimiinde bir¢ok sinyal yolaginda etkili olan NF-kB ve p-NF-kB
miktarlar1 uygulama yapilmayan kontrole oranla ELIZA testi ile belirlenmistir (Sekil
3.5). Ayrica hiicrelerde stres kararinin tanimlanmasina yonelik olarak p-SAPK/INK

ile ilgili olarak ELIZA testinde veri eldesi gerceklestirilmistir.

Sandvig ELIZA testine gére NF-kB miktarlarinda artis goriilmekle beraber, p-NF-xB
diizeylerinde anlaml1 bir artis gézlenmemistir. Ancak p-SAPK/JNK sonuglarinin hem
L. acidophilus hem de karma kiiltiirii temsilen kullanilan ticari probiyotik tiriinden
elde edilen protein lizatlar1 ile HCT116 dt hiicrelerinde azaliyor olmasi hiicre stres
kararinin alinmasinda bakteri lizatlarinin enflamasyon ile ilgili siireglerde etkili

olabilecegini gostermektedir (Sekil 3.6).

HCT116 p53-/- kolon kanseri hiicrelerinde 6zellikle probiyotik karma kaltirden elde

edilen NF-kB miktarlarinda kontrole oranla artis goriilmekle birlikte L. acidophilus
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bu hedefler tizerinde etkili olmamistir. Bu sonuglara uyumlu sekilde p-NF-xB

miktarinda L. acidophilus uygulamasi sonucunda azalma gozlenmistir (Sekil 3.7).

Benzer durum p-SAPK/INK sonuglarinda da goézlenmistir. Bu durumda hiicrelerde
karma kiiltiir kontrole benzer bir etki gdstermistir. Dt ve p53-/- HCT116 kolon
kanseri hiicreleri arasinda goriilen bu farkli cevap mekanizmasi fonksiyonel p53°iin
enflamasyon ile ilgili molekiiler karar mekanizmasindaki Onemini ortaya

koymaktadir.

Sekil 3. 5. HCT116 dt ve p53-/- kolon kanseri hcrelerinin enflamasyon ile ilgili
molekiiler markirlara iliskin kolorimetrik ELIZA sonuglar1 Abs 450 nm de okumasi
yapilmuistir.
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Sekil 3. 6. HCT116 dt kolon kanseri hticrelerinin enflamasyon ile ilgili molekuler
markirlara iliskin kolorimetrik ELIZA sonuglarinin protein miktari ile normalize
edilen verilerinin sunumu. Kolon grafikler 2 tekrarli deney sonuglarinin Ort+Std.hata
olarak yer almaktadir.
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Sekil 3. 7. HCT116 p53-/- kolon kanseri hucrelerinin enflamasyon ile ilgili
molekiiler markirlara iliskin kolorimetrik ELIZA sonuglarinin protein miktar1 ile
normalize edilen verilerinin sunumu. Kolon grafikler 2 tekrarli deney sonuglarinin
Ort+Std.hata olarak yer almaktadir.

3.7. Yara iyilesmesi deneyi

Yara iyilesme deneyleri ile test Hiicreler wound healing assaye tabii tutulduklarinda
yaranin kenarinda duran hiicreler ge¢ici Burada tedavinin etkinligini goriiyoruz
Kontrol yogunlugu eksikliginden 24 saat sonra kontrole kiyasla Kontrolln
daraldigini ve hiicrelerin biriktigini ve 6l¢iimiin azaldigini goriiyoruz. Protein
uygulama edilen diger tiim hiicreler daha ag¢ik ve daha az yogun iken. Lactobacillus
acidophilus ve Lactobacillus lactis Lactobacillus karisik Yara a¢ilmasinda artis
gorlyoruz .
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yara mesafesi (pm)

Lactobacillus Lactobacillus
Kanigik

reuteri

Sekil 3. 8. HCT116 dt Yara iyilesmesi deneyi kolon kanseri hiicrelerinde bakteri
protein uygulamasini takiben 0 saat , 24 saat , 48 saat sonrasinda gosterimi. 10x
blyltme

450

350

300

250

200

150

100

B 0 saat

B 24 =aat

W 48 =aat

kontrol HCT116  Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactebacillus
acidophilus bulgaricus cazel lactis reuteri karisik

Sekil 3. 9. HCT116 dt kolon kanseri hiicrelerinin sonuglarinin protein miktari ile
normalize edilen verilerinin sunumu. Kolon grafikler tekrarli deney sonuglarinin 48
saat sonra yapilan tiim tedaviler tedavinin iyi sonuglarini géstermektedir Ort£Std 245

um

42



yara mesafesi (um)

Kontrol lﬁm “;""”",‘”““ Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
ulgaricis casei lactis reuteri

24 SAAT

48SAAT |
p53-/-

Sekil 3.10 HCT116 p53-/- Yara iyilesmesi deneyi kolon kanseri hiicrelerinde bakteri
protein uygulamasini takiben 0 saat , 24 saat ,48 saat sonrasinda gosterimi. 10x
blyutme

600

500

400

300 B 0 saat
B 24 saat
W 48 saat

200 -

100 -

D —
kontrol HCT116 Lactobacillus  Lactobacillus  Lactobacillus  Lactobacillus  Lactobacillus  Lactobacillus
p53-/- acidophilus bulgaricus casei lactis. reuteri karisik

Sekil 3.11. HCT116 p53-/- kolon kanseri hicrelerinin sonuglarinin protein miktari ile
normalize edilen verilerinin sunumu. Kolon grafikler tekrarli deney sonuglarinin 48
saat sonra yapilan tiim tedaviler tedavinin iyi sonuglarini géstermektedir Ort£Std 233
pm
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4. TARTISMA

Gunimuzde kolon kanseri vakalarmin artig gosteriyor olmas: ve kanserden 6lim
oranlarinda kolon kanserinin hem kadin hem de erkek popiilasyonunda diinya
capimnda Oncii kanserlerden birisi olmasi nedeni ile kanserin nedenleri, yeni
tedavilerin gelistirilmesi gibi konularda aragtirmalar yogunlukla devam etmektedir.
Bu nedenle kolon kanseri biiyiik bir halk sagligi problemi olarak her yil yaklagik 1,2
milyon yeni vaka yeni nesil tedavilere ve koruma stratejilerine ihtiya¢ duymaktadir.
Yaklasik % 40'lik 6lim oraniyla diinyadaki en yaygin tgiincl kanser olarak kabul
edilmektedir. Kolon kanserinin nedenleri arasinda gosterilen genetik bozukluklarin
yanisira 6nemli c¢evresel sorunlardan biri yeme aligkanliklari, gidalarin tiiketilme
sekilleri ve dolayisi ile bagirsak mikrobiyotasi, kanserden korunma stratejilerinde
ozellikle bagirsak mikrobiyotast iizerinde olumlu etkileri oldugu bilinen

laktobasillerin 6nemi ortaya koymaktadir (Hirayama and Rafter 2000).

Probiyotik bakterilerin bozulan bagirsak mikrobiyotasinda “disbiosise” engel teskil
etmeleri nedeni ile kisilerin beslenmelerinde probiyotikten zengin gidalar ile
beslenmesinin kansere karsi Onleyici olabilecegi ifade eidlmektedir. Ayrica steroid
olmayan anti-enflamatuar ajanlarin (aspirin gibi) COX ailesi uUzerinde etkili olarak
kolon kanseri Uzerinde anti-enflamatuar etkiler Onleyici oldugu gdosterilmistir
(Janakiram and Rao 2014). Kolon kanserinin énemli nedenlerinden biri olarak
gosterilen enflamasyon konusunda tiim stratejilerin kolon kanseri gelisimi ve koti
prognozunda etkili olabilecegine yonelik bircok metal analiz sonucu dikkati
cekmektedir. Bu anlamda en dikkat g¢ekici verilerden biri enflamatuar bagirsak
hastaliklarina sahip bireylerde kolon kanserine yakalanma risk oraninin 6 kat daha

fazla olarak gosterilmesidir.

Tez kapsaminda laktobasillerin temelde kolon kanseri hiicrelerinde molekiiler
etkilerine yonelik Oncii sonuglarinin tanimlanmasi amaglanmis olup, ayrica ticari
probiyotik Urlnlerin bakteri suslarinin tek basina etkileri ile karsilastirmali olarak
hiicre sag kalimi, 6liimii agisindan irdelenmistir. Ayrica enflamasyon ile iligkili
bir¢cok genin transkripsiyonunu saglayan NF-xB ve p-NF-kB miktarlar1 gosterilmis,
stres ile iligkili yanit mekanizmasi ve hiicre 6liimii arasindaki iliskinin tanimlanmasti

icin p-SAPK/JINK hedefindeki degisimler L. acidophilus ve probiyotik ticari riinden
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elde edilen karma bakteri kiiltlirii lizatlar1 i¢in degerlendirilmistir (Giirsoy, Kinik,

and Gonen 2005).

Giliniimiizde, probiyotik kullanimi, kanser tedavisi ve 6nlenmesi i¢in umut vaat eden
bir stratejiyi temsil etmektedir. Probiyotikler “yeterli miktarda kullanildiginda
konaga saglik yarar1 saglayan canli mikroorganizmalardir”. En yaygin probiyotik
tarleri, Bifidobacterium ve Lactobacillus cinsine aittir (R. M. Jones et al. 2013).
Ilging bir sekilde, epidemiyolojik ¢alismalar, diizenli olarak fermente siit iiriinleri
(probiyotik iceren), ozellikle yogurt tiikketen saglikli goniillilerde kolon kanseri
insidansmin daha diisiik oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, probiyotiklerin
antikanser etkilerini (30 yildan fazla bir siiredir biriken) tesvik edici gozlemlerine
ragmen, molekiiler nedenleri tam olarak heniiz aydinlatilamamigtir. Probiyotik
bakterilerin kolon kanseri baslangicina karst olumlu etkileri ii¢ farkli mekanizma ile
aciklanabilir: (i) immiin tepkinin modiilasyonu, (ii) hiicre apoptozunun indiiklenmesi
veya (iii) antioksidan aktivitenin diizenlenmesi. Daha Once gerceklestirilen
deneylerde bir gida takviyesi olan VSL3'Un (sekiz probiyotik bakterinin bir karigimi),
immiin tepkimeyi modiile ettigi gosterilmistir. Cesitli kimyasallar ile tetiklenen kolon
kanseri modellerinde ayrica Laktobasillerin onleyici etkileri gosterilmistir. Ayrica,
Lactobacillus gasseri ve Bifidobacterium longum'un hicresel proliferasyonu inhibe
ettigi ve 1,2-dimetilhidrazin (DMH) ile iliskili bir CRC modelinde fagositik
aktiviteyi arttirdigl ve bdylece aberrant kript odaklarinin ¢ogunun tiimor boyutunu
azaltici etki gosterdigi bilinmektedir. Ek olarak, onemli bir probiyotik sus olan
Lactobacillus casei Shirota, dogal katil (NK) hiicreleri dendritik hicrelerin sitokin
salgilari lizerinde etkili olarak kimyasal olarak tetiklenen kolon kanseri tumdrlerinde

baskilayict etki gostermistir.

Probiyotik susu L. casei BL23 ile gerceklestirilen literatiirde yer alan verilerde (Choi
et al. 2006), kimyasal indukleme ile meydana getirilen kolit modelinde, anti-
enflamatuar etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, L. casei BL23, insan
papilloma virisi (HPV) ile tetiklenen kanserlerde antitimoral etkiyi immun

modiilasyon ile gosterdigi tantmlanmistir .

HCT116 dt kolon kanseri hicrelerinde L. casei’den elde edilen protein lizatlari
koloni formasyonuna kontrol hiicrelere oranla ket vurmamis, ancak p53 -/- kolon

kanseri hiicrelerinde diger tiim probiyotikler gibi ket vurucu etki gostermistir
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(Fichera and Giese 1994). Bu nedenle L. casei’nin deney modelinde protein lizatlari
onceki literatiirde yer alan deney sonuglart kadar etkili olmamistir. Bu nedenle L.
casei uygulama modelinde bakterinin kendisinin canli olarak anti-enflamatuar etki
gosterdigi, protein lizatlar1 ile benzer etkinin goriilmedigi sonucuna varilmistir.
Ancak p53’iin yoksunlugu durumunda tiim bakterlerden elde edilen lizatlarin etkili
sonuglar ortaya ¢ikarmasi nedeni ile genetik alterasyonlarin ¢ok sik goriildiigii kolon
kanseri vakalarinda probiyotik bakterilerden elde edilen bakteri proteinlerinin etkili

olabilecegi sonucuna varilmaistir.

L. casei ile ilgili bagirsak enflamatuar hastaliklari ve kolon kanseri ilgili onceki
literatiir verilerine gore kolon kanseri hastalarinda mikrobiyotadaki bozukluklar 16S
rDNA ile feceste fare modelinde tanimlanmustir. Farelere L. casei BL23’iin verilmesi
ile mikrobiyotadaki gesitlilik artmig ve Firmicute/ Bacteroidetes oraninin
degismesine neden olmustur. baskinligi azalmistir (Choi et al. 2006). Ancak diski
sonuclarinin tiim bagirsak mikrobiyota toplulugunu baz almasi yiliksek potansiyelde
olmakla birlikte, kolonda gorilen tumor mikrocevresindeki miktobiyal topluluk
degisimlerini gosterme potansiyeli sinirlidir. Bu nedenle ileride tiimdér modelinde,
timor mikrogevresinde bakteri topluluklarinin tanimlanmasin, ilgili metabolitlerin

ortaya ¢ikartilmasidir.

Tez kapsaminda koloni formasyonuna HCT116 dt hiicrelerinde ket vuran L.
acidophilus ile iliskili literatiir verisi derlendiginde kolon kanseri baglaminda
enflamasyonun tumor tesvik edici roliine yonelik olarak oral yolla alinan
Lactobacillus acidophilus patojenik bagirsak enflamasyonu pasiflestirici etki
gosterdigi ifade edilmektedir (Kailasapathy 2014). Bu nedenle kanserlesme oncesi
potansiyel malign doniisiim gosterebilecek kolon poliplerinin azaldigr gosterilmistir.
Pro ve anti enflamatuar sitokinlerdeki degisimlere neden olan Lactobacillus
acidophilus timdr mikrogevresinde immun modulasyon ile terapotik potansiyele
sahiptir (De Roos and Katan 2000; Kahouli et al. 2017).

Tez sonucunda ¢ikan verilerin daha fazla hiicre modelinde etkilerinin dogrulanmast,

molekiiler mekanizmalarin agiklanmasi i¢in 6nem arz etmektedir.
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6. EKLER

EK A: Cihazlar

Tablo 2 . Kullanilan cihazlar listesi.

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Santrufij 5417R Eppendorf

Santrifuj (Buyik) 5810R Eppendorf

Spin minispin plus SNO0708 LabNet

Hassas Tarti LE6202S Sartorius

Mikropipet (0,5 pl-10 pl) EH52836 Thermo

Mikropipet (20 pl-200 pl) EH46925 Thermo

Mikropipet (200 pl-1000 pl) | T27274 Thermo

Otoklav OT032 Niive

Distile Su TANKPEO30 Millipore Direct Q-5UV
pH Metre N315 SEM/Mettler Toledo
Derin Dondurucu (-80 °C) 2041D Arcelik

Buzdolabi (No frost) 4263TMB Arcelik

Vorteks SA8 Stuart/ProLab

Dry heat sterilizer FN120 Nive

Nanodrop BO-GA

Gii¢ Kaynag1 PowerPac/Basic BioRad

Laminar Flow Model: 12469,2000 HeraSafe

Inverted Mikroskop Model: XDS-1B SOIF

Inkiibator Heracell 150 Thermo

Fluoresan Mikroskobu Model: 1X71 Olympus

Distile Su Cihazi TANKPEQ30 Millipore Direct Q-5UV
Santrifij NF 200 Nive
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Dondurucu (-20 °C) Arcelik
M'kroplaka okuyucu 680 biorad
Sonikator Farmakim
iMark Microplate Reader Gen-Era
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EK B: Hicre Kaltlru

Tablo 3. Hiicre kiiltiirii donanimlar

ADI URUN KODU FIRMA ADI
McCoys 5A Pan BioTech
6 kuyucuklu petri 92012 TPP

96 kuyucuklu petri 92096 TPP

25 santimetrekarelik hticre 90026 TPP
biiyiitme kaplari

75 santimetrekarelik hicre 90076 TPP
biiytlitme kaplar1

Steril pipetler (5 ml) 94005 TPP

Steril pipetler (10 ml) 94010 TPP

Siringa filtreleri (0,22pum) 99722 TPP
Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco
Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco

Fetal Bovine Serum 10500-064 Gibco
Filtreler (0.22) 99722 TPP
Hemositometre Heracell 1150 Neubauer
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EK C: Kullanilan Kimyasallar

Tablo 4. Deneylerde kullanilan kimyasallar

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED
DiOC6 2129966 Fluka

Pl D1306 Invitrogen

Protein izolasyonu 78501 Thermo

Tamponu

PBS BE17-51-5F LONZA

BSA A2153-10G SIGMA-ALDRICH
Asetik Asid 27225 SIGMA-ALDRICH
DMSO D5879 Sigma-Aldrich
Kresylviolett 1.05235.0025 Merck
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EK D: Bakteri Kultiru

Tablo 5. deneylerde kullanilan Bakteri'ler kiiltiirii

URUN ADI URUN KODU FiRMA ADI
MRS agar 1.10660.0500 MERCK
MRS broth 1.10661.0500 MERCK
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