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OZET
Streptococcus salivarius M18 HUCRESIZ SUPERNATANTININ, PATOJEN
BAKTERILERDE ANTI-BAKTERIYEL VE KOLON KANSERIi HUCRELERINDE
ANTI-KANSER ETKILERININ ARASTIRILMASI

Son yillarda canli probiyotik mikroorganizmalarin kullanima alternatif olmak {izere
“postbiyotik™ olarak adlandirilan mikrobiyal tiirevli biyomolekiillerin kullanimi1 oldukga dikkat
cekici konulardandir. Hiicresiz siipernatantlar s6z konusu oldugunda postbiyotikler,
probiyotikler tarafindan salgilanan enzimler, vitaminler, biyo yiizey-aktif molekiiller, amino
asitler, peptitler, organik asitler gibi metabolik iiriinleri kapsar. Insanda tiikiiriik, anne siitii,
bagirsak ve diski orneklerinde varligi saptanan Streptococcus salivarius, Gram-pozitif ve
fakiiltatif anaerobik bir bakteri olup, oral mukozanin baskin bir tiiridiir. S. salivarius yaygin
olarak dil dorsumunda ve farengeal mukozada bulunur. Streptococcus salivarius M 18, saglikli
bir yetiskinin agiz boslugundan izole edilmis bir probiyotik sustur. Bu tez c¢alismasinda S.
salivarius M18 hiicresiz siipernatantinin, insanda pek ¢ok farkli enfeksiyondan sorumlu
olmanin yani sira gida patojenleri arasinda da yer alan iki Gram-negatif patojen, Pseudomonas
aeruginosa ve Klebsiella pneumonia, iizerindeki anti-patojen etkileri arastirilmis olup,
probiyotik siipernatantinin patojen biiyiimesini ve biyofilm olusumunu inhibe ettigi, ayrica
patojenleri antibiyotige karsi hassaslastirdigi gosterilmistir. Calismada ayrica S. salivarius M18
hiicresiz siipernatantinin kolon kanseri hiicreleri tizerindeki anti-kanser etkileri in vitro olarak
incelenmis olup, MI18 susu hiicresiz siipernatantinin kolon kanseri hiicreleri tizerinde hiicre
biiylimesini inhibe edici ve apoptotik etki gosterdigi ve sdz konusu etkinin bir prebiyotik olarak
iniilin  kullanim1 ile arttigi goriilmistiir. En Onemlisi de S. salivarius M18 hiicresiz
sipernatantinin bu anti-kanser etkisinin kanser mikrogevresine spesifik bir etki oldugu
gosterilmistir. Ozetle, tez ¢aligmasi ile elde edilen veriler S. salivarius M18 hiicresiz
slipernatantinin anti-patojen ve anti-kanser etkilerini ortaya koymakta olup, calismanin
sonuglari kolon kanseri ile iliskili olmak iizere kolon mikrobiyotas: disbiyozunun, oral
mikrobiyotadan da etkilendiginin gosterildigi glincel literatiir bilgileri acisindan

degerlendirildiginde olduk¢a 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Streptococcus salivarius M18, Hiicresiz Siipernatant, Kolorektal Kanser,
Patojen, Biyofilm



ABSTRACT
THE CELL-FREE SUPERNATANT OF Streptococcus salivarius M18,
INVESTIGATION OF ANTI-BACTERIAL EFFECTS ON PATHOGENIC
BACTERIA AND ANTIi-CANCER EFFECTS ON COLON CANCER CELLS

In recent years, there is an increasing attempt to develop potential approaches as an alternative
to the use of live probiotic microorganisms. In the case of cell-free supernatants, postbiotics
include the secreted metabolic products such as enzymes, vitamins, bio-surface-active
molecules, amino acids, peptides, and organic acids. Streptococcus salivarius, found in human
saliva, breast milk, intestine, and stool samples, is a Gram-positive and facultative anaerobic
bacteria. Being the dominant type of oral mucosa, S. salivarius is commonly found in the
dorsum of the tongue and pharyngeal mucosa. Streptococcus salivarius M18 is a probiotic strain
isolated from the oral cavity of a healthy adult. The probiotic strain has been shown to reduce
dental plague formation, moderate and severe gingivitis, and periodontitis and prevent the
occurrence of new tooth decay through the production of some bacteriocins as well as
dextranase and urease enzymes that help reduce dental plaque formation and acidification,
respectively. In this thesis, the anti-pathogenic effects of S. salivarius M18 cell-free supernatant
on two Gram-negative pathogens, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumonia, which
are responsible for many different human infections as well as food borne-diseases, were
investigated. The probiotic supernatant was shown to inhibit the growth of the pathogens and
biofilm formation and sensitize the pathogens to the antibiotic treatment. In this study, the anti-
cancer effects of S.salivarius M18 cell-free supernatant on colorectal cells were also
investigated in vitro, and the cell-free supernatant of the M18 strain was shown to inhibit cancer
cell viability and promote apoptosis. This effect was enhanced by the use of the prebiotic inulin.
Most importantly, the observed anti-cancer effect was specific for the cancer
microenvironment. In summary, the data obtained through this thesis reveal the anti-pathogenic
and anti-cancer effects of the S.salivarius M18 cell-free supernatant. These results are important
when evaluated in terms of current literature highlighting that colon microbiota dysbiosis, as a
contributing factor for colorectal cancer, is affected by oral Microbiota.

Keywords: Streptococcus salivarius M18, Cell-free Supernatant, Colorectal Cancer, Pathogen,
Biofilm
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii, probiyotikleri "Yeterli miktarlarda uygulandiginda konaga saglik
yarart canli mikroorganizmalar" olarak tanimlar. Probiyotik mikroorganizmalarin dis
cuiriiklerinin, gastrointestinal sistem patolojilerinin, akut solunum yolu enfeksiyonlarmin yani
sira sira otoimmiin rahatsizliklarin ve inflamatuar bozukluklarin tedavisinde kullanilabilecegi
gosterilmistir (Tunger ve Karagam, 2020: 2825). Streptococcus salivarius M18, bir grup burun,
ag1z ve bogaz patojenini inhibe ettigi bilinen, Gram pozitif bir oral probiyotiktir. Olagandisi
genis inhibisyon spektrumu, S. salivarius M18'in, agiz boslugundaki enfeksiyonlara ek olarak
farkli enfeksiyon tiirlerini Onleyerek konak¢i i¢in ek faydalar saglayabilecegine isaret
etmektedir (Tunger ve Karagam, 2020: 2826). 2019'da ABD Gida ve ilag idaresi (FDA) S.
salivarius M18'i GRAS (Generally Recognized as Safe; Bildirim No. 807) olarak kabul etmis
olup, bu susun insan sagligina bir zarar1 olmadig1 ve gidalarda giivenle kullanilabilecegini
onaylanmustir (Santagati vd., 2012: 24). S. salivarius’un oral kavitenin yani sira ayn1 zamanda
gastrointestinal sistem, paranazal siniisler ve genitoiiriner yollarda da kolonize olabildigi
bilinmektedir (Hegarty vd., 2016: 6). Oral mikrobiyotanin, zatiirre, hepatik veya beyin apseleri,
demans, kardiyovaskiiler hastaliklar, kistik fibroz ve sindirim sistemi kanserleri dahil ancak
bunlarla smirli olmamak iizere gesitli patolojilerde rol oynadigi bilinmektedir (Tunger ve
Karagam, 2020: 2826). Son zamanlarda, kolon mikrobiyotasinin disbiyozunun oral
mikrobiyotadan da etkilendigi 6ne stirtilmistiir ki ilgili ¢alismalar, 6zellikle oral bakteri aracili
sistemik inflamatuar yanitlarin degerlendirilmesi i¢in oral-kolon etkilesiminin ayrintili olarak
incelenmesi gerektigine isaret etmektedir. Bu nedenle, saglikli bir oral mikrobiyotay1 tesvik
edebilen fonksiyonel probiyotiklerin ve probiyotik iiriinlerin gelistirilmesi, sadece periodontal
hastaliklarin tedavisi i¢in degil, ayn1 zamanda sistemik hastaliklarin tedavisi i¢in de 6zel bir ilgi
alanidir (Tunger ve Karagam, 2020: 2826). Oral mikrobiyota konseptinden bakildiginda
fonksiyonel  probiyotiklerin ~ tanimlanmasi  ve  probiyotik-prebiyotik  etkilerinin
degerlendirilmesi, CRC dahil olmak {izere farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilma
potansiyelinin tanimlanmasi agisindan 6nemlidir (Kumar, 2013: 90; Wescombe vd., 2011:
1291).



Prebiyotikler insan sindirim sistemi enzimleri tarafindan sindirilemeyen
karbonhidratlar1 (oligosakaritler veya polisakaritler) kapsar. Bir grup diyet lifi olarak
prebiyotikler fermente edildiklerinde, bagirsak mikrobiyotasi kompozisyonu i¢inde dl¢iilebilir
degisikliklere aracilik eder; bifidobakteriler veya bazi biitirat ireticileri gibi probiyotik
bakterilerin bollugunda bir artisa neden olurlar. Inulin, oligofruktoz, galaktofruktoz, galakto-
oligosakaritler ve ksilo-oligosakaritler en yogun olarak caligilan prebiyotik gruplaridir
(Marchesi et al. 2016: 332). Prebiyotiklerin probiyotikler tarafindan fermentasyonu sonucu
gastrointestinal mikrobiyotanin kompozisyonunda ve aktivitesindeki spesifik degisiklikler,
konakg1 sagligi iizerinde olumlu etkiler ile kendini gosterir (Marchesi vd., 2016: 332).
Prebiyotikler bagisiklik fonksiyonunu dogrudan veya dolayli etkileyebilir, faydali
mikroorganizma sayisini arttirir ve hastaliga neden olan patojenlerin kolonizasyonunu azaltir.
Bu etkileri nedeni ile prebiyotiklerin kardiyovaskiiler bozukluklar ve alkolik yaglh karaciger
hastalig1 gibi hastaliklarda olumlu rol oynadig1 gosterilmistir (Khangwal ve Shukla, 2019: 2).
Prebiyotiklerin neden oldugu bu etkiler yalnizca kolon i¢in degil, kendine 6zgii mikrobiyotaya
sahip agiz boslugu, iirogenital sistem ya da deri igin de s6z konusudur (Valcheva ve Dieleman,
2016: 29).

Bagirsak mikrobiyotasi ve sindirim sistemi arasindaki Simbiyotik etkilesimler, bagirsak
homeostazinin korunmasina biiyiik 6l¢iide katkida bulunur, ancak cevresel degisikliklerin
(enfeksiyon, diyet ve yasam tarzi) neden oldugu bu etkilesimlerin degisiklikleri, kolon
mukozasinda (displazi) hasar1 ve kolorektal kanser gelisimini tesvik edebilir (Gagniere vd.,
2016: 2). Son zamanlarda, biyoaktif postbiyotik metabolitler (PM) olarak bilinen probiyotik
metabolitlerin, o6zellikle bagirsak sagliginin  korunmasinda, bagirsak hastaliklarinin
tyilestirilmesinde ve dogustan gelen bagisikligin giiclendirilmesindeki etkileri lizerine yapilan

caligmalarin arttig1 goriilmektedir (Chuah vd., 2019: 2).



Konstantinov ve arkadaslari, kolon sagliginin korunmasinda postbiyotiklerin 6nemi
aciklamistir ve postbiyotiklerin canli bakterilere kiyasla daha giivenli bir alternatif olabilecegini
Oone slirmiistir (Konstantinov vd., 2013: 741). Ayrica, Konstantinov ve arakadaslar
postbiyotiklerin kolorektal kanserin ge¢ evrelerinde hastalarin yasam kalitesini iyilestirme
olasiligin1 6ne siirerken, Tsilingiri ve arkadaslari, inflamatuar bagirsak hastaligi gibi bagirsakla
iliskili hastaliklarin tedavisinde ve Onlenmesinde postbiyotik kullanimimi Onermistir
(Konstantinov vd., 2013: 741; Tsilingiri vd., 2012: 1008). Kanserin veya inflamatuar hiicrelerin
aktivitelerinin probiyotik aracili postbiyotiklerle baskilanmasi konusunda g¢alismalar mevcut
olup, bu alanda laktik asit bakterileri (LAB) kaynakli postbiyotiklerin potansiyeline isaret
edilmektedir (Chuah vd., 2019: 2).

Bu tez ¢alismasinda bir LAB olarak Streptococcus salivarius M18 susunun hiicresiz
stipernatantinin, Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumonia iizerindeki anti-patojen
etkileri ve ayrica s6z konusu postbiyotik liriinlerin kolorektal kanser tizerindeki etkileri
incelenmis olup, bu etkilere fermente edilebilen prebiyotikler olarak iniilin ile direngli nigasta

ihtiva ettigi bilinen tapyoka nisastasinin katkis1 da arastirilmistir.



2. LITERATUR OZETIi
2.1. Kanserin Genel Ozellikleri

Karsinogenez, tiimor baslamasi, ilerlemesi ve gelismesinden olusan ¢ok asamali bir
stire¢ olarak tanimlanmaktadir (Dorai ve Aggarwal, 2004: 130). Bu siireg, hiicresel doniistim,
hiperproliferasyon, biiylime baskilayicilardan kagma, programlanmis hiicre 6liimiine (apoptoz)
direng, invazif potansiyelin ve anjiyojenik Ozellikler kazanimi ve son olarak metastatik
lezyonlarin olusmasiyla karakterizedir (Hanahan ve Weinberg, 2000: 58, Hanahan ve
Weinberg, 2011: 648).

Hanahan ve Weinberg 2000 yilinda, tiimor olusumu ve gelisimi sirasinda kazanilan bazi
ozellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2000: 57): proliferatif sinyal iletimini siirdiirme, biiyiime
baskilayicilardan kagma, hiicre 6liimiine direnme, replikatif 6liimsiizliik saglama, anjiyogenezi
indiikleme, istila ve metastazi aktive etme olarak tanimlamiglar, 2011'de yayinladiklari
“Hallmarks of cancer: the next generation” baslikli ¢calismalarinda ise bu 6zelliklere hiicresel
enerji metabolizmasinin yeniden diizenlenmesi, immiin yikimdan kacgis, genom kararsizligt ve
mutasyon ve tiimor tesvik edici inflamasyonu eklemislerdir. Ayrica, Hanahan ve Weinberg,
timorlerin genis hiicresel heterojenligini vurgulamiglar ve Kanser hiicrelerine ek olarak stromal
hiicrelerin, kanserin ilerlemesine katkida bulunan karmasik bir tiimor mikro ortaminin
olusumuna katk1 sagladiklarina dikkat cekmislerdir (Hanahan ve Weinberg, 2011: 647) (Sekil
2.1).
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Sekil 2.1. Kanserin ayirt edici 6zellikleri

Kanser hiicrelerinin hayatta kalma, ¢ogalma ve yayilma gibi kazanilmis islevlerine imkan taniyan ve bu hiicrelerin
saglikli hiicrelerden ayirt edilmesini saglayan 6zellikleri, Hanahan ve Weinberg, 2011 calismasindan modifiye
edilmek lizere gosterilmistir.

Kaynak:(Hanahan ve Weinberg, 2011: 652).



2.1.1. Proliferatif sinyalizasyonun siirdiiriilmesi

Gelismis ve siirdiiriilebilir hiicre proliferasyonu kanser hiicrelerinin en temel 6zelligidir
ve kanserin en Onemli ayirt edici Ozelliklerinden biridir (Bhatt vd., 2010: 130). Normal
hiicrelerde boliinme, doku homeostazinin stirdiiriilmesi amaci ile hiicre dongiisiiniin ve biliyiime
sinyallerinin diizenlenmesi ile sik1 sekilde kontrol altinda tutulur. Kanser hiicrelerinde ise hiicre
dongiisii kontroliiniin kayb1 ve biiyiime sinyallerine cevabin deregiilasyonu s6z konusudur

(Hanahan ve Weinberg., 2000: 64).

Fizyolojik kosullarda, hiicrenin ¢ogalmasi i¢in hiicre dis1 biiyiime faktorlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Ortamda bulunan polipeptid yapidaki biiylime faktorleri, hiicre icerisindeki
sinyal yolaklarin1 aktive ederek hiicrenin biiylimesini ve ¢ogalmasini tesvik etmektedir. Bu
uyarinin uzak hiicrelere endokrin yolla, komsu hiicrelere parakrin yolla, etkilesim i¢inde oldugu
hiicreye jukstakrin yolla veya hiicrenin kendisine otokrin yolla iletimi ger¢eklesebilir. Saglikli
hiicrelerin aksine, tlimor hiicreleri hiicre i¢i sinyal yolaklarini siirekli olarak aktive ederek
bliylime faktorii iiretimini arttirmakta ve otokrin sinyal iletimi sayesinde hiicre dis1 biiylime
faktoriine ihtiya¢ duymadan sag kalimini ve ¢ogalmasini siirdiirmektedir. Biiyiime faktorlerinin
anormal sekilde iiretimi sayesinde kanser hiicrelerinin siirekli olarak boliinmesi
gergeklesmektedir (Hanahan ve Weinberg., 2000: 57). Tipik olarak tirozin kinaz reseptorlerine
baglanmalarini takiben bu biiylime faktorleri, hiicrenin hayatta kalmasini, hiicre dongiisiinii ve
hiicre biiylimesini tesvik eden sinyal yolaklarinin aktive olmasina neden olurlar. Bu yolaklarin
aktivasyonu hiicresel enerji metabolizmasinda da degisikliklere neden olur (Witsch vd., 2010:
87). Reseptor tirozin kinazlardaki mutasyon, genomik amplifikasyon, kromozomal
translokasyonlar gibi genetik degisiklikler nedeni ile bu reseptorlerin otokrin aktivasyonu,
kanser hiicrelerine doniisiim ile ilgili siireci niteleyen etkiler arasinda yer almaktadir
(Hernandez vd., 2020: 1). Tiimor hiicreleri proliferatif sinyallemeyi gesitli yollarla siirdiirme
yetenegini elde etmiglerdir: otokrin bir stimiilasyon i¢in biiylime faktorlerini ve karsilik gelen
reseptor molekiillerini asir1 ifade ederler. Ayrica bir kanser hiicresi saglikli ¢evre hiicreleri

biiyiime faktorleri tiretmesi igin parakrin yolla uyarabilir (Gutschner ve Diederichs, 2012: 705).



2.1.2. Biiyiime baskilayicilarindan kacis

Hiicre proliferasyonunun kontroliiniin saglanmasinda biiylime 6nleyici sinyaller dnemli
olmakla birlikte tek faktor degildir. Postmitotik faktorlerin varligi bazi durumlarda hiicreye
farklilagsma talimati1 verir ve boylelikle hiicre ¢ogalmasi kisitlanir. Tiimor hiicrelerinin ise bu
terminal farklilasmadan kaginmak i¢in ¢esitli stratejileri vardir: kanser hiicrelerinde tiimor
baskilayici genlerin inaktivasyonu ve hiicre ¢ogalmasini diizenleyen hiicre dongiisii kontrol

noktalarindan kagis s6z konusudur (Hanahan ve Weinberg, 2011: 652).

Kanser hiicrelerinde proliferatif sinyallemeyi siirdiirmek i¢in oldukga tanimlayict bir
ayirt edici Ozellik, biliylime baskilamasindan kagma yetenegidir. Hiicresel biiylimeyi ve
proliferasyonu inhibe etmek igin g¢esitli sekillerde ¢alisan tiimor baskilayict genler
tanimlanmistir. Bu tiimor baskilayici genlerin aktivasyonu, dig veya i¢ uyaranlara baglidir ve
hiicre dongiisiiniin durmasina yol acabilir veya hiicrelerde yaslanmaya ve hatta apoptoza neden
olabilir. Ornegin, bir timér baskilayici gen olarak insan kanserlerinin %50’sinde genomik
hasara bagli olarak hiicre dongiisii tutuklanmasinda sorumlu p53 geninin mutasyonu s6z

konusudur (Gutschner vd., 2012:706).
2.1.3. Hiicre 6liimiine direnc¢

Saglikli hiicrelerde onarilamaz DNA hasari, kontrolsiiz proliferasyon veya matristen
kopma gibi stres faktdlerine yanit olarak apoptotik hiicre 6liimii gergeklesebilir (Lopez ve Tait.,
2015: 959). Kanser hiicreleri ise DNA hasarina, onarimina, biiyiime faktorii yoksunluguna ve
benzeri hiicresel stresorlere duyarli olmadiklarindan apoptozdan kagarlar (Vogelstein vd., 2013:
1549); boylelikle karsinogenezde saglikli doku homeostazi i¢in dnemli olan proliferasyon ve
hiicre 6liimii arasindaki denge bozulmustur (Fouad ve Aanei., 2017: 1026). Ayrica, kanser
hiicreleri apoptotik yolagin aktivasyonuna direnen bazi proteinleri agir1 ifade etmektedir (Singh

ve Batra, 2020: 355).

Apoptoza direng, siklikla kanserin ilerlemesinin ana itici giiclerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Apoptoz, kaspazlar adi verilen spesifik sistein proteazlari araciligiyla gerceklesir.
Kaspazlar, hiicre 6liimii reseptor ligasyonu ile baslatilan ve baslatici kaspaz-8'in aktivasyonu
ile sonuglanan digsal yol ile mitokondriyal dis zarin gecirgen hale getirilmesiyle bagslatilan ve
kaspaz-9’un aktivasyonu ile sonuglanan i¢sel yol olarak iki alternatif yolla etkinlestirilebilir.
Sonunda mitokondriyal pro-apoptotik faktorlerin sitozole salinmasi gergeklesir. Bu salim,
sirasiyla baslatici kaspaz-9'un aktivasyonu ve apoptoz inhibitorlerinin (IAP'ler) inaktivasyonu

ile sonuglanir.



Anti-apoptotik Bcl2 proteinleri mitokondriyal membran gegirgenligini ve pro-apoptotik
faktorlerin salinimini inhibe ederken, IAP'ler kaspaz aktivitesini inhibe ederek apoptotik kaskad
ile etkilesime girer. Kanser hiicrelerinde apoptoza direncin altinda yatan mekanizmalardan biri,
bir veya birkag IAP'in asir1 ekspresyonudur (Ayachi vd,. 2019: 320). X'e bagli Apoptoz
Proteini Inhibitérii (XIAP), kaspazlarm giiclii inhibisyonu yoluyla hiicre dliimiinii baskilayan
bir anti-apoptotik proteindir. Bu proteinin yiiksek ekspresyonu, birgok kanserde kotii prognoza
karsilik gelir ve ayrica ekspresyon seviyesi, hastaligin ilerlemesi ile pozitif olarak iliskilidir.
Hastaligin ilerlemesine katkida bulunmanin yani sira, XIAP'nin kemoterapi direncine de
katkida bulundugu bildirilmistir ve bu proteinin hedeflenmesinin, hiicreleri apoptoza kars1 etkili
bir sekilde duyarli hale getirdigi ve tiimor ilerlemesini baskiladigi bulunmustur (Flanagan vd.,
2015: 2).

2.1.4. Replikatif 6liimsiizliik

Kanser hiicrelerinin biiylime sinyali 6zerkligi, anti-bliylime sinyallerine duyarsizlik ve
apoptoza diren¢ yetenekleri, diizensiz proliferasyona neden olarak, kiitlesi artmis hiicre
popiilasyonlarin ve makroskopik tiimorlerin ortaya ¢ikmasini miimkiin kilar (Hanahan ve

Weinberg, 2000: 62).

Hayflick, kiiltiirdeki sagliklt hiicrelerin sinirl bir ¢ogalma potansiyeline sahip oldugunu,
baska bir ifade ile saglikli hiicre popiilasyonlarinda béliinme sayisinin sinirli oldugunu ortaya
koymustur. Hayflick’in tanimladigina goére kiiltiir ortamindaki saglikli bir fibroblast hiicre
poplilasyonda, hiicre popiilasyonun ikiye katlanmasi (doubling) i¢in belirli bir limit vardir ve
bu limite ulagan popiilasyonun biiylimesi durur. Bu siire¢ “senesens” olarak adlandirilir. Ancak,
p53 ve pRb tiimoér baskilayicilarinin fonksiyonlarinin engellenmesi durumunda s6z konusu

fibroblast hiicreleri, ikinci bir asama olarak “kriz” durumuna kadar ¢ogalmaya devam ederler.

Bu “kriz” agamas1 karyotipik degisimlerle tanimlanabilecegi gibi kitlesel bir hiicre
oliimiiniin de gdzlendigi asamadir. Fakat bu hiicre popiilasyonundaki her 107 hiicreden biri
smirsiz (limitsiz) olarak boliinebilme kabiliyeti kazanir ki bu durum o6liimsiizlesme
(immortalization) olarak adlandirilir (Hanahan ve Weinberg, 2000: 62). Saglikli hiicrelerin
belirli sayida mitoz gec¢irmelerinin altinda yatan temel neden her mitotik bdliinmeden sonra
kromozom uglarinin (telomerler) kisalmasidir. Kanser hiicrelerinde artan telomeraz enzim
ifadesi ve aktivitesi nedeni ile mitoz boliimiiniin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan kromozom
uclariin kisalmasi durumu s6z konusu degildir; kanser hiicrelerinde Hayflick limiti agilmistir

(Singh ve Batra, 2020: 357).



2.1.5. Anjiyogenezin indiiklenmesi

Tiimdrlerin normal dokular gibi besinlere, oksijene ve metabolik atiklarin ile
karbondioksitin uzaklagtirilmasina ihtiyaci vardir (Rashid, 2017: 7). Anjiyogenez, bu ihtiyaclari
karsilamak tizere tiimorle iliskili neovaskiiler sistemin olusmasi siirecidir (Hanahan ve
Weinberg, 2011: 652). Bu siireg, yeni endotel hiicrelerinin olusumunu ve bu hiicrelerin tipki
embriyonik agamada vaskiilojeneze benzer sekilde tiip formasyonu yoluyla organize olmasini
kapsar (Senger ve Davis, 2011: 2). Timor anjiyogenezinde, yara iyilesmesi ve embriyonik
anjiyogenezden farkli olmak iizere, artan neoplastik biiyiimenin ihtiyaglariin karsilanmasi
amaci ile siiregelen bir damar filizlenmesi s6z konusudur (Hanahan ve Weinberg, 2011: 652).
Tiimor neovaskiiler sistemi, kivrimli ve asirt1 dallanmis damarlagma, kilcal filizlenme, diizensiz
kan akisi, carpik ve genislemis damarlar, mikro kanama, sizint1 ve anormal endotel hiicre
proliferasyonu (ve apoptozis) ile ayirt edilebilir (Nagy vd., 2010: 4). Bu siireci tetikleyen temel
faktorlerden biri Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii A (VEGF-A), yaygin adiyla VEGF dir.
Embriyonik ve dogum sonrasi gelisim sirasinda, yeni kan damari biiylimesi, endotelyal
hiicrelerin homeostazi ve fizyolojik ve patolojik durumlar VEGF tarafindan yonetilir. Hipoksi

ve onkojen sinyali gibi durumlar VEGF ifadesini arttirir (Ferrara, 2009: 789).
2.1.6. Istila ve metastazin etkinlesmesi

EMT (Epitelyal-mezenkimal gecis), epitel hiicrelerinin mezenkimal &zellikler
kazandig1, go¢ yetenekleri ile karakterize edilen bir hiicresel siire¢ olup (Bakir vd., 2020: 764)
normal embriyonik gelisim, doku rejenerasyonu, organ fibrozu ve yara iyilesmesi sirasinda
goriiliir. Kanser etiyopatogenezi acisindan degerlendirildiginde ise EMT nin tiimor ilerlemesi,
metastatik Ozelliklerin kazanimi ve kanser tedavisine direncte etkin oldugu goriilmektedir
(Roche, 2018: 1). Ek olarak belirtmek gerekir ki kanserde en 6nemli 6liim nedeni olarak
metastaz, EMT iligkili faktorlerinden olan integrin, Tetraspanin (KAI1 CD82), N-myc
downstream regulated gene 1 (NDRG1) gibi genlerin ifadesindeki degisimlerin yani sira, hiicre-
hiicre etkilesimlerinin degisimi gibi baska siireglerle de tetiklenebilir (Singh ve Batra, 2020:
357).



2.1.7. Genom kararsizhigi ve mutasyonu

Genomik kararsizlik, neredeyse tiim kanserlerin 6zelligidir. Genomik kararsizligin
cesitli bicimleri vardir. Cogu kanserde, kromozom yapisinin ve sayisinin yiiksek oranda
degismesini ifade etmek lizere kromozom dengesizligi (Chromosomal Instability-CIN) s6z
konusudur (Bakhoum ve Cantley, 2018: 1350). Ilging olarak, cogu kez bu kromozomal
degisimlerin bazilar1 bir timoriin tiim hiicrelerinde goriiliirken, bir bagka hastanin ayni timor
tiirlinii olusturan hiicrelerinde goriillmez ve bu durum tiimor hiicrelerinin genetik olarak kararsiz
tek bir hiicreden koken aldigini géstermenin yani sira zamanla bu hiicrelerde farkli anomalilerin
de birikmesinin miimkiin oldugunu ortaya koymaktadir. CIN, doku kiiltiiriinde biiyiitiilen

kanser hiicrelerinde de gosterilmistir (Heng vd., 2013: 338).

Neoplastik hiicrelerin genomlarinda art arda meydana gelen degisiklikler, baz1 hiicre alt
klonlarina segici avantaj saglar (Berdasco, Esteller, 2010: 707). DNA tamir mekanizmalar1 ve
apoptozun tetiklenmesi basta olmak {lizere genomik kararlig1 temin eden siireglerin bozulmasi
da genomik karasizlig1 tetikler ve yeni mutasyonlari tesvik eder. Bu sekilde artan mutasyonlar,

tiimor hayatta kalmasina ve ilerlemesine hizmet eder, ve hatta terapdtiklere dirence tesvik eder

(Bakhoum ve Cantley, 2018: 1352).
2.1.8. Immiin yikimdan ka¢gmak

Immiin siirveyans, bagisiklik sistemi elemanlarinin kanser hiicresini ya da kanser
hiicresine doniisme potansiyali olan hiicreleri tanimlamasi ve Yok etmesi olarak tanimlanir
(Singh ve Batra, 2020: 357). In vivo fare modelleri ve klinik epidemiyolojik verilerden elde
edilen sonuglar, timor olusumu ve ilerlemesinde bagisiklik sisteminin 6nemli bir engel olarak
is gordiigiinii ortaya koymaktadir (Cantor ve Sabatini, 2012: 888). Ancak, immiin gézetimine
ragmen tiimorler, isleyen bir bagisiklik sistemi varlifinda dahi ortaya ¢ikabilir ki bu durum

timor immiin diizenlemesi (tumor immuno-editing) ile agiklanir (Swann vd., 2007: 1141).

Bagisiklik sistemi tiim yabancilarin, viriislerin, patojenlerin ve tiimor hiicrelerinin,
taninmasi ve yok edilmesinden sorumludur. Transmembran proteinleri olarak Programlanmig
Oliim Ligand1 1 (PD-L1) ve PDL2, otoimmiin bozukluklar, hepatit ve gebelik gibi siireclerde
bagisiklik sisteminin baskilanmasinda rol oynayan fren mekanizmalarindandir (Ostrand-

rosenberg, 2008: 13).
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Programlanmis Oliim Proteini 1 (PD-1), genellikle ¢esitli antijenlere kronik olarak
maruz kalan aktive edilmis T hiicreleri ve antijene 6zgii T hiicreleri tarafindan ifade edilir. PD-
I’in PD-L1 ile etkilesimi hiicre proliferasyonunun ve sitokin saliminin inhibe edilmesi ve
apoptozun tesvik edilmesi ile sonuglanir. Kanser hiicreleri, PD-L1'1 agir1 ifade ederek bagisiklik

yanitlarindan kagarlar (Zhang vd., 2020: 722).

Bazi tiimorlerin ortaya cikisinda tiimor immiin diizenlemenin yani sira zayif bir
bagisiklik sistemi nedeni ile kanser hiicrelerinin tespiti ve ortadan kaldirilmasi miimkiin
olamaz; bu sekildeki kusurlu immiin siirveyans, immiin sistemi baskilanmis veya zayif
bireylerde bazi kanserlerin daha sik goriilme nedenini agiklar niteliktedir (Hanahan ve
Weinberg, 2011: 656). Bununla birlikte, sozii gecen kanserlerin biiyiik ¢ogunlugunu viriis
kaynakli kanserler olusturmaktadir ki bu anlamda bagisiklik sisteminin istilact virlisii ortadan
kaldirma kabiliyetinin zayiflamis olmasi, enfekte bireylerde viral yiikiin artmasina bagl olarak

viral kokenli kanserlerin ortaya ¢ikmasini tetikleyebilir (Mlecnik vd., 2014: 204).
2.1.9. Hiicresel metabolizmanin degisimi

Kanser hiicrelerinde limitsiz biiyiime ve boliinmenin saglanmasi i¢in metabolizma ile
ilgili hiicresel siireglerin yeniden diizenlenmis oldugu goriiliir ki bu diizenlemenin temelini
artan glikoz alimi ve aerobik glikoliz olusturur. Normal saglikli hiicreler, mitokondri i¢inde
piruvatin oksidatif parcalanmasiyla enerji tasiyan molekiill Adenozin Trifosfat (ATP)
tiretir. Kanser hiicrelerinde ise "Warburg Etkisi" olarak bilinen bir siireg ile glikozun oksidatif
olmayan parcalanmasiyla (anaerobik glikoliz) enerji tretimi s6z konusudur (Liberti ve

Locasale, 2016: 214).

Warburg etkisi, timorlerin enerji Uretimi i¢in oksidatif fosforilasyon yerine yeterli
oksijen varliginda bile anaerobik glikolitik yolu kullanarak laktat iiretme egiliminde oldugunu
ortaya koyar. Bazi kanserlerde yiiksek laktat seviyeleri, metastaz, tiimor niiksii ve kotii prognoz
ile iligkilidir. Tiimor kaynakl laktat, inflamasyonu ve bagisiklik yetersizligini tetikler. Laktat,
T hiicreleri ve makrofajlar tarafindan interlokin (IL) -17A iretimini artiran ve timor mikro
ortamlarinda kronik inflamasyonun artmasina neden olan bir intrinsik inflamatuar mediyator
olarak islev goriir ve ayrica antijene 6zgli otolog T hiicre uyarimi sirasinda dendritik hiicre
aktivasyonunu inhibe eder, tiimdr hiicrelerinin hareketliligini artirir ve monosit gogiinii ve
sitokin salimimini inhibe eder. Ayrica laktat, Niikleer faktor-kB (NF-kB) araciligiyla IL-
8 indiiksiyonu ve hipoksi ile indiiklenebilir transkripsiyon faktorii (HIF) -1 yoluyla da vaskiiler
endotel biiylime faktoriiniin (VEGF / VEGF-A) ifadesinde artisa neden olarak anjiyogeneze
katkida bulunabilir (Kato vd., 2013: 1).
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2.1.10. Tiimorii tesvik eden inflamasyon

Kanser hiicreleri, biiylimelerini ve g¢ogalmalarini tesvik etmek i¢in inflamasyon
stireclerini kullanir (Mantovani ve Pierotti, 2008: 180). inflamasyon, proliferatif sinyallemeyi
stirdiiren biiylime faktorleri, hiicre 6liimiinii sinirlayan hayatta kalma faktorleri, proanjiyojenik
faktorler, anjiyogenez, invazyon ve metastazi kolaylastiran ekstraseliiler matriks degistirici
enzimler de dahil olmak {izere, timoér mikro ortamina biyoaktif molekiiller saglayarak ¢ok
sayida ayirt edici kabiliyete katkida bulunabilir (Hanahan vd., 2011: 660).

Timor mikro-gevresinde bagisiklik sistemi hiicreleri inflamatuar bir ortam olustururur;
biiylime faktorleri, hiicre 6liimiinii engelleyici hayatta kalma faktorleri, proanjiyojenik faktorler
ile metastazi ve invazyonu kolaylastirmak tizere hiicre dist matriski diizenleyici faktorler
salgilayarak timor hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmalarin1 ve metastazini ayrica EMT’yi

desteklerler (Grivennikov vd., 2011: 892; Mantovani ve Pierotti, 2008: 180).
2.2. Kolorektal Kanser

Inflamatuar bir kanser olarak tanimlanan kolorektal kanser (CRC), en sik rastlanan
kanserlerden biridir (Siegel vd., 2017: 17). Diger kanserlere benzer sekilde CRC, genetik ve
epigenetik degisimlerin kademeli birikimi ile iliskili olan ¢ok asamali bir siirecin sonucudur.
Olgularin % 90'mdan fazlasinin sporadik oldugu CRC’de, normal epitelden adenomatdz

poliplere ve invaziv karsinomaya ilerleyen bir siire¢ s6z konusudur (Candela vd., 2014: 908).

Kalitsal kanserler, tiim CRC vakalarinin sadece % 5'ini olusturur. Kalitsal kanserlerin
daha dogru bir sekilde siniflandirilmasi i¢in polipoz ve polipoz olmayan formlar olmak tizere
iki grup olusturulmustur. Polipoz varyantinda ailesel adenomat6z polipoz (FAP) mutasyonlari
soz konusu iken, kalitsal polipoz olmayan kolorektal kanser (HNPCC), DNA onarim
mekanizmalarindaki mutasyonlarla iligkilidir. Lynch sendromu, tiim kolorektal kanser
vakalarinin % 2-3'tinde bulunabilir ve bu nedenle HNPCC grubunda en yaygin sendromdur
(Marmol vd., 2017: 3). CRC vakalarmin ¢ogu sporodiktir. Siklikla ¢evresel faktorlerin etkisi
ile ortaya ¢ikan kronik inflamasyon, CRC’nin baslangi¢ ve ilerlemesine katki saglar (Feagins
vd., 2009: 299). Crohn hastaligi, iilseratif kolit ve inflamatuar bagirsak sendromuna sahip
hastalarin, kotii prognozlu kolit ile iligkili CRC'ler (CAC) gelistirme riski yiiksektir (Lakatos
ve Lakatos, 2008: 3938).
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Konakg¢1 ve mikrobiyota arasindaki simbiyotik iligskiyi bozan mikrobiyal degisiklikler
disbiyoz olarak adlandirilir ve son yillarda disbiyozun, inflamatuar bir kanser olarak kabul
goren CRC’nin olugum ve gelisim asamalarinda dnemli bir role sahip oldugu kabul gérmiistiir.
Buradan yola ¢ikilarak CRC’nin mikrobiyom temelli yaklasimlarla 6nlenmesi ve CRC
tedavisinde mikrobiyom temelli terapdtiklerin gelistirilmesi hedeflenmektedir (Halbrook ve
Crawford, 2019:1133). Saglikli bir bagirsak epiteli, optimum besin emiliminin yan1 sira etkili
bir bagisiklik bariyerinin saglanmasi ic¢in kritik Oneme sahiptir; bagirsak mikrobiyotasi,
bagirsak epiteli ve konakg1 bagisiklik sistemi arasindaki denge ile bagirsak hiicrelerinin normal

islevsellignin siirdiiriilmesi i¢in 6nemlidir (Kau vd., 2011: 332).

Enfeksiyon, diyet, stres, inflamasyon gibi siireglerin, mikrobiyota kompozisyonunu
etkileyerek ve dizbiyoza neden olarak kolon sagligini olumsuz yonde etkiledigi, mikrobiyotaya
ait bazi metabolik triinlerin ise CRC gelisimine kars1 koruma sagladig1 ve CRC’ye yatkinligi

azalttig1 gosterilmistir (Manzat-Saplacan vd., 2015: 1194).
2.3. Bagirsak Mikrobiyotasi

Gastrointestinal sistemin (GI) bir pargasi olarak mikrobiyota, konaker ile dogrudan veya
protein, lipitler, karbonhidratlar ve niikleik asitler gibi salinan {iriinler ile dolayl1 olarak, dogal
reseptorler ve sitoplazmik sensorler araciligr ile etkilesime girer. Konakei bagisiklik sistemi ile
bagirsak mikrobiyotasi arasindaki fizyolojik etkilesim, patojen kaynakli enfeksiyonlarin sebep
oldugu, dokuya zarar veren inflamatuar tepkileri engellemek igin 6nemlidir (Sivamaruthi vd.,
2020: 1). Sekil 2’de bagirsak mikrobiyotast ile CRC'nin baglamasi ve ilerlemesi arasindaki
iliskiler gosterilmistir. CRC’nin disinda disbiyoz, patojenik mikroorganizmalari kontrol etmede
bir basarisizliga ve kommensallere karsi diizensiz bir inflamatuar ve/veya immiin tepkiye ve
sonu¢ olarak Crohn hastaligi, ilseratif kolit ve inflamatuar baZirsak hastaligi gibi diger
inflamatuar bagirsak patojenitelerine sebep olarak, akut ve kronik doku hasarina yol agar (Chen
vd., 2017: 482). Disbiyozun 6nemli bir diger sonucu ise, patojenik bakterilerce iiretilen beta-
glukuronidaz ve azorediiktaz gibi enzimlerin artisidir. Bu enzimler kolonda, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar gibi diyete dahil olan ¢esitli karsinojenlerin serbest kalmasina neden olur
(Lamichhane vd., 2020: 2). Probiyotik bakterilerin bu enzimlerin salgilanmasini azaltarak bazi
diyet yan iirlinlerinin karsinojen maddelere doniistiiriilmesini sinirladigi, bdylelikle de CRC

olusum riskini azalttig1 gosterilmistir (Z. Gao vd., 2015: 6122).
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Bagirsak mikrobiyotasinin CRC etiyolojisine katkisini agiklayan yaklasimlardan biri
bakteriyel siiriicii-yolcu modelidir (Bacterial driver—passenger model). Bakteriyel siiriiciiler,
pro-karsinojenik o6zelliklere sahip intestinal bakterilerdir ki genotoksik ajanlarin iiretilmesi
yoluyla DNA hasar1 olusturabilirler. Ya da bir grup bakteriyel siirticti, TH17 tipi inflamatuar
cevabi indiikleyerek DNA hasar1 ve genomik kararsizliga neden olabilir. Intestinal bakteriyel
yolcular ise saglikli bir kolonda kolonizasyonu diisiik olan ancak tiimoér mikro-cevresinde
bakteriyel siiriiciilerle rekabette avantaj saglayan bakterilerdir. Bu model, yolcu bakteri
tirlerinin CRC’nin ileri asamalarinda etkin oldugunu o6ne siirer. CRC’de mikrobiyotada
meydana gelen degisimlerin tanimlanmasi, bakteriyel siiriiciilerin belirlenmesi ve CRC’nin
erken diagnozu ve yeni kanser dnleme stratejilerinin gelistirilmesi agisindan énemlidir (Tjalsma

vd., 2012: 576).

In vivo kanser modelleri disbiyozun, immiin ve inflamatuar yanitlar araciligt ile CRC’yi
tesvik i¢in yeterli oldugunu 6nermektedir (Hu vd., 2013: 1). Bu nedenle dishiyozun, bagirsak
mikrobiyotasi ve CRC arasindaki etkilesimlerde anahtar bir faktér olmasi muhtemeldir. Fekal
veya GI sistem kaynakli bakterilerin 16S rRNA dizilimi ile incelenmesine dayanan yontemlerle
yiiriitiilen ¢alismalarla, CRC’de etkin oldugu 6nerilen bakteri tiirleri tanimlanmistir. Bu tiirler
baglica; Streptococcus bovis, H. pylori, Bacteroides fragilis, Enterococcus faecalis,
Clostridium septicum, Fusobacterium spp. ve Escherichia coli’dir (Cynthia L ve Wendy S,
2015: 322). Bununla birlikte disbiyozun, CRC’nin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilecegi de
onerilmektedir. Buna gore, CRC’de konak¢i kaynakli immiin ve inflamatuar yanitlar,
mikrobiyal regiilasyonu etkileyebilen, mikrobiyota kompozisyonunu degistirebilen ve
potansiyel olarak karsinojen etkilere sahip olan spesifik bakterilerin biiyiimesini destekleyen
bir mikro-cevrenin olusumunu destekleyebilir ve tiimor iliskili belirli bir "temel patojen”

oOrlintlisiiniin ortaya ¢ikmasina neden olabilir (Gagniére vd., 2016: 512).
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Sekil 2.2. Mikrobiyota ve kolorektal kanser

Disbiyozis, patojenik tiirlerin biiylimesi ve c¢ogalmasiyla ve bagisiklik sisteminin ve mukozal bariyerin
homeostazisini bozar. Artmis mukoza gecirgenligine, bakteriyel translokasyona, immiin sistem bilesenlerinin
aktivasyonuna neden olarak, kronik inflamasyona neden olur. Disbiyozis, kolorektal adenomlar, kanserin de
aralarinda bulundugu inflamatuar sindirim hastaliklari, obezite, Tipl diyabet gibi pek c¢ok hastalikla
iligkilendirilmektedir. Sekil, Chen vd., 2017’den modifiye edilmistir.

Kaynak: (Chen vd., 2017: 2)
2.4. Probiyotik

Probiyotikler, yeterli miktarda tiiketildiginde konagin sagligi lizerinde avantajli etkiler
gosteren patojen olmayan mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir (Oelschlaeger, 2010:
59). Probiyotikler, hastaliklara karsi direnci artirarak konake¢i iizerinde faydali bir etki
yaratabilmeli, patojenik ve toksik olmamali, bagigiklik sistemini ve metabolik aktiviteyi
konaga faydali olacak sekilde diizenleyebilmeli, mukozal biitlinliigii koruyabilmeli, diisiik pH
gibi bagirsak kosullarinda hayatta kalarak, bagirsak mikrobiyotasinda etkin olabilmelidir. Etkin
bir bagisiklik modiilasyonu i¢in mukozal ve epitelyal ylizeylere tutunma, patojen tutunmasinin
ve kolonizasyonunun engellenmesi ve rekabet yoluyla patojenin diglanmasi, probiyotiklerin
sahip olduklar1 diger Ozellikleridir. Probiyotikler patojenlere karsi antimikrobiyal aktivite
gosterirken, anti-karsinojen ve anti-mutajenik aktiviteye ve kolesterol diisiiriicii etkilere sahip
olan probiyotikler de tanimlanmistir (Abatenh vd., 2018: 8; Kechagia vd., 2013: 3; Mahasneh
ve Mahasneh, 2017: 1678; Pandya, 2016: 12; Yazdi vd., 2017: 186).
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Klinik ¢alismalarin sonuglari, probiyotiklerin Gl ile ilgili patolojiler (6rnegin irritabl
bagirsak sendromu, Gl bozukluklar, Helicobacter bagli mide kanseri, inflamatuar bagirsak
hastalig, ishaller), alerjik hastaliklar (6rnegin atopik dermatit), instilin direnci sendromu, tip 2
diyabet ve alkolsiiz yagl karaciger hastaligi gibi hastaliklarin tedavisinde etkili olabilecegini
one siirmektedir. Probiyotiklerin farkli kanser tiirlerinde profilaktik olarak ya da kanser tedavi
stirecinin bir pargasi olarak uygulanan tedavi yontemlerinin yan etkilerini azaltmak tiizere

kullanilabilecegi de dnerilmistir (Markowiak ve Slizewska, 2017: 2).

Kolon kanserinin nedenleri arasina sagliksiz beslenme ve yasam tarzi, kalitimsal
faktorler ve metabolik bozukluklara ek olarak bagirsak mikrobiyotasinin bozulmasi eklenmistir
(Sivamaruthi vd., 2020). Probiyotikler, antimikrobiyal peptitler araciligi ile ve limen pH'sini
diisiirerek ve/veya patojenlerle dogrudan etkilesime girerek patojenik bakterilerin
kolonizasyonunu engeller, immiinomodiilatorler aracigi ile antitiimdr bagisikligi tesvik eder,
miisin {iretimini ve sik1 baglanti protein ekspresyonunu arttirirak ve epitelyal hiicre diizenini
destekleyerek CRC'nin 6nlenmesi ve tedavisi siireglerine dahil olabilir (Fong vd., 2020: 17). EK
olarak klinik ¢aligsmalar, probiyotik kullaniminin CRC tedavi siire¢lerinin yan etkileri olarak
ortaya ¢ikan diyare, karin agrisi, kusma, stomatit, cilt eritemi, atrofi, noral hasar, vaskiiler hasar
ve bagirsak toksisitesinin siddetini azalttigin1 ortaya koymaktadir (Ruotsalainen vd., 2007:
1030).

Belirtilen endikasyonlara ragmen, probiyotiklerin saglikli olan insanlar i¢in Klinik
faydalar sundugunu kanitlayan halihazirda biiyiik, uzun vadeli klinik aragtirmalar yoktur
(Cohen 2018: 1577). Bununla birlikte probiyotiklerin kullanimi ilgili olarak, bakteriyel
translokasyon ve sistemik istila riskinin yani sira diren¢ genlerinin yerlesik mikrobiyotaya
potansiyel gegisi ve bu sekilde antimikrobiyal direncin artmasi gibi giivenlik endiseleri de

mevcuttur.
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Detaylandirilacak olunursa, probiyotik mikrobiyal suslarda olasi1 viriilans faktorlerinin
varligy; direng genlerinin bagirsak mikrobiyal popiilasyonlarinda yayilmasi; o6zellikle yeni
doganlarda normal kolonizasyonunu oOnleyen farkli kolonizasyon modelleri; kadaverin,
histamin, tiramin, agmatin ve putresin gibi biyojenik aminlerin probiyotiklerce asir1 iiretimine
bagli olarak konakta ortaya cikabilecek metabolik bozukluklar; alerjik yanit; iirolojik
enfeksiyonlar; sepsis; enfektif endokardit; firsatgr patojenlere bagli enfeksiyonlar; iskemi;
probiyotik tiirii, kullanim miktar1 ve kullanim siiresi ile ilgili klinik bilgilerin yetersizligi;
probiyotiklere ait diizenlemelerin yetersizligi ve probiyotik kullanimini sonuglarina dair
kapsamli ve uzun vadeli klinik bulgularin bulunmuyor olmasi, probiyotik kullanimina dair
cekincelerin baginda gelmektedir (Appel-da-silva vd., 2017: 16; Doron ve Snydman, 2015: 130;
Ord vd., 2016: 2; Rad, Maleki, vd., 2020: 13).

Probiyotiklerle ilgili olmak iizere bu gibi olasi risklerin s6z konusu olmasi,
arastirmacilar1 canli probiyotik bakterilerin kullanimi1 disindaki alternatif uygulamalara
yoneltmistir. Bu tez galismasinda da bir probiyotik bakteri olarak Streptococcus salivarius M18
canli bakteri formunda kullanilmamis olup, bu probiyotik susa ait postbiyotik irtinlerin
etkinligi incelenmistir. Streptococcus salivarius, agiz boslugunda dogumdan sadece birkag saat
sonra kolonilesen bir insan komensalidir (Manning vd., 2016: 1). S. salivarius’un agiz
boslugunun yani sira Gl sistem, paranazal siniisler ve genitoliriner sistemlerde de kolonize
oldugu bilinmektedir (Hegarty vd., 2016: 10). S. salivarius M18 susu, ag1z boslugunda kullanim
amaci ile iiretilen bir probiyotiktir (Hegarty vd., 2016). 2019'da ABD Gida ve Ila¢ Dairesi
(FDA), S. salivarius M18'in giivenli oldugunu (Generally Recognized As Safe-GRAS; Bildirim
No. 807) ve gida tirlinlerinde kullaniminin tiiceticiye zarar vermedigi bildirilmistir (Santagati

vd., 2012: 24).

Streptococcus salivarius, bir LAB’dir. LAB’leri bilylimeleri sirasinda, ¢evrenin pH'sin
diisiirerek, patojenler de dahil olmak iizere diger bir¢ok organizma icin elverigsiz kosullar
yaratan asidik son {rtinler iiretir. Probiyotik LAB’lerinin patojen inhibitdr aktivitesi cogunlukla
organik asitler, diasetil, hidrojen peroksit, bakteriyosinler ve bakteriyosin benzeri inhibitor
maddeler (BLIS'ler) dahil olmak {izere cesitli metabolitlerden kaynaklanir. Bakteriler,
mantarlar, hayvanlar ve bitkiler dahil olmak iizere canli organizmalar, antimikrobiyal proteinler
(AMP'ler) olarak adlandirilan diisitk molekiiler agirlikli konak¢1 savunma peptitleri iiretir

(Tunger ve Karagam 2020: 2835).
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Bakteriyel AMP'ler ribozomal olarak sentezlenmemis AMP'ler, bu AMP'leri kodlayan
yapisal genler ve ribozom olarak sentezlenmis AMP'ler yani bakteriyosinler (antimikrobiyal
aktivite sergileyen genis bir salgilanmis peptid ailesi) olarak siniflandirilabilir. Bakteriyosinler,
S. salivarius dahil olmak tizere farkli LAB tiirleri tarafindan da tiretilebilir ve hem Gram-negatif
hem de Gram pozitif gruplardan taksonomik olarak yakin veya ilgisiz diger bakterileri inhibe
edebilir veya Oldiirebilir. Proteolitik enzimler tarafindan kolayca parcalanabilirler ve
parcalanma fragmanlari insan viicudunda veya ¢evrede uzun omiirlii degildir; bu nedenle hedef
suslarin, antibiyotik direncinin gelismesinin arkasindaki yaygin nedenlerden biri olan bozulmus
antibiyotik fragmanlar1 ile etkilesime girme firsatint en aza indirilebilir. Buna gore,
bakteriyosinlerin, patojenik bakterilerin direngli hale geldigi antibiyotiklerin yerine
kullanilmast da onerilmektedir (Tunger ve Karagam 2020: 2842). Bakteriyosinlerin fiziksel
stabilitelerine ek olarak yukarida bahsedilen 6zellikleri onlari, antibiyotige direncli bakterilerin
neden oldugu enfeksiyonlarin ve hastaliklarin tedavisi, kanser hiicrelerinin segici olarak
oldiiriilmesi gibi insan sagligindan gida endiistrisine uzanan c¢esitli uygulamalar i¢in ¢ekici
kilmaktadir. Modifiye edilmis amino asit lantiyonin igeren bakteriyosinler, lantibiyotikler
olarak adlandirilir. Lantibiyotikler, Gram-pozitif bakterilere kars1 aktif olan antimikrobiyal
peptitlerdir, ancak ¢ogu Gram-negatif bakteriye karsi nispeten zayif aktivite gosterirler. S.
salivarius bakteriyosinleri, salivarisin olarak adlandirilir (Tunger ve Karagam, 2020: 2829). S.
salivarius M18, salivarisin A2, 9, MPS ve M olmak tizere dort bakteriyosin igerir (Wescombe
vd., 2006: 1295). lyi karakterize edilmis bakteriyosinler olan, salivarisin A2 ve 9, S. pyogenes
ve list solunum yolunu enfekte eden diger patojenlere kars: etkilidir ve salivarisin MPS, daha
az karakterize olmakla birlikte, S. pyogenes'e kars1 aktivite gostermistir. Salivarisin M, mutans
streptokoklara karsi aktiftir (Heng vd., 2011: 6402).

S. salivarius M18'in anti-patojen etkisi, esas olarak dis ¢iiriiklerinin gelisimi ile iligkili
oldugu varsayilan bakteri tiirleri kullanilarak arastirilmistir ( Santagati vd., 2012: 28). S.
salivarius M18’in Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Actinomyces naeslundii,
Actinomyces viscosus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactecalactiae,
Streptococcus agalacteciae, Staphylococcus cohnii ve Staphylococcus saprophyticus gibi ¢ok
cesitli burun, ag1z ve bogaz patojenini inhibe ettigi gosterilmistir (Wescombe vd., 2012: 1362).
Ayn1 zamanda {rettigi dekranaz ve ureaz enzimleri ile dis yiizeylerinde plak olusumunu

onledigi bildirilmistir (Heng vd., 2011: 1366).
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Bu az rastlanir genis patojen inhibisyon spektrumu S. salivarius M18'in, ag1z bosluguna
ek olarak baska enfeksiyonlarinda etkili patojenlerin biiylimesini de sinirlayabilecegini ve
boylelikle konaga ek faydalar saglayabilecegini diisiindiirmiistiir. Destekler sekilde bu tez
kapsaminda laboratuvarimizca yiiriitiillen caligmalarda literatiirde ilk kez olmak iizere, S.
salivarius M18 hiicresiz slipernatantinin, iki Gram-negatif insan patojeni P. aeruginosa ve K.
pneumonia iizerinde de inhibe edici bir aktiviteye sahip oldugunu ve ayni zamanda P.
aeruginosa’da antibiyofilm etkisinin oldugunu gésterilmistir (Tunger ve Karagam, 2020: 2836).
K. pneumoniae ve P. aeruginosa, dzellikle bagisiklig1 zayiflamis kisilerde bakteremi, pnémoni,
idrar yolu enfeksiyonlart ve yumusak doku enfeksiyonlar1 gibi ciddi nozokomiyal
enfeksiyonlara neden olabilen Gram-negatif firsatci patojenlerdir (EI-Mokhtar vd., 2020: 544).
Her iki patojen ayni zamanda biyofilm olusturma potansiyelleri ile bilinmektedir.
Biyofilmlerdeki bakteriler bagisiklik tepkilerine ve antimikrobiyal tedaviye asir1 toleransa sahip
olmalar1 agisindan planktonik bakterilerden farklidir. Bu nedenle biyofilm olusumu, kronik
enfeksiyonlarin tedavisinde daha yiiksek dozlarda antibiyotik ve daha uzun siireli tedavi

gerektirir (Wannigama vd., 2020: 1).
2.5. Prebiyotik

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) / Diinya Saglik Orgiiti (WHO)
prebiyotikleri, mikrobiyotayr modiile ederek konakg¢iya saglik yararlar1 saglayan gida bileseni
olarak tanimlar (Pandey vd., 2015: 7578). Bir gida igeriginin prebiyotik olarak
degerlendirilmesi i¢in iist Gl sistemde hidrolize veya absorbe edilmemesi, Bifidobakteriler ve
laktobasil gibi faydali bakterilerin kolonizasyonunu tesvik etmesi ve konagin sagligina faydali

fizyolojik etkiler olusturmasi gereklidir (Departamento vd., 2015: 102).

Laktuloz, iniilin, frukto-oligosakkaritler (FOS), galakto-oligosakkaritler (GOS) ve anne
stitii oligosakkaritleri (HMO) genel olarak kabul goérmiis prebiyotikler arasindadir (Miguez vd.,
2016: 302). Prebiyotik ve probiyotiklerin birlikte kullanimi “sinbiyotik” olarak adlandirilir.
Sinbiyotik kelimesi sinerjizmi ima ettiginden bu terim, prebiyotik bilesigin / bilesiklerin segici
olarak probiyotik organizma(lar)i tercih ettigi tirlinler i¢in kullanilir (Pandey vd., 2015: 7782).
Prebiyotikler bagirsaktaki spesifik bakteriyel popiilasyonlarin artmasina olanak tanimalarinin
yani sira, bagirsak mikrobiyotasi tarafindan fermente edilerek biitirik asit ve propiyonik asit
dahil olmak fizyoloji lizerinde yararl etkileri bulunan kisa zincirli yag asitlerini (SCFA'lar)
iiretirler. SCFA'lar kan dolagimina katilabilir ve bdylece sadece Gl sistemi degil, ayn1 zamanda

diger organlarini da etkileyebilir (Davari vd., 2019: 2).
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Kisa zincirli sekerler s6z konusu oldugunda ki bunlar disakkaritler olan sukroz, maltoz
ve laktoz gibi molekiillerdir, aradaki glikozidik bagin yikimi ve monosakkaritlerin olusumu s6z
konusudur. Nisasta ise sindirilme anlaminda disakkaritlerden farklidir. Nisasta a-D-glukoz
iinitelerinden olugsa da bu tinitler a (1-4) bag ile bagli uzun lineer amiloz zincirleri ya da a (1-
6) bagi ile daha kisa amiloz zincirleri olusturabilir. Nisastalarin %70 kadar1 dallanmis
amilopektin yapidadir. Hem amiloz hem de amilopektinin yapisindaki uzun glukoz {initeleri,
nisasta zincirleri arasinda interaksiyona neden olarak bdlgesel psodokristalin bolgeler
olusturarak, amilaz enziminin sterik olarak ulasmasini engelleyebilir (Ai ve Jane, 2018: 162).
Genel olarak, sindirilebilir nisastalar ince bagirsakta a-amilaz, glukoamilaz ve siikraz izomaltaz
tarafindan parcalanir ve sonrasinda emilir. Ancak, diyetteki tiim nisastalarin pargalanmasi ve
ince bagirsakta emilimi yapisal nedenlerden dolayr s6z konusu degildir. Bu nedenle bu
karbonhidratlar gastrointestinal sistemden gecerken sindirilmeden kalir ki bu tip nisastalar
"direngli nigasta; Resistant Starch-RS" olarak adlandirilir. Direngli nisasta (RS), prebiyotik
olmasindan ve kilo kontrolii ve kan glukoz diizeyinin kontroliinii sagladigindan dolay1
fonksiyonal bir nisasta tiiriidiir (Kasote ve Nilegaonkar, 2014: 3; Li vd., 2011: 1705). RS dort
grupta siniflandirilir: R1-R4 (Sajilata vd., 2006: 5). RS1, amilolizize imkan vermeyecek sekilde
organize olmustur; hiicre duvari ve besin matriksinde bulunur. RS2 graniiler formdaki
nisastadir ve enzim sindirimine dayaniklidir. RS3, jelatinlestirilmis nisastanin sogultulmasi
sonucu ortaya ¢ikan (retrograded) kristalin graniil olmayan nisastadir. RS4 grubu nisastalar ise
kimyasal olarak degistirilmis veya yeniden polimerize edilmis nisastalari igerir (Fuentes-

Zaragoza vd., 2011: 407;Sajilata vd., 2006: 6).

Insan genomu smirh sayida glikozid hidrolaz kodlar; bununla birlikte polisakkarit
liyazlar1 kodlamaz. Polisakkarit liyazlar topluca "karbonhidrat aktif enzimler carbohydrate-
active enzymes-CAZymes" olarak adlandirilir (Cantarel vd., 2012: 1). Inulin ve oligofruktoz,
hindiba, sogan, pirasa, sarimsak, kuskonmaz, muz ve enginar gibi ¢esitli yiyeceklerde bulunur.
Bir ucunda bir glikoz alt birimi olan veya olmayan dogrusal bir fruktoz zincirinden olusan
fruktanlardir. Iniilinin zincir uzunlugu 2-60 fruktoz veya glikoz alt birimidir, oligofruktoz ise
iniilinin enzimatik hidroliz iriiniidiir ve zincir uzunlugu 2-20 alt birimdir. Fruktoz alt
birimlerini birbirine baglayan baglar, insan ince bagirsagindaki enzimler tarafindan
parcalanamaz. Sonug olarak, inulin ve oligofruktoz, bifidojenik etkiye sahip olduklar1 bilinen
kalin bagirsaga ulasir (Clark vd., 2012: 439). Bu nedenden dolay1 RS, inulin, lignin, pektin,
seliiloz ve FOS gibi glikanlar, kalin bagirsaga sindirilmemis formlarinda ulasir. Halbuki insan

genomunun aksine, mikrobiyom onbinlerce tip CAZym kodlar (Cantarel vd., 2012: 1).
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Glikanlarin parcalanmasi ile ortaya ¢ikan glikozun mikrobiyom iiyeleri tarafindan
fermentasyon ile bozumu sonucu asetat, propiyonat, format, biitirat, laktat ve siiksinat gibi
SCFA’lar olusur. Fermentasyon sonucu olusan hidrojen gazi ise bagirsaktaki siilfat indirgeyici

bakteriler, metanojen ve asetojenler tarafindan kullanilir (Sonnenburg, 2012: 337).
2.6. Postbiyotikler

"Postbiyotik" terimi, canli probiyotik bakteriler tarafindan hiicre disina salinan
metabolitleri ve/veya hiicre ve hiicre duvari ile iligkili biyomolekiilleri ifade eder. Son yillarda
hem klinik, hem teknolojik hem de ekonomik agilardan, canli probiyotik mikroorganizmalarin
kullanima alternatif potansiyel yaklagimlarin gelistirildigi goriilmektedir. Bu yaklasimlardan
biri prebiyotik olarak sindirilmeyen liflerin tiikketiminin tesviki iken bir digeri “postbiyotik”
olarak adlandirilan mikrobiyal tiirevli biyomolekiillerin kullanimidir. Probiyotiklerle ilgili
olarak “cansiz” fraksiyonlar1 6zellikli olarak ifade etmek i¢in postbiyotik teriminin yani sira,
"biyojenik", "hiicresiz siipernatant", "abiyotik", "metabiyotik", "paraprobiyotik", "hayalet
probiyotikler" ve "psddoprobiyotik" terimleri de kullanilmaktadir (Rad, Aghebati-maleki, vd.,
2020: 2). Postbiyotik bilesenler, proteinleri (laktocepin, p40, p75 gibi ¢Oziiniir proteinler),
lipidleri (butirat, propiyonat, asetat, laktat, dimetil asetil tlirevli plazmalojen), karbonhidratlari
(galaktoz agisindan zengin polisakkaritler ve teikoik asitler), organik asitleri (propiyonik ve 3-
fenil laktik asit), vitaminleri (B grubu vitaminler) ve lipoteikoik asitler ve peptidoglikan tiirevi

muropeptitler gibi karmasik molekiilleri kapsar (Tsilingiri ve Rescigno 2013: 1009).

Bagirsak mikrobiyatasinda bulunan probiyotikler kendi tiiriindeki bagka yararl
bakterilerin artisin1 tesvik edecek ve / veya bakteriler arasi komiinikasyonu saglayacak
molekiiller salgilayabilir, bu molekiiller ayrica konakta hiicresel fonksiyonlar ve metabolik
yolaklar1 etkileyerek biyolojik fayda saglayabilir (Fong vd., 2020: 2; Rad, Aghebati-maleki,
vd., 2020: 2). Ornegin Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei ve Bifidobacterium breve’nin hiicresiz siipernatantlarinin TLR (Toll-like receptor)
aktivasyonuna bagli inflamasyonu engelledigi ve bagirsak bariyer fonksiyonunu iyilestirdigi
gosterilmistir (Bermudez-brito vd., 2013: 1; J. Gao vd., 2019: 477; Marco vd., 2018: 4). Gl
sistemini kaplayan mukus tabakasi, enfeksiyon ve yaralanmaya kars1 ilk bagirsak savunmast
gorevi goriir (Wang vd., 2014: 20234). EGFR (Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii)
aktivasyonunun goblet hiicrelerinde miisin tiretimini arttirdigi bilinmektedir. Lactobacillus
rhamnosus GG'den tiiretilen p40 adli ¢ozliniir bir proteinin sitokin kaynakli epitel apoptozu ve
dolayisiyla bagirsak bariyeri bozulmasini inhibe ettigini ve EGFR’nin transaktivasyonu yoluyla

immiinoglobulin A sekresyonunu arttirdigi bildirilmistir (Fong vd., 2020: 4930).
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Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus casei siipernatanlarinin proinflamatuar
TNF-a (Timor Nekroz Faktori o) sitokin salgilanmasini azaltarak ve anti-inflamatuar sitokin
salgilanmasin1 artirarak intestinal epitel hiicreleri, makrofajlar ve notrofiller iizerinde anti-
inflamatuar ve antioksidan etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Marco vd., 2018: 9). Bir diger
calismada Lactobacillus sp.'nin hiicresiz siipernatantinin Kolorektal hiicre invazyonunu azalttigi
belirtilmistir (Escamilla vd., 2012: 871). Bu calismalarin verileri gostermektedir ki bazi
probiyotik hiicresiz slipernatantlari antitlimor etki gostererek belirli kanserlerin 6nlenmesinde

ya da tedavisinde kullanim potansiyeline sahiptir (Amaretti vd., 2013: 812).

Postbiyotiklerle ilgili olarak yapilan aragtirmalar son donemde artis gosterirken,
terapotik etkiden sorumlu metabolit ve / veya metabolitlerin tanimlanmasi 6nemli olmakla
birlikte giictlir ancak s6z konusu metabolitlerin ve etkin oldugu molekiiler mekanizmalarin
tanimlanmas1 ve bu metabolitlerin klinik uygulamalarda kullanilmak iizere izolasyonu ve
tiretimi de oldukga sofistike agsamalari kapsayacaktir (Fong vd., 2020: 4). Kanser gibi hedefli
terapotik yaklasimlarin gereksinime ihtiya¢ duyuldugu diisiiniildiigtinde, bu molekiillerin timor

seciciligi ve risk-yarar konseptinde giivenilirligi de 6nemlidir.

Mevcut klinik literatiirde, dogustan veya edinilmis bagisikligin zayif oldugu
durumlarda, kalp anomalilerinde, kemo ve radyoterapilerde, cerrahi uygulamalar sonrasinda,
HIV enfeksiyonunda, organ nakli sonrasinda, otoimmiin hastaliklarda, ntropeni, antibiyotikle
iliskili diyare ve aktif iilseratif kolit varliginda, istenmeyen yan etkilere neden olabileceginden
dolay1 probiyotik kullanimina karsi uyarida bulunan c¢aligmalar mevcut olup, bu calismalar
probiyotik kullaniminda risk-yarar dengesinin 6nemine isaret etmektedir (Lerner vd., 2019: 104
; Rad, Aghebati-maleki, vd., 2020: 4). Oysa ki belirli probiyotikler i¢in, goriilen olumlu etkiye
neden olanin canli bakteri degil, bu bakterilere ait hiicresiz kiiltiir siipernatantlar1 oldugu
belirlenmistir (Konstantinov vd., 2013: 742) ki bu sonuglar probiyotiklerle ilgili olmak {izere
konagin sagligi lizerindeki yararl etkilerin her zaman canli bakteri varligini gerektirmedigini

ortaya koymaktadir.
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| immiin yamt: diizenleme |

Th2

ey

Sekil 2.3. Postbiyotiklerin etki mekanizmalar1

Postbiyotikler pleiotropik dzellikler gosterir. T diizenleyici lenfositlerin farklilagsmasinin indiiksiyonu ve anti-
enflamatuar sitokinlerin sentezine bagli olarak, postbiyotikler, Th1 ve Th2 lenfositleri tarafindan temsil edilen iki
ana bagisiklik sistemi kolu arasindaki dengesizligi onarir. Thl ve Th2 lenfositleri arasindaki denge,
immiinoregiilasyon i¢in hayati 6neme sahiptir ve bozuklugu, atopik bozukluklar dahil olmak iizere ¢esitli immiin
hastaliklara neden olur. Antibakteriyel aktiviteye muhtemelen postbiyotiklerin enterositlerin molekiiler yapisi
iizerindeki etkisi aracilik eder ve bu da bagirsak bariyerinin kapatilmasina neden olur. Postbiyotiklerin "Statin
benzeri" aktivitesi ve metabolik ve ilgili hastaliklarda gelecekteki terapétik uygulamast biiyiik olgiide tahmin
edilmektedir. Sekil Marzec ve Feleszko, 2020 makalesinden modifiye edilmistir.

Kaynak: (Marzec ve Feleszko, 2020).

Sekil 2.3’te postbiyotiklerin etkiledigi siirecler yer almaktadir (Marzec ve Feleszko,
2020: 8). Buna gore postbiyotikler bagirsak epitelinin korunmasini saglarken, immiin
diizenleyici ve anti-tiimor etkiler gosterebilirler. Bagirsak mikrobiyotasina ait {irtinlerin
immiinomodiilator etkileri son zamanlarda yogunlukla calisilan konulardan biridir. Ornegin,
SCFA’ler olarak biitirat ve propiyonatin, sirasi ile bagirsakta ve periferdeki diizenleyici T
hiicrelerini  (Treg'ler) arttirdign gosterilmistir. Lactobacillus casei ATCC334'iin  kiiltiir
stipernatantinin kolon kanseri hiicreleri iizerinde giiclii bir tiimdr baskilayici etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Konishi vd., 2016: 7). Inflamasyon, karsinojenez ile ayrilmaz bir sekilde
baglantili oldugundan, inflamasyonu engelleyen herhangi bir ajan da anti-kanser potansiyele
sahip olabilir. Ornegin L. lactis NCDO 2118'in kiiltiir siipernatanlarmnin, bir CRC hiicre hatt1
olan Caco-2 hiicrelerinde IL-1B ile indiiklenen IL-8 sekresyonunu azaltabildiginden,
inflamatuar bagirsak hastaliginin (IBD) tedavisinde kullanilabilecegi onerilmistir (Luerce vd.,
2014: 33). Bir baska postbiyotik iiriin olarak SCFA’lar ise immun diizenleyici fonksiyonlarinin
yani sira epigenetik modifikasyonlar yoluyla onkogenlerin ve tiimor baskilayici genlerin

diizenlenmesini etkileyerek anti-kanser etki gosterebilirler (Corcos, 2012: 7).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Bakteri Suslan ve Kiiltiir Kosullar:

Tablo 3.1. Kullanilan bakteriyel suslar ve kaynaklari

Kullanilan Bakteriler Kaynak

Streptococcus salivarius M18 (BLIS M18™) | Blis Technologies (New Zealand)

American Type Culture Collection-ATCC

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) o
(Manassas, Virginia, USA)

Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) ATCC

Escherichia coli (ATCC 8739) ATCC

Bu ¢alismada kullanilan bakteriler olarak S. salivarius M18, P. aeruginosa, Klebsiella
pneumonia ve Escherichia coli (Tunger ve Karagam, 2020: 2827) triptik soya besiyeri (TSB,
Kazein 17 g/L, Soya peptonu 3 g/L, Sodyum kloriir 5 g/L Dipotasyum fosfat 2.5 g/L, Dekstroz
2.5 g/L, Merck Cat No: M105459.0500) ortaminda orbital olarak ¢alkalanarak ya da TSB igine
agar eklenerek hazirlanan agar plakalarda 37°C'de kiiltiirlenmistir. Bakterilerle inokiile
edilmeyen ancak ayni kosullar altinda inkiibe edilmis besiyeri (TSB), deneylerde “sadece besi
yeri (Only medium-OM) kontrolii” olarak kullanilmistir. Belirtildigi durumlarda S. salivarius
M18, iniilin ve tapyoka nisastasinin TSB i¢inde % 0.5 ve % 1.0 (v/w) oranlar ile inkiibe
edilmistir. Inokiilasyondan once iniilin ve tapyoka nisastasi igeren besi yerleri 120°C'de 20
dakika boyunca otoklavlanarak steril edilmistir. Prebiyotiklerin kullanildig1 deneylerde OM
kontrolii olarak % 0.5 veya % 1.0 tapyoka nisastasi veya iniilin igeren TSB besiyeri
kullanilmigtir. Siipernatant eldesi i¢in, gece boyunca biiyiitiillen S. salivarius M18 kiiltiirlerinin
optik yogunluklart 600 nm'de (OD) 0.1'e ayarlanmis, calkalamali inkiibatér (160 rpm)
kullanilarak 37°C'de 24 saat siireyle biiyiitiilmiistiir. Inkiibasyon boyunca minimal
oksijenlenme kosullarinin saglanmasi igin bakteriler hava kalmayacak sekilde besi yeri ile

doldurulmus ve kapaklar1 sikica kapatilan ve parafilmlenen tiiplerde biiyiitiilmiistiir (Gurbanov
vd., 2020; 1).

3.2. Hiicre Icermeyen Siipernatantlarin Toplanmasi

24 saatlik inkiibasyonun sonunda kiiltiirler, slipernatantlar1 toplamak i¢in 4°C, 5000
rpm'de (1844 xg) 10 dakika siireyle santrifiijlenmis, ardindan 0.22 pM PES membran filtreler
kullanilarak steril edilmistir. Hiicresiz siipernatantlar ya hemen kullanilmigtir ya da

alikotlanarak daha sonra kullanilmak tizere -80°C'de saklanmustir.
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3.3. Patojen Biiyiime Inhibisyonu Deneyleri

Bu tez ¢alismasinin bir pargasi olarak S. salivarius M18 hiicresiz siiparnatantinin P.
aeruginosa veya K. pneumoniae patojenleri tizerindeki etkileri yakin zaman 6nce yayinlanan
calismamizda belirtildigi sekilde arastirilmistir (Tunger ve Karagam, 2020: 2827). Bunun igin,
gece boyu inkiibe edilen patojenler 10° koloni olusturan birim CFU/mL olacak sekilde
seyreltilerek, 96 kuyulu diiz tabanli polistiren hiicre kiiltlirii plakalarinda (Nest Scientifc,
Maryland, ABD) her bir kuyuda 100 pL S. salivarius M18 hiicresiz siipernatanti (SsM18 sup.)
veya probiyotik bakteri ile inokiile edilmemis TSB besi yeri (OM) igerisinde, 37°C'de 8 saat
veya 24 saat boyunca c¢alkalamadan inkiibe edilmistir. Ortam pH'sinin siipernatantin patojen
biiyiime iizerindeki etkisini arastirmak icin, sirastyla steril 1.0 N NaOH soliisyonu veya steril
1.0 N HCl soliisyonu kullanilarak S. salivarius M 18 hiicresiz slipernatant ortaminin pH's1 7.0’ ye
veya OM ortaminin pH's1 5.0’e ayarlanmistir. pH’1n ayarlanmadig1 durumda esit hacimde steril
dH20 (% 2.0 v/v) eklenmistir. Antibiyotik duyarliligin1 degerlendirmek igin ise, P. aeruginosa
(10° CFU/mL) veya K. pneumonia (10° CFU/mL), belirtilen miktarda Sefoperazone sodyum
tuzu (CPZ; Kat no: C4292) igeren S. salivarius M18 hiicresiz siipernatanti ile 24 saat siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda, absorbanslar ODsgoo'de gok kuyucuklu plaka okuyucu
(Multiskan FC, Thermo Scientifc, Massachusetts, ABD) kullanilarak ol¢tilmiistiir. Bakteri ile
inokiile edilmemis besi yerinin 600 nm'de optik yogunlugu blank olarak kullanilmistir.
Damlatma testleri igin ise, P. aeruginosa veya K. pneumonia, 96 kuyulu plakalarda CPZ
varliginda veya yoklugunda S. salivarius M18 hiicresiz siipernatanti (veya kontrol bilyiime
ortami; OM) ile inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda patojenler TSB igerisinde belirtilen
oranlarda seyreltilmistir. Seyreltilmis ve seyreltilmemis bakterilerin 3.0 pL’si, TSA petrilere
damlatilmis ve agar petriler gece boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Petriler GeneSys
yazilmina sahip G: BOX  (Syngene, Ingiltere) goriintileme sistemi kullanilarak

fotograflanmistir.
3.4. Patojen Biyofilm Deneyleri ve Yiizeye Tutunma Kabiliyeti Analizi

P. aeruginosa biyotik ve abiyotik yiizeyler {izerinde biyofilm olusturabilen patojen bir
bakteridir ve biyofilm olusumu i¢in model olarak kullanilmaktadir (Pericolini vd., 2018: 2). S.
salivarius M18 susunun hiicresiz supernatantinin P. aeruginosa biyofilm olusumu iizerine

etkisi, statik biyofilm modeli kullanilarak incelenmistir (Tunger ve Karagam, 2020: 2828).
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Ozetle, P. aeruginosa (10° CFU/mL), 96 kuyulu diiz tabanl polistiren hiicre kiiltiirii
plakalarinda (Nest Scientifc) 24 saat kiiltiirlenmis S. salivarius M18'den elde edilen 100 pL
hiicresiz siipernatanta inokiile edilmis ve plakalar 37°C'de ¢alkalanmadan 24 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda besi yeri uzaklastirilmis ve kuyular, planktonik
bakterileri uzaklastirmak amaci ile ti¢ kez dH20 ile yikanmistir. Fiksasyon i¢in kuyulara 150 pL
metanol eklenmis ve plakalar oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir. Metanoliin
uzaklastirilmasini takiben kuyularin kurumasi beklenmistir. Her bir kuyuya 130 uL. % 0.1 (w/v,
dH20 iginde) kristal viyole (crystal violet-CV) soliisyonu ilave edilmistir ve plakalar, oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir. Boyay1 uzaklastirmak i¢in plakalar dH2O iceren
kaplara daldirilarak yikanmistir. Havayla kurutulduktan sonra CV' yi ¢6zmek i¢in her kuyuya
130 uL % 30 asetik asit (v/v, dH20 iginde ) ilave edilmistir. Her boyanmis kuyunun OD'si,
550 nm'de c¢ok kuyulu plaka okuyucu (Multiskan FC, Thermo Scientifc) kullanilarak
dliilmiistiir. Inokiile edilmemis kiiltiir ortami iceren kuyular, blank olarak kullaniimistir.
Biyofilm, materyallerin veya dokularin yiizeyine yapisan bir mikroorganizma
koleksiyonudur. Bu mikroorganizmalar, hiicre dis1 bakteriyel DNA, proteinler,
ekzopolisakkaritler ve enzimlerden olusan, bir hiicre dis1 polimerik maddeler (EPS) matrisine
gomiilidiir (Tran vd., 2018: 2). Tez ¢alismasinda probiyotik hiicresiz siipernatantinin biyofilm
olusum siirecinin bir pargasi olarak P. aeruginosa’nin yiizeye tutunma kabiliyetine etkisi, DAPI
(4', 6-diamidino-2-fenilindol) boyamasiyla arastirilmistir. Onceden sterilize edilmis lameller,
6 kuyulu bir plakanin kuyularina yerlestirilmistir. Her bir kuyuya S. salivarius M18'in hiicresiz
siipernatant1 (veya kontrol biiyiime ortami; OM) icerisinde P. aeruginosa (10° CFU / ml)
eklenmistir. 37°C'de 24 saat calkalamasiz inkiibasyonun sonunda planktonik hiicreler
uzaklastirilmig ve kuyular ii¢ kez PBS ile yikanmistir. Lameller, oda sicakliginda 30 dakika
boyunca 5 uM DAPI ile inkiibe edilmistir. Ug kez PBS yikamasim takiben lameller lam iizerine
alinmig ve oje kullanilarak kapatilmistir. Preparatlar, DAPI filter U-FUNA (eksitasyon: 358
nm, emisyon: 461 nm; Olympus) filtresine sahip flouresan mikroskobu (Olympus BX53,
Shinjuku, Tokyo, Japonya) kullanilarak gozlemlenmis ve goriintiillenmistir. DAPI boyali
numunelerin goriintiileri 100X biiyiitmede alinmig ve floresan intensiteleri ImageJ (NIH)

kullanilarak analiz edilmistir (Tunger ve Karagam, 2020: 2828).
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3.5. Kongo Kirmizisi Deneyi

S. salivarius M18 siipernatant1 ile inkiibe edilen P. aeruginosa'da ekzopolisakkarit
iretimindeki degisiklikleri belirlemek icin, Kongo kirmizisi testi kullanilmistir. Kongo
kirmizis1 agar petrileri, tripton (10 g/L) ve % 1.0 (w/v) agardan olusan otoklavlanmis besi
yerine, steril Kongo kirmizisi (40 pg/mL) ve Coomassie brillant mavi G250 (20 pg/mL)
eklenerek hazirlanmistir. 200 uL S. salivarius M18 hiicresiz siipernatanti (veya kontrol biiyiime
ortami), Kongo kirmizisi petrilere yayilmis, ardindan 3.0 pL P. aeruginosa (4x108 CFU/mL)
agar yiizeylerine damlatilmistir. 24 saat boyunca 37°C'de inkiibasyon sonunda olusan koloniler,
stereomikroskop (LEICA DM750, Wetzlar, Almanya) kullanilarak go6zlemlenmis ve
goriintiilenmistir. Kongo kirmizist yogunlugunun kantifikasyonu i¢in Image] programinin
(NIH, ABD; https://rsbweb.nih.gov/ij/) renk esigi araci, spot alami Olc¢iimlere katilarak
kullanilmigtir. Goriintiiniin renk esigi asagidaki parametreler kullanilarak ayarlanmistir: ton =
0-255, doygunluk = 0-255, parlaklik = 130-255, esik rengi = kirmizi, arka plan = koyu ve renk
alan1 = HSB (Tunger ve Karagam, 2020: 2828).

3.6. Kanser Hiicrelerinin Biiyiitiilmesi, Alt-Kiiltiirlemesi ve Dondurulmasi

Tez caligmasinda insan CRC epitel hiicre hatlart HCT-116 (DSMZ, Almanya) ve SW-
480 (ATCC) ile saglikli gobek kordonu endotel hiicre hattt HUVEC (ATCC) kullanilmistir.
HCT-116 ve SW-480, % 10 FBS (Fetal Sigir Serumu), % 2.8 (v/v) NaHCO3 (stok % 7.5 w/v)
ve % 1 pen/strep ile takviye edilerek hazirlanan, dH>0’da ¢oziinen (10.5 g/L) NaHCO3
icermeyen ve pH's1 derigik HCI kullanilarak 7.5’e ayarlanan RMPI-1640 toz besi yerinde (Kat.
No: 11-100; Biological Industries, Israil) biiyiitiilmiistiir. Tiimér mikro cevresinin mimik
edildigi deneylerde CRC hiicrelerinin siipernatant ile muamelesinde pH 5.5 RPMI 1640
besiyeri kullanilmigtir. pH 5.5 i¢in gerekli NaHCO3 miktari, Henderson-Hasselbalch Denklemi
(% 5 CO2 ortaminda) ile belirlenmistir; buna goére pH 7.5 igin 1 L'lik tam RPMI-1640 biiyiitme
ortamina 33 uL derisik HCI, pH 5.5 i¢in ise 73.3 uL derisik HC1 eklenmistir. 0.22 uM PES-
filtre kullanilarak besiyeri sterilizasyonu gergeklestirilmistir. HUVEC hiicre hatt1 ise 2 mM L-
Glutamin, %1 pen/strep, %10 FBS ile takviye edilen DMEM (Kat. No: 01-053-1A; Biological
Industries, Israil) besiyeri igerisinde biiyiitiilmiistiir. Hiicreler, % 95 hava, % 5 CO2 igeren
inkiibatorde, 37°C'de biiyiitilmiistiir. Tripsin-EDTA (% 0.05), alt kiiltiirleme veya hiicre

toplanmasi sirasinda hiicreleri yiizeyden ayirmak i¢in kullanilmistir.
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Hiicre metabolizmasinin tayini, hiicre canliliginin belirlenmesi ve protein eldesi
deneylerinde kullanilmak tizere hiicre ekimi i¢in hiicreler, tripsin muamelesi ile kaldirilmis ve
tripsinin besiyeri ile inhibisyonunu takiben 1000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij ile
coktiiriilmiistiir. Besiyerinin uzaklastirilmasinin ardindan taze besi yeri i¢inde siispanse edilen
hiicreler tripan mavisi kullanilarak thoma laminda sayilmis, MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) indirgenme deneyleri i¢in 96 kuyulu plakanin her bir
kuyusunda 10x102 hiicre, hiicre canlilif1 ve protein eldesi deneyleri icin ise 12 kuyulu plakanin
her bir kuyusunda 50x10* hiicre olmak iizere ekim yapilmistir. Ertesi giin hiicreler Metod 3.2°de

anlatildig1 gibi elde edilen siipernatantlar ile inkiibe edilmistir.

Deneylerde 30 pasajin iizerinde hiicre kullanilmamistir (Rosenthal vd., 1977: 150).
Hiicreler %5 DMSO igeren soguk besiyeri i¢inde vial kapakli tiiplere aktarildiktan sonra -
80°C’de muhafaza edilmistir.

3.7. Bagirsak Epitel Bariyer Modelinin Olusturulmasi

Bagirsak epitel bariyer modeli daha once tanimlandigi sekli ile spontan farklilasma
modeli kullanilarak olusturulmustur (Tunger ve Banerjee, 2017). Caco-2 , (SAP Enstitiisii,
Ankara, Tirkiye) hiicreleri, % 20 FBS, % 1 penisilin-streptomisin, 2 mM L-glutamin, 1X-
NEAA (Esansiyel Olmayan Amino Asitler) ve 1 mM sodyum piruvat igeren EMEM-Minimum
Essential Medium'da, 37°C, %5 COz iceren inkiibatorde biiyiitiilmiistiir. En ¢ok %70 konfluensi

halindeki hiicreler alt kiiltiirlenmistir.

Spontan hiicre farklilagmasi 12 kuyulu plakada yapilmistir. Hiicreler, iki giin sonrasinda
% 100 konfluensiye ulasmak iizere yaklasik 3.5x10%cm? olacak sekilde ekilmistir. %100
konfluansiye ulasilan giin 0. giin olarak kabul edilmistir. Takip eden 10 giin boyunca her iKi
giinde bir besi yeri yenilenmistir (Tunger ve Banerjee, 2017). 10 giinliik spontan farklilagmanin
sonunda hiicre farklilagsmasinin dogrulanmasi icin farklilasan ve farklilagsmayan (prolifere olan)
hiicrelerdeki CEA (Karsino Embyonik Antijen) ifadesi (Tunger ve Banerjee, 2017; Tunger vd.,
2019: 19; Tunger vd 2020: 6) sonraki boliimlerde belirtildigi sekli ile western blot yontemi
kullanilarak incelenmistir. S. salivarius M18 hiicresiz siipernatantinin bariyer biitiinliigiinii
etkileyip etkilemediginin belirlenmesi amaci ile 10 giinliik farklilagsma siiresinin sonunda
farklilagsan ve proliferasyon durumundaki (farklilasmamis) hiicreler CV ile boyanmistir. CV
boyamasi Herzog et al. tarafindan belirtildigi gibi, ancak bazi modifikasyonlar uygulanarak

yapilmustir (Herzog vd., 2008. 5).
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Bunun i¢in farklilasan hiicrelerin bulundugu kuyulardan besi yeri uzaklastirilmis ve
kuyulara %20 (v/v) oraninda OM ve SsM 18 sup eklenmistir. 2 ve 4 saatlik inkiibasyon sonunda
OM veya SsM18 sup igeren besi yeri uzaklastirilmig, farklilasmis ve farklilasmamis
(proliferasyon halinde, ~%70 konfluent) hiicrelerin bulundugu kuyular oda sicakligindaki PBS
ile yitkanmistir. PBS’in uzaklastirilmasini takiben hiicreler %4 formaldehit (PBS i¢inde) ile 30
dakika boyunca oda sicakliginda fikse edilmistir. Formaldehit uzaklastirilmis, hiicreler PBS ile
yikanmis ve her kuyuya % 0.2 (v/w, dH20 i¢inde) CV (Sigma-Aldrich) eklenerek, plakalar oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda CV uzaklastirilmis ve kuyular
PBS ile yikanmistir. Bu asamada kuyular fotograflanmistir. Kantitatif veri eldesi ig¢in
kuyulardaki CV, 2 ml %1 SDS (v/w, dH20 igerisinde) ile ¢oziilmiistiir. %30 CV %70 SDS
(%1) oranlarinda dillisyon yapilan 6rneklerdeki renk yogunlugu, 550 nm'de, ¢ok kuyulu plaka
okuyucu (Multiskan FC, Thermo Scientific) kullanilarak dl¢iilmiistiir.

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

S. salivarius M18 susunun hiicre metabolizmasinda neden oldugu degisiklikler, MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) indirgenme deneyi ile
arastirilmistir. Bu kolorimetrik test, sar1 bir tetrazolyum tuzu olan MTT’nin metabolik olarak
aktif hiicreler tarafindan mor formazan kristallerine indirgenmesine dayanmaktadir. Canli
hiicreler, MTT'yi formazana indirgeyen, NAD (P) H'ye bagimli oksidorediiktaz enzimlerini
icerir. Bu indirgenme, yalmizca mitokondriyal rediiktaz enzimleri aktif oldugunda
gergeklesir (https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/roche/cell-
proliferation-kit-i-mtt.html). Bu formazan kristalleri uygun bir ¢ozeltisi kullanilarak ¢ozdiiriiliir
ve renk degisimi 500-600 nm’de 6l¢iiliir. Cozelti ne kadar koyu olursa, canli, metabolik olarak

aktif hiicrelerin sayisi o kadar fazla olur (Mosmann, 1983: 59).

MTT deneyi i¢in 96 kuyulu plakanim her bir kuyusunda 10x10° hiicre/100 pl olacak
sekilde ekilen hiicreler, deney giinii OM ya da SsM18 sup ile muamele edilmistir. Belirtildigi
durumlarda, pH 7.5 besi yerinin yani sira, timor mikro-gevresini taklit etmek lizere ph 5.5 pH
degerine sahip RPMI-1640 besi yeri kullanilmistir. OM ya da SsM18 sup igeren besi yeri
icerisinde 2, 4 veya 24 saatlik inkiibasyonun sonunda MTT deneyi, daha dnce belirtildigi
sekilde uygulanmistir (Tunger vd., 2019: 7).
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Bunun i¢in besi yerleri uzaklastirilmis, her bir kuyuya 1:10 oraninda besi yeri i¢erisinde
seyreltilmis, stok konsantrasyonu 0.5 mg / mL olan MTT reaktifinden 100 pL eklenerek,
plakalar 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. 4 saat sonra her bir kuyuya % 10 SDS (v/v) igeren
0.01 N HCI ¢ozeltisi eklenmis ve plakalar 16 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda her bir kuyudaki renk degisimi 570 nm absorbansta, mikroplaka okuyucu
(Multiskan FC, Thermo Scientific) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Blank olarak MTT ajan1 ve SDS

eklenmis ancak hiicre icermeyen kuyulardan alinan absorbans degerleri kullanilmistir.
3.9. Hiicre Canhihg1 Tayini

Tripan mavisi boyamasi, 6lii hiicreleri tanimlamak i¢in uzun siiredir devam eden ve
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Sadece zarlari bozulmamig hiicreler boyay: etkili bir
sekilde dislayabilir, boylece zarar1 bozulmus 6li hiicreler boyanir (Strober, 2019: 1178). Bu
amacla 12 kuyulu plakalarin her bir kuyusunda 50x10* hiicre/mL olacak sekilde ekim yapilmus,
hiicreler gece boyu 37°C’de ve %5 COq igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir. Ertesi giin
kuyulardaki besi yeri uzaklastirilmis ve kuyulara pH 7.5 ya da pH 5.5 pH degerine sahip RPMI-
1640 igerisinde % 20 (v/v) hiicresiz OM ya da SsM18 sup igeren, taze hiicre kiiltiirli besiyeri
eklenmistir. 2 ve 4 saat inkiibasyon sonunda besi yerleri toplanmis ve hiicrelerin kuyulardan
kaldirilmasi i¢in kullanilan tripsinin inhibisyonu i¢in kullanilmistir. Bu sekilde hiicre 6liimiine
bagli olarak kuyu yiizeyinden kalkmis olup, besi yeri igerisinde yiizer halde bulunan hiicrelerin
de tespit edilmesi amaglanmistir. Thoma laminda hiicre sayimimi yapmak i¢in hiicre

slispansiyonu 1:1 oraninda tripan mavisi ile karigtirtlmistir.
3.10. Hanging Drop Deneyi

Hanging drop-asili damla deneyi i¢in 3x10° hiicre/mL olacak HCT-116 hiicre
siispansiyonu hazirlanmis ve plastik steril petri kaplarinin kapaklarina damla basina 30 pl
olacak sekilde damlatilmigtir. Petri kabinin alt kapagina 5 ml steril PBS eklenmis ve petri
kapag: dikkatlice ters cevrilip kapatilarak 37°C’de ve %5 CO:2 igeren inkiibatorde 48 saat
boyunca inkiibe edilmistir. 48 saat saat sonra sferoid yapilara zarar vermeden damlalardaki sivi
uzaklastirilmig ve sferoidler, %20 oraninda OM ve / veya SsM18 sup ile pH 7.5 veya pH 5.5
ortammda 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda sferoidler 151k mikroskobunda

gozlenmis ve fotograflamistir.
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3.11. Protein izolasyonu ve Western Blot

2 saat boyunca SsM18 sup veya OM ile inkiibe edilen HCT-116 hiicrelerinden protein
izolasyonu proteaz (Thermo Scientific) ve fosfataz inhibitor kokteyli (Thermo Scientific) iceren
T-PER (Thermo Scientific) protein lizis tamponu kullanilarak yapilmistir. Besi yerinin
uzaklastirilmasini takiben hiicreler buz iizerinde, soguk PBS kullanilarak yikanmustir. Lizis
tamponu eklenen hiicrelerin kuyulardan kaldirilmasi i¢in scraper kullanilmistir. Lizis tamponu
icindeki hiicreler 1.5 ml ependorf tiiplerine toplandiktan sonra, 5’er dakikalik zaman
araliklarinda vortekslenmek iizere 30 dakika boyunca buzda inkiibe edilmistir. inkiibasyon

sonunda proteinler, 14000xg’de, 4°C’de, 15 dakika boyunca santrifiij uygulanarak toplanmustir.

Western blot’ta kullanilacak proteinlerin miktar tayini i¢in Bradford ajani (Comassie
Plus Protein Assay Reagent, Thermo Scientific) kullanilmistir. Bunun i¢in dncelikli olarak BSA
(Bovin Serum Albumin)’nin bilinen konsantrasyonlari ile bir standart egri olusturulmustur. Bu
egrinin olusturulmasinda {iretici firmanin talimatlar1 takip edilmistir. Kullanilan BSA
diliisyonlar1 Tablo 3.2’da verilmistir. 30 uL standart tizerine 1.5 mL Coomassie Reaktifi
eklenerek iyice karistirilmistir. 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyon sonunda
absorbanslar 595 nm de spektrofotometre cihazinda belirlenmis, standart egrinin formulii bu
Olgtimlere gore olusturulmustur. Western blot’ta SDS jele yiiklenecek proteinlerin miktarini
belirlemek amaci ile protein konsantrasyonu, elde edilen bu standart egriye gore belirlenmistir
(Sekil 3.1). Western blot i¢in, proteinler %10’lik ayirma (separating) jeli ve %4’lik yigilma
(stacking) jeli olacak sekilde hazirlanan SDS-PAGE’e yiiklenmis ve jel, 6rnekler yigilma jeline
varana kadar jel 70 V’da, ardindan 100 V’da yiritilmustir. Jellerdeki proteinlerin
Poliviniliden floriir (PVDF) membrana aktarimindan dnce membran 30 saniye metanol ile
aktive edilmis ardindan 5 dakika transfer tamponunda bekletilmistir. Transfer islemi 1slak
transfer yontemi ile 115 V’da 90 dakika olarak yapilmistir. TBS-T (Tris-Buffered Saline- %
0.1 Tween) igerisinde hazirlanan % 5°lik yagsiz siit tozu ile oda sicakliginda, calkalayicida 1
saat boyunca inkiibe edilen membran, takiben 4°C’de gece boyu primer antikor ile muamele
gormiistiir (XIAP; sc-11426, GAPDH; sc-25778). Primer antikor toplandiktan sonra membran
3 kez 15 dakika boyunca 1X TBS-T ile yikanmis ardindan HRP konjuge ikincil antikor ile oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. 3 kez 15 dakika boyunca 1XTBS-T ile yikanan membran,
ECL soliisyonu kullanilarak Syngene G: BOX goriintilleme cihazinda goriintiilenmistir.
Gerektigi durumlarda membran mild kosullarda strip edilmis, takiben birincil antikor

uygulamasi yapilmaistir.
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Tablo 3.2 Standart Test Tiipti ve Mikroplaka Protokolleri i¢in Seyreltme Semasi (Calisma
Aralig1 = 100-1500pg / mL)

Ependorf etiketi Diliisyon miktari kSySnl:glr:S/l:T; Ic'l)n ; ko:si;]r?':rzssfc\)nu
A 0 300 pL stok BSA 2000 pg/mL
B 125 pL 375 pL stok BSA 1500 pg/ mL
C 325 uL 325 pL stok BSA 1000 pg/ mL
D 175 uL 175 uL B diliisyonu | 750 pg/ mL
E 325 uL. 325 uL C diliisyonu | 500 pg/ mL
F 325 uL. 325 uL E diliisyonu | 250 pg/ mL
G 325 uL. 325 pL F diliisyonu | 125 pg/ mL
H 400 puL 100 pL G diliisyonu | 25 pg/ mL
I 400 pL 0 0 ng/ mL =Blank

ABSORBANS (OD q:)
o o o e
H [e)] [0¢] = N

o
N

o

BSA STANDART GRAFIGi

500 1000
Protein konsantrasyonu (ug/mL)

1500

Sekil 3.1 BSA Standart Grafigi

3.12 istatiksel Analiz

2000

y = 0,0005x +0,0344
R?=0,98671

2500

Sonuglar, ortalamanin ortalama + standart hatas1 (SEM) olarak ifade -edildi.
Karsilagtirmalar i¢in Prism 6.01 (GraphPad, La Jolla, CA, ABD) kullanilarak t testi uygulandu.
Anlamlilik derecesi * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001 olarak gosterildi.
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4. BULGULAR

4.1. S. salivarius M18 Hiicresiz Siipernatantinin Pseudomonas aeruginosa Uzerinde
Antibakteriyel EtKisi

P. aeruginosa, 96 kuyulu plakada 8 saat ve 24 saat boyunca S. salivarius M18 hiicresiz
stipernatant1 (SsM 18 sup.) ile inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda ODeoo’de optik yogunluk
belirlenmistir. Sekil 4.1A ve B'de gosterildigi gibi, S. salivarius M 18 hiicresiz slipernatantinin,
sadece besiyeri (OM) kontrolii ile inkiibe edilen P. aeruginosa ile karsilastirildiginda, P.
aeruginosa'nin  biiylimesini 6nemli Ol¢lide inhibe ettigi belirlenmistir.  Probiyotik
stipernatantinin P. aeruginosa iizerindeki biiyiime inhibe edici etkisi, agar damlatma deneyleri
ile de gosterilmistir. S. salivarius M18 hiicresiz siipernatantinin P. aeruginosa antibiyotik
cevabina etkisi de incelenmistir. Bunun igin P. aeruginosa, 24 saat boyunca 0.5 pg / ml veya
1.0 pg / ml sefoperazon (CPZ) igeren S. salivarius M 18 hiicresiz siipernatant ile 8 ve 24 saat
boyunca inkiibe edilmis, probiyotik siipernatantinin patojen biiytimesi {izerindeki etkisi ODeoo
Olciilerek ve agar damlatma yontemleri ile belirlenmistir. Sekil 4.1.C‘de gosterildigi gibi,
CPZ’nin kullanilan dozlarinin P. aeruginosa biiyiimesi lizerine etkisi gozlenmezken, S.
salivarius M18 hiicresiz siipernatant1 ile birlikte uygulanan CPZ’nin patojenin antibiyotik

duyarliligini dramatik bir sekilde arttirdig1 goriilmiistiir.

S. salivarius M18 hiicresiz siipernatantinin pH’s1 5.0, OM kontroliiniin pH’s1 ise 7.0
olarak ol¢iilmiistiir. S. salivarius M18 hiicresiz slipernatantinin antipatojen etkisinin asidik
ortamdan kaynaklanip kaynaklanmadiginin arastirilmasi igin; S. salivarius M18 hiicresiz
stipernatantinin (SsM 18 sup.) pH's1 pH 7.0'ye ve kontrol ortaminin pH's1 (sadece besi yeri; OM)
ise pH 5.0'e ayarlanmistir. Sekil 4.1.D ve E’te gosterildigi gibi, S. salivarius M18 hiicresiz
siipernatantinin asidik ortamda antibakteriyel etkisinin daha yiiksek oldugu, pH’s1 7.0’ye
ayarlanan S. salivarius M18 hiicresiz siipernatantinin antibakteriyel etkisinin azaldigi
belirlenmistir. Ayrica, Sekil.4.1.F’de goriilecegi gibi pH 7.0 ve pH 5.0 ortaminda S. salivarius
M18 hiicresiz siipernatanti (SSM18 sup.) ve kontrol besiyerinin (sadece besiyeri; OM),
sefoperazone (CPZ; 0.5 ng / mL veya 1.0 pg / mL) varliginda P. aeruginosa biiyiimesi
tizerindeki etkisi de incelenmis olup patojenin CPZ antibiyotigine olan duyarlilig, S. salivarius
M18 hiicresiz siipernatantinin varliginda, ortam pH’sinin asidik oldugu durumda daha yiiksek
oldugu goriilmiistir. CPZ varliginda pH 7.0’ye ayarlanan S. salivarius M18 hiicresiz

siipernatantinin antibakteriyel etkisinin, pH 5.0 ortamina gére daha az oldugu belirlenmistir.
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Ayrica asidik kontrol ortaminin, 8 saatte P. aeruginosa biiyiimesini etkiledigi, ancak bu
etkinin muhtemel tolerans mekanizmlar1 ile 24 saatte ortadan kayboldugu gorilmiistiir.
Boylelikle 24 saat sonunda, asidik ¢evresel pH'nin P. aeruginosa biiyiimesi iizerinde anlamli
bir etkiye neden olmadigi, gbzlenen inhibitor etkinin S. salivarius M18 hiicresiz siipernatanti

kaynakli oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.1. S. salivarius M18 hiicresiz siipernatantin antibakteriyel etkisinin P. aeruginosa
bakterisinde arastirilmasi

A. P. aeruginosa, S. salivarius M18 siipernatant1 (SsM18 sup.) ile veya kontrol besi yeri (OM) ile 8 saat ve B. 24
saat inkiibe edilmis, bakteriyel biiylime ODgoo'de belirlenmistir. C. P. aeruginosa, 24 saat boyunca 0.5 pg / mL
veya 1.0 ug / mL sefoperazon (CPZ) iceren S. salivarius M18 hiicresiz siipernatant: ile inkiibe edilmistir. P.
aeruginosa'nin antibiyotik duyarlihigindaki degisim ODsgqo Olgiilerek belirlenmistir. D. S. salivarius M18 hiicresiz
stipernatanin (SsM18 sup.) pH's1 pH 7.0'ye, kontrol besi yerinin pH's1 5.0'e ayarlanmuis, P. aeruginosa biiyiimesi
8 saat ve E. 24 saat inkiibasyondan sonra ODego Olglilerek arastirtlmustir. F. pH ayarli S. salivarius M 18 hiicresiz
siipernatant (SsM18 sup.) ve kontrol medyumunun (sadece medyum; OM) sefoperazon (CPZ; 0.5 pg /mL veya
1.0 ug /mL) varliginda P. aeruginosa biiylimesi tizerindeki etkisi ml) ODggo 6l¢iimii ile belirlenmistir. Ayrica
absorbans degerlerini desteklemek icin, agar damlatma deneyleri ile de gosterilmistir (ud: dilile edilmeyen).
Deneyler, her birinin sekiz teknik kopyasi ile li¢ kez tekrarlanmis ve sonuglar ortalama(mean) + SEM olarak
verilmigtir. Sonuclarin analizi i¢in t test kullanilmigtir (** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001).
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4.2. S. salivarius M18 Hiicresiz Siipernatanin, Klebsiella pneumonia Uzerinde

Antibakteriyel EtKisi

S. salivarius M18 hiicresiz siipernatantinin (SsM18 sup.) K. pneumonia patojeni
iizerindeki etkisi, probiyotik siipernatanti ve kontrol besi yeri ile, 96 kuyulu plakalarda 8 ve 24
saatlik inkiibasyonun ardindan ODgoo degerleri dl¢iilerek belirlenmistir. Sekil 4.2.A ve Sekil
4.2.B' de gosterildigi gibi, S. salivarius M18 hiicresiz siipernatanti, sadece OM kontroliine
inokiile edilen K. pneumonia ile karsilastirildiginda K. pneumonia biiyiimesini 6énemli 6lgiide
inhibe etmistir. Probiyotik slipernatantinin biiyiime inhibe edici etkisi, agar damlatma deneyleri
ile de gosterilmistir. Sekil 4.2.C*de ise S. salivarius M18 hiicresiz siipernatantin K. pneumonia
biiyiimesi tizerindeki etkisinin CPZ antibiyotigi varliginda arastirildig1 deneylere ait sonuglar
goriilmektedir. Buna gore P. aeruginosa ile yapilan deney sonuglarina benzer sekilde S.
salivarius M 18 hiicresiz siipernatanti K. pneumonia iizerinde de antipatojen etkiye sahip oldugu

ve bu etkinin CPZ varliginda arttigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.2. S. salivarius M18 hiicresiz slipernatantin antibakteriyel etkisinin ve antibiyotik
varliginda antibakteriyel etkisinin Klebsiella pneumonia bakterisinde arastiriimasi

A. 8 ve B. 24 saat boyunca SsM18 supernatant1 veya kontrol besi yeri ile inkiibe edilen Klebsiella pneumonia’nin
ODegoo’de belirlenen optik yogunluk oOlgimleri verilmistir. C. SsM18 supernatantinin, sefaperazon (CPZ)
varliginda, 24 saat sonunda Klebsiella pneumonia’nin bityiimesi iizerindeki etkisi gosterilmistir. Ayrica absorbans
degerlerinde belirlenen etki, agar damlatma deneyleri ile dogrulanmigtir (ud: diliie edilmeyen). Deneyler, her biri
sekiz teknik replikeden olusmak iizere, en az ii¢ biyolojik replike olarak yapilmistir. Sonuglar ortalama (mean) +
SEM olarak gosterilmis olup, gruplar arasi istatiksel anlamlilik t test ile belirlenmistir (** p < 0.01, *** p <0.001,
*HEE p <0.0001).

37



4.3. S. salivarius M18 Hiicresiz Siipernatantinin Pseudomonas aeruginosa Biyofilm

Olusumuna EtKkisi

S. salivarius M18 siipernatantinin P. aeruginosa biyofilm olusumu iizerindeki etkisi,
CV Dboyama kullanilarak arastirilmistir. Sekil 4.3.A’da S. salivarius MI18 hiicresiz
stipernatantinin (SSM18 sup.) P. aeruginosa biyofilm olusumunu dramatik sekilde inhibe ettigi
(yaklasik % 90) goriilmektedir. S. salivarius M 18 siipernatanti ya da kontrol besi yeri ile inkiibe
edilen P. aeruginosa bakterilerinin, biyofilm olusum siirecinin bir pargasi olarak yiizeye
tutunma kabiliyetleri, niikleik asitlere baglanan DAPI floresan boyas1 kullanilarak
arastirilmistir. Lamel yiizeyine tutunan bakterilere ait floresan yogunlugu, S. salivarius M18
slipernatant: ile inkiibe edilen drnekler i¢in kontrol grubuna kiyasla dnemli ve anlamli 6l¢iide
azalmistir (Sekil 4.3.B). Polisakkaritler biyofilmin 6nemli yapisal bilesenleridir. Buradan yola
cikilarak S. salivarius M 18 hiicresiz stipernatantinin P. aeruginosa polisakkarit iiretimine etkisi,
polisakkaritlerin Kongo kirmizisina baglanma &zelliklerinden yola ¢ikilarak arastirilmis olup,
S. salivarius M18'in hiicre dis1 bilesiklerinin varliginda biiyiiyen P. aeruginosa kolonilerinde

polisakkarit igeriginin azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.3.C).
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Sekil 4.3. S. salivarius M18 hiicresiz siipernatantinin, P. aeruginosa'da biyofilm olusumu
iizerine etkisi

A S. salivarius M18'den toplanan hiicresiz siipernatant (SSM18 sup) ile inkiibe edilen P. aeruginosa’da biyofilm
gelisimi CV boyama ile incelenmistir. Kantitatif sonuglar, OM kontroliine kiyasla yiizde (%) olarak verilmistir.
Kuyu boyamalari temsili deney sonuglaridir. B. SSM18 sup. veya kontrol besi yeri (OM) ile inkiibe edilen P.
aeruginosa'min yiizeye tutunma kabiliyeti DAPI boyamasi ile arastirilmigtir. Floresan yogunlugundaki degisiklik,
OM ile inkiibe edilmis kontrol hiicrelerinin ortalama floresansina goére yiizde (%) olarak verilmistir. C. SSM18
sup. veya kontrol besi yeri (OM) varliginda biiyiiyen P. aeruginosa'nmin Kongo kirmizisi baglama kapasitesi
gosterilmistir. Baglanmanin yogunlugu Image] (NIH, ABD; https://rsbweb.nih.gov/ij) renk esigi eklentisi
kullanilarak analiz edilmistir. Ekzopolisakarit {iretimi i¢in bir gosterge olarak Kongo kirmizist baglanmasindaki
degisiklik, kontrole (OM) gore degisim yiizdesi olarak verilmistir (sag panel). Sonuglar ortalama (mean) = SEM
olarak sunulmus olup, en az ii¢ biyolojik replikeye aittir. Istatistiksel analiz t test ile yapilmugtir (* p<0.05, ** p <
0.01, **** p<0.0001).
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4.4. S. salivarius M18 Hiicresiz Siipernatantinin Kolon Kanseri Hiicrelerine Etkisi

Probiyotik siipernatantinin HCT-116 ve SW480 kolon kanseri hiicreleri iizerindeki
etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilacak ¢aligmalar i¢in 6ncelikli olarak kontrol besi yerinin
kullanilabilecek miktar1, hiicre canliliinin metabolizma temelli olarak arastirildigi MTT
deneyi ile belirlenmistir: MTT tuzunun indirgenme diizeyindeki degisim, metabolik olarak aktif
hiicre sayisi ile iligkilidir Burada amaglanan, kontrol besi yerinin kanser hiicre canliligini tek
basina inhibe etmeyecegi miktarinin belirlenmesidir. Yapilan optimizasyon c¢aligmalar1 Sekil
4.4°de gosterilmektedir. Buna gore probiyotik bakteri etkisinin arastirilacagi bundan sonraki
deneylerde, 2, 4 ve 24 saatlik hiicre inkiibasyonlari i¢in %20 oraninda hiicresiz probiyotik
slipernatant1 ya da kontrol besi yeri (probiyotik bakteri inokiile edilmemis ancak bakteri

bliylime kosullarina ve siipernatant eldesi asamalarina tabi tutulmus) kullanilmasi uygun

gorilmiistiir.
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Sekil 4.4. S. salivarius M 18 besi yeri miktarinin optimizasyonu

A. TSB besi yerinin RPMI-1640 besi yeri igerisindeki hacimce %20, %30 ve %50’1ik oranlarinin, 24 saat sonunda
HCT-116 kanser hiicrelerinde hiicre metabolizmasina etkisi, sadece RPMI-1640 besi yeri icerisinde inkiibe edilen
hiicrelere kiyasla %’de olarak verilmistir. B. HCT-116 hiicrelerinde hacimce %20’lik TSB besi yerinin kanser
hiicreleri metabolizmasina etkisi 2 ve 4 saatlik inkiibasyin sonunda incelenmistir. C. SW480 hiicrelerinde TSB
besi yerinin hacimce %20’lik oranmnin, 24 saat ve D. 2 ve 4 saat sonunda hiicre metabolizmasina etkisi, sadece
RPMI-1640 ile inkiibe edilen hiicrelere kiyasla, %’de olarak verilmistir. Deneyler her biri en az dort teknik
replikeden olusmak iizere en az ii¢ biyolojik replike olacak sekilde yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik t-test ile
belirlenmistir (Ortalama(Mean)+SEM; * p < 0.05, ****p < 0.000).
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Kullanilacak kontrol besi yeri miktarmma dair gerekli optimizasyonun yapilmasini
takiben, S. salivarius M18’in hiicresiz siipernatantinin HCT-116 ve SW480 kolon kanseri hiicre
hatlarinda etkisi, MTT deneyi ile incelenmistir. Sekil 4.5.A’da goriildiigli gibi, normal doku
ortami1 pH’s1 olarak pH 7.5 ortaminda S. salivarius M18 hiicresiz siipernatanti, 24 saat
inkiibasyon sonunda dahi biyolojik olarak aktif hiicre sayis1 agisindan 6nemli bir degisime
neden olmamistir. Probiyotik siipernatantinin patojen iizerindeki etkisini inceledigimiz
caligmalarin sonucunda elde ettigimiz verilere gore, S. salivarius M18 hiicresiz siipernatantinin
asidik ortamda daha yiiksek bir aktiviteye sahip oldugundan yola ¢ikilarak (Sekil 4.1), SsM18
sup.’un kanser hiicreleri iizerindeki etkisi, tiimor dokusu ortamini taklit etmek {izere pH 5.5°da
incelenmistir. Sekil 4.5 B ve C’de siras1 ile HCT-116 ve SW480 hiicrelerinde S. salivarius M18
hiicresiz siipernatantinin pH 5.5 ortaminda kolon kanseri hiicre canliligina etkisi, kontrol besi
yeri (OM) ile inkiibe edilen hiicrelere kiyasla %’de olarak verilmistir. Buna gore asidik bir
mikrocevrenin s6z konusu oldugu tiimoér kosullarimi taklit etmek {izere tasarlanmis bu
yaklasimda, probiyotik siipernatantinin 2 ve 4 saat gibi kisa siireli inkiibasyonlarda dahi kanser
hiicre canlilifinda 6nemli ve anlaml1 azalmaya neden oldugu goriilmektedir; bu etki morfolojik
olarak da belirgindir (Sekil 4.8). Ayrica s6z konusu inhibisyon, inkiibasyon siiresine bagli
olarak da artmaktadir: SsM18 sup. ile 4 saat boyunca inkiibe edilen HCT-116 ve SW480
hiicrelerinde canli hiicre sayisi, probiyotik silipernatanti ile 2 saat boyunca inkiibe edilen
hiicrelere kiyasla diisiiktiir. pH’s1 pH 5.0’e ayarlanan OM supernatanti ile yapilan deneylerde
de benzer sonuglar elde edilmis olup, bu sonuglar gézlenen inhibitor etkinin S. salivarius M18
stipernatatantinin asidik pH’sindan kaynaklamadigini ortaya koymaktadir (Sekil 4.5.D;E;F;G).
Sonug olarak pH 7.5 ortaminda gergeklestirilen deneyler ile karsilastirildiginda verilerimiz, S.
salivarius M 18 hiicresiz siipernatatantinin asidik tiimor mikrogevresinde segici bir aktiviteye
sahip oldugunu gostermektedir. Bu etki sadece iki boyutlu hiicreler i¢in degil, ii¢ boyutlu
sferoid kolon kanser modeli i¢in de s6z konusudur: Sekil 4.7°de goriildiigii gibi pH 5.5
asitligindeki ortamda 24 saat boyunca kontrol besiyeri (OM) ile muamele edilen HCT-116
sferoidleri, invaziv ve kemo-direngli bir 6zellik olarak siki (kompakt) bir yapiya sahipken
SsM18 hiicresiz siipernatantiyla inkiibe edilen sferoidlerinin gevsek ve tabaka benzeri bir

morfolojide oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.5. Medium pH’min hiicreler ilizerine etkisinin incelenmesi ve probiyotik bakteri
hiicresiz siipernatantlarinin kolon kanseri hiicre canliligina etkisi

A. pH 7.5 besiyeri kullanildiginda S. salivarius M18 hiicresiz supernatantinin 24 saat inkiibe edildikten sonra hiicre
canliligina olan etkisi gosterilmektedir. B. pH 5.5 ortaminda, HCT-116 hiicrelerinde ve C. SW480 hiicrelerinde, 2
saat ve 4 saat SsM18 supernatant ile inkiibasyonun etkisi verilmistir. D. Asidifiye edilmis OM supernatantinin
HCT-116 hiicrelerinde 2 saat ve E. 4 saat; F. SW480 hiicrelerinde 2 saat G. ve 4 saat inkiibasyon sonunda hiicre
canlihi@ina etkisi gosterilmektedir. Sonuglar bakteri kontrol besi yerine (OM) gére normalize edilmistir. Deneyler,
her biri en az dort teknik replike olmak iizere en az iki biyolojik replike seklinde yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik
t test ile belirlenmistir. Ortalama(Mean)+SEM; ***p < 0.001, ****p < (0.0001.
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Sekil 4.6. HCT-116 hiicrelerinde hiicre canliliginin tripan mavisi boyamasi ile belirlenmesi

A. OM ile veya B. S. salivarius M18 hiicresiz supernatanti ile 2 saat inkiibe edilen hiicrelerin; C. OM ile veya D.
S. salivarius M18 hiicresiz supernatanti ile 4 saat inkiibe edilen hiicrelerin tripan mavisi ile boyanmalar1 thoma
lamu kullanilarak gézlenmistir.

Sekil 4.7. HCT-116 hiicrelerinde Hanging drop (asili damla) yontemi ile olusturulan sferoid
yapilarina S. salivarius M 18 siipernatantinin etkisi

Hanging drop yontemi ile olusturulan ¢ok hiicreli tiimor sferoidlerinin, kontrol besi yeri veya SsM18 sup ile
muamele edildikten 24 saat sonraki morfolojileri, 151k mikroskopu kullanilarak gézlenmistir.
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Asidik ¢evrede SsM 18 sup. ile inkiibe edilen HCT-116 hiicrelerinde hiicre canliligindaki
degisim, tripan mavisi ile boyama yontemi kullanilarak da arastirilmistir. Sekil 4.6°da 2 ve 4
saat boyunca kontrol besi yeri (OM) ya da SsM18 sup. ile inkiibe edilen HCT-116 hiicre
orneklerinin, tripan mavisi ile boyama ardindan thoma lamindaki mikroskop goriintiileri yer
almaktadir: tripan mavisi sadece 6li hiicrelere penetre olabildiginden canli hiicreler mikroskop
altinda renksiz goriilmektedir. Yapilan sayim sonucu, 2 saat inkiibasyon sonunda OM ile inkiibe
edilen HCT-116 hiicreleri igin &lii hiicre sayis1 2x10* hiicre/mL iken, bu say1 probiyotik
siipernatant ile inkiibe edilen hiicreler igcin 100x10 hiicre/mL’dir. 4 saat sonunda SsM18 sup.

ile inkiibe edilen hiicrelerdeki 6lii hiicre say1sinin 125x10* hiicre/mL’e ulastig1 belirlenmistir.

Sekil 4.8. S. salivarius M18 hiicresiz siipernatantinin HCT-116 kolon kanseri hiicresinde
apoptoza olan etkisi

pH 5.5 mediumu i¢inde A. OM ve B. S. salivarius M18 hiicresiz slipernatanti ile 2 saat boyunca inkiibe edilen
hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisimler 151k mikroskobunda gozlenmis olup, 10X biiyiitmeli objektif

kullanilarak fotograflanmustir.
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Ek olarak, bu ¢alismada bir insan kommensali olan E. coli ATCC8739 susundan elde
edilen hiicresiz siipernatant da kullanilmis olup, SsM18 sup. uygulamasi ile ayni in vitro
kosullar altinda (pH 5.5) E. coli hiicresiz siipernatant muamelesinin (%20 v/v), HCT-116
hiicrelerinde hiicre canlilig1 lizerine bir etkisi belirlenmemistir (Sekil 4.9.A). Ayn1 zamanda P.
aeruginosa biiyiimesi {izerine etkisinin olmadig1 belirlenmistir (Sekil 4.9.B). Bu sonug, goriilen

anti-kanser ve anti-patojen etkinin S. salivarius M18 probiyotik susuna 6zgii oldugunu ortaya

koymaktadir.
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Sekil 4.9. E. coli hiicresiz siipernatantinin kolon kanseri hiicresi tizerindeki ve P. aeruginosa
biiyiimesi iizerine etkisi

A. Kommensal E. coli susundan toplanan hiicresiz siipernatant ile 4 saat boyunca pH 5.5 kiiltiir ortaminda inkiibe
edilen HCT-116 hiicrelerinde hiicre canliligi, %20 (v/v) oraninda TSB igeren RPMI-1640 besi yeri (OM) ile inkiibe
edilen hiicrelere kiyasla %’de olarak verilmistir. B. Kommensal E. coli susundan toplanan hiicresiz siipernatantinin
P. aeruginosa bilylimesi iizerine etkisi incelenmistir. Deneyler her biri dort teknik replike icermek {izere yapilan
iki biyolojik replikeye aittir (Ortalama(mean)+SEM; ns=non-significant).

4.5 Prebiyotik Olarak Iniilin Ve Tapyoka Nisastasimin S. salivarius M18 Hiicresiz

Siipernatantinin Anti-Kanser Aktivitesine Etkisi

Tapyoka nisastasi (Tapioca Starch-TS) ve iniilin, prebiyotik aktiviteleri
laboratuvarlarimizda gerceklestirilen caligmalarda da gosterilmis olan gida iirtinleridir
(Gurbanov vd., 2020: 2). Bu tez ¢alismasi kapsaminda, tapyoka nisastasi ve iniilin prebiyotikleri
ile inkiibe edilen S. salivarius M18’in hiicresiz siipernatantinin kolon kanseri hiicreleri
tizerindeki etkisi, prebiyotik ile inkiibe edilmemis S. salivarius M18 bakterilerinden toplanan

slipernatantin etkisi ile karsilagtirmali olarak incelenmistir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).
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% 0.5 (v/w) ve % 1.0 (v/w) iniilin ile inkiibe edilen S. salivarius M18 bakterilerinden
toplanan hiicresiz siipernatant ile pH 5.5 kiiltiir ortaminda inkiibe edilen HCT-116 hiicrelerinin
canliliginda, iniilin prebiyotigi ile inkiibe edilmeyen S. salivarius M18 hiicresiz siipernatanti ile
muamele edilmis hiicrelere kiyasla istatiksel olarak anlamli bir azalma goriilmiistiir. Benzer
trend, SW480 hiicreleri i¢in de gegerlidir. Tapyoka nisastasinin ise, 6zellikle % 1.0 (v/w)
konsantrasyonu igin, S. salivarius M 18 siipernatantinin kolon kanseri hiicre canlilig1 tizerindeki
inhibe edici etkisini azaltacak bir etkiye neden oldugu belirlenmistir. Hatta tapyoka nisastast
iceren TSB kontrol besi yeri ile inkiibe edilen hiicreler i¢in, sadece TSB ile inkiibe edilen

hiicrelere kiyasla hiicre proliferasyonunda bir artis trendi s6z konusudur.
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Sekil 4.10. Iniilin veya tapyoka nisastas1 ile inkiibe edilen S. salivarius M18 siipernatantinin
HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi

Iniilin veya tapyoka nisastasinin % 0.5 veya % 1.0 (v/w) konsantrasyonlari ile inkiibe edilen S. salivarius M18
bakterilerinden elde edilen hiicresiz siipernatantin, A. 2 saat sonunda B. 4 saat sonunda HCT-116 hiicre canliligina
etkisi gosterilmektedir.
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Sekil 4.11. Iniilin veya tapyoka nisastasi ile inkiibe edilen S. salivarius M18 siipernatantinin
SW480 kolon kanseri hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi

Iniilin veya tapyoka nisastastmin %0.5 veya %1.0 (v/w) konsantrasyonlar: ile inkiibe edilen S. salivarius M18
bakterilerinden elde edilen hiicresiz siipernatantin, C. 2 saat D. 4 saat inkiibasyonundan sonra SW480 hiicre
canliligina etkisi gosterilmektedir. Sonuglar kontrol besi yeri ile inkiibe edilen hiicrelerden elde edilen absorbans
degerlerine gore normalize edilmis ve %’de olarak verilmistir. Her biri en az 4 teknik replikeden olusmak {izere,
en az iki biyolojik replikeye ait sonuglar Ortalama(mean)+SEM olarak verilmistir. Istatiksel anlamlilik t test ile
belirlenmistir.(* p < 0.05, ***p <0.001, ****p <0.0001.)

MTT deneyleri, tripan mavisi boyama sonuglar1 ve ayrica morfolojik gozlemler, S.
salivarius M18 hiicresiz slipernatantinin kolon kanseri hiicrelerinde hiicre canliligini inhibe
edici etki gosterdigini ortaya koymustur. Bu inhibit6r etkinin ortaya ¢ikmasinda apoptozun rol
oynayip oynamadiginin belirlenmesi i¢in, 2 saat boyunca iniilin ve tapyoka nisasta ile inkiibe
edilen ya da edilmeyen S. salivarius M18 probiyotik bakterisinden toplanan hiicresiz
slipernatant ile inkiibe edilen HCT-116 hiicrelerindeki XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis
protein) ifadesindeki degisim incelenmistir. Sekil 4.12°de goriildiigii izere prebiyotik ile inkiibe
edilen ya da edilmeyen S. salivarius M 18 probiyotik bakterisinin hiicresiz siipernatanti, bir anti-
apoptotik protein olan XIAP’nin ifadesinde dramatik bir azalmaya neden olmustur; baska bir

deyisle SsM18 sup. ile inkiibe edilen kolon kanseri hiicrelerinde apoptoz meydana gelmektedir.
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Sekil 4.12. HCT-116 hiicrelerinde Western Blot analizi ile protein ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesi

Anti-apoptotik bir protein olarak XIAP ifadesinde meydana gelen degisimler gosterilmistir. GAPDH yiikleme
kontroliidiir.

4.6. S. salivarius M18 siipernatantinin kolon epitel bariyer biitiinliigiine etkisi

Caco-2 kolorektal kanser hiicre hatt1, bagirsak epitel hiicre farklilagsmasi ve bariyer islevi
icin bir model olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu hiicreler konfluensiye ulagsmayi
takiben kendiliginden enterosit benzeri hiicrelere farklilasir; bagirsaga 6zgii enzimlerini
sentezler ve salgilar ve emilim fonksiyonuna sahip “kubbe” yapilari olusturur. S6z konusu
farklilasma modeli “spontan farklilasma” olarak adlandirilir (Tunger ve Banerjee, 2017: 6). S.
salivarius M18 hiicresiz siipernatantinin saglikli bir kolon epitel modelinde, bariyer
biitiinliigline zarar verip vermedigi, CV boyamasi kullanilarak arastirilmistir. Sekil 4.13.A’da
goriildiigi iizere, 10 glin sonunda Caco-2 hiicrelerinde farklilagsma, farklilasan hiicrelerde sub-
konfluent (farklilagmamis; proliferasyon durumunda) hiicrelere kiyasla artmis karsino
embryonik antijen (CEA) ifadesinin analizi ile dogrulanmistir (Tunger ve Banerjee, 2017: 8).
Sekil 4.13.B’de pH 5.5 ortaminda kontrol besi yeri ya da S. salivarius hiicresiz siipernatanti ile
2 ve 4 saat boyunca inkiibe edilen farklilagmis Caco-2 hiicrelerinden elde edilen CV absorbans
degerleri, pH 7.5 ortaminda Caco-2 besi yeri inkiibe edilen, farklilagmis hiicrelerin bulundugu
kuyulardan elde edilen absorbans degerleri ile karsilastirmali olarak verilmistir. Beklendigi
iizere farklilasmamis hiicrelerden elde edilen absorbans degerleri, farklilagsmig hiicrelere gore
daha diisiiktiir. Ancak SsM18 sup. ile inkiibe edilen hiicrelerden elde edilen CV absorbans
degerleri ile kontrol besi yeri ile inkiibe edilen hiicrelerden elde edilen absorbans degerleri
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Bu sonug, hiicresiz probiyotik besi yerinin,
kolon epitel bariyer biitiinliigiinii etkilemedigini gostermektedir. Deneye ait CV kuyu boyama

goriintiileri Sekil 4.13.C’de verilmistir.

48



%CV Boyama

%,
N
P

Caco-2

oM
SsM18 sup.

oM
SsM18 sup.

Sub-Konfluent

10 giin boyunca
Farklilagsmis Hucreler

Caco-2

OM (4 saat) )

SsM18 sup. (4 saat)
- -

§ |2 saat (pH 5.5)] | 4 saat (pH 5.5) |
g
X
5 c
B
Caco-2 Farklilagsmis
Caco-2
250
-~ - . CEA (200 kDa)
130
55
GAPDH (37 kDa)
35 I .

Sekil 4.13. S. salivarius M18 siipernatantinin kolon epitel bariyer biitinliigiine etkisi

A. Caco-2 hiicrelerinde farklilagma belirteci olarak artan CEA ekspresyonu gosterilmektedir. GAPDH yiikleme
kontrolii olarak kullanilmigtir. B. S. salivarius M18 hiicresiz siipernatantinin pH 5.5 kiiltiir ortaminda farklilagmig
Caco-2 hiicrelerine etkisi CV boyama ile incelenmistir. Boyama goriintiileri temsilidir.
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4.7 S. salivarius M18 siipernatantinin insan Gébek Kordonu Endotel Hiicrelerinde
(HUVEQC) hiicre canliligina etkisi

Buraya kadar elde edilen bulgular, S. salivarius M18 hiicresiz silipernatantinin, asidik
tiimor mikrogevresinde segici bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Normal doku
pH’sinda (pH 7.5) M18 susundan elde edilen postbiyotik iirlinlerin hiicre canliligina énemli bir
etkisi belirlenmemistir. Buradan yola ¢ikilarak, saglikli doku pH g¢evresinde S. salivarius M18
hiicresiz stipernatantinin saglikli, primer hiicreler olarak HUVEC hiicreleri {izerindeki etkisi
arastirtlmistir. Sekil 4.14°da goriilecegi gibi saglikli doku gevresinde SsM 18 sup. muamelesinin

HUVEC hiicre canlilig1 iizerinde bir etkisi bulunmamaktadir.

Sekil 4.14. Saglikli primer hiicre olan HUVEC hiicre hattinda, S. salivarius M18
siipernatantinin hiicre canliligina etkisi

2 ve 4 saat S. salivarius M18 siipernatantiyla (% 20 v,v) inkiibe edilen HUVEC hiicrelerinde hiicre canliligindaki
degisim MTT yontemi ile incelenmis olup, sonuglar OM ile inkiibe edilen hiicrelere kiyasa %’de olarak verilmistir.
ns=non-significant
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5. TARTISMA

Probiyotikler, viicut lizerinde yararl bir etkiye sahip olan saglikl1 bakterileri tanimlamak
i¢in kullanilan bir terimdir (Gogineni vd., 2013; 101). Probiyotikler, immiin yanitlar1 diizenler,
besinler ve bagirsak-epitel yapisma bolgeleri igin patojenlerle rekabet ederek ve antimikrobiyal
maddeler salgilayarak enteropatojenik mikroorganizmalar1 inhibe eder veya dogrudan ortadan
kaldirir. Probiyotikler, siki baglanti olusumunu tesvik ederek, mukus iiretimini artirarak ve anti-
epitel hiicre apoptozunu artirarak bagirsak epitel homeostazinin korunmasina yardimei olur ve
bagirsak mikrobiyotasinin ve konagin metabolik profilini dogrudan etkileyebilir, boylece kolon

hiicre ¢gogalmasinin diizenlenmesini tesvik edebilir (Lamichhane vd., 2020: 1162).

Probiyotiklerin bagirsak mikrobiyomunu modiile etmeleri nedeni ile saglik agisindan
faydali etkilerinden s6z etmek miimkiin olmakla birlikte, takviye seklinde ya da gida katkisi
olarak kullanildigi durumlarda bakteri canlilifinin azalmasi, gida ve ila¢ sektorlerinde
probiyotiklerin tam potansiyelleri ile uygulanabilirligini engellemektedir. Bu nedenle son
donemlerde canli probiyotik bakterilerden ¢cok paraprobiyotiklere ve / veya probiyotik kaynakli
biyomolekiillere ilgi artmigtir. Paraprobiyotikler cansiz mikrobiyal hiicreler veya ham hiicre
ekstraktlarini ifade ederken (Nataraj vd., 2020: 6), postbiyotikler probiyotik enzimler,
salgilanan proteinler, kisa zincirli yag asitleri, vitaminler, ylizey aktif molekiilleri, amino asitler,
peptitler, bakteriyosinler, organik asitler dahil olmak tizere probiyotikler tarafindan salgilanan
metabolik iriinleri tanimlar (Zendeboodi vd., 2020: 112). Postbiyotikler, probiyotiklere gore
cesitli avantajlar saglar. Saf haliyle elde edilebilirlik, tiretim ve depolamada kolaylik, spesifik
etki mekanizmasi, konak bagisiklik sistemi agisindan mikroplarla iligkili molekiiler modelin ve
Oriintii Tanima Reseptdrleri (PRR; Pattern recognition receptor) ile etkilesim yolaklarmin
ongoriilebilir olmasi, ayrica belirli ligand-reseptor etkilesimleriyle hedeflenebilir yanitlar
tetikleyebilmeleri postbiyotiklerin avantajlarindandir. Ek olarak endiistriyel anlamda biiyiik
Olgekli olarak da ftiretilebilirler (Nataraj vd., 2020: 7). Bu tez ¢alismasinda bir LAB tiirii olan
Streptococcus salivarius M18 bakterisinde elde edilen hiicresiz siipernatantin antibakteriyel,

antibiyofilm ve antitiimor etkinlikleri aragtirilmistir.
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LAB’den tiiretilmis hiicresiz silipernatantlarin diisiik molekiiler agirlikli (hidrojen
peroksit, reuterin, organik asitler, karbon dioksit ve di-asetilen gibi) metabolitler ve nispeten
yiiksek molekiiler agirlikli (bakteriyosinler ve bakteriyosin benzeri molekiiller) biyomolekiilleri
icerdigi bilinmektedir (Siedler vd., 2019: 140). LAB’leri, patojenik bakterileri inhibe eden bir
dizi hiicre dis1 antimikrobiyal peptitler (AMP) iiretir. Cok cesitli mikroorganizmalar
bakteriyosin iiretmesine ragmen, LAB tarafindan {iiretilenler, dogal biyo-koruyucular olarak
gida isleme ve gida fermantasyonlarindaki kapsamli uygulamalari nedeniyle biiyiik ilgi
gormiistlir. Bakteriyosinler, hem Gram-pozitif bakteriler hem de yakindan iliskili tiirleri inhibe
etmek iizere Gram-negatif bakteriler tarafindan {iretilen ribozomal olarak sentezlenmis
antimikrobiyal peptidlerdir (Drider vd., 2016: 179). LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinler,
genellikle sitoplazmik membranlar iizerinde gozenekler olusturmak iizere etki gdsteren
katyonik peptidlerdir. Membran yapisindaki bu degisim, hiicre i¢i hayati bilesenlerin hiicre
disina sizmasimi tetikler. LAB bakteriyosinlerinin, ¢esitli antibiyotiklere direngli patojenlere
kars1 inhibe edici potansiyelleri oldugu ortaya kondugundan, LAB bakteriyosinleri sadece gida

sektoriinde degil, klinikte de uygulama potansiyeline sahiptir (Mokoena, 2017: 1255).

Mikroorganizmalar, olumsuz ortamlarda hayatta kalmaya yardimec1 olan, adeta bir “gok
hiicreli” yasam tarzin1 benimsedikleri sabit, yerlesik topluluklar olusturabilir ki bu form
“biyofilm” olarak adlandirilir. Biyofilmler, kendi kendine firetilen hiicre dis1 polimerik
maddeler (EPS) matriksine gomiilii olan mikroorganizmalardan olusan, mimari olarak
karmagik yapilardir. Biyofilm olusumu, bakterilerin bir ylizeye tutundugu "ilk yapisma"
asamasi, bakterilerin bollindiigli ve hiicreleri konumlandiran ve yapigsmayi artiran EPS
iiretmeye basladig1 "mikro koloni olusumu" asamasi, EPS matrisinin ¢ok islevli ve koruyucu
bir iskelet seklinde {i¢ boyutlu bir yapi olusturdugu “biyofilm olgunlasmasi” asamasi,
bakterilerin planktonik asamaya yeniden girmesiyle biyofilmden ayrilarak yeni alanlarda
yeniden kolonilesebildigi "ayrilma" (dagilma da denir) asamalardan olusur (Tunger ve
Karagam, 2020: 2831). Biyofilmlerle basa ¢ikmak igin iki strateji vardir: biyofilm olusumunun
onlenmesi veya gelisen biyofilmin ortadan kaldirilmasi. Postbiyotiklerin antibiyofilm etkileri
belirli bir bilesenle (bakteriyosin veya organik asitler gibi) sinirli degildir. Postbiyotik
molekiiller olarak bakteriyosinler, organik asitler, hidrojen peroksit, biyo ylizey aktif maddeler
(Biostirfactanlar yani BS'ler) ve EPS gibi metabolitlerin antibiyofilm aktivitesine sahip oldugu
gosterilmistir. Ancak birden ¢ok postbiyotik bilesen antibiyofilm aktiviteden sorumlu olabilir
ve sinerjik olarak etki gosterebilirler (Moradi vd., 2020: 3403). Probiyotik LAB suslari, ¢cok

cesitli biyofilm iireten patojenlere karsi anti-biyofilm etkinlikleri agisindan arastirilmistir.
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Ornegin, Lactobacillus rhamnosus GG, S. typhimurium biyofilmine kars1 inhibe edici
aktivite gosteren lektin benzeri molekiiller iiretir ( Petrova ve digerleri, 2016: 130). L. brevis
DFOl'den elde edilen ham bakteriyosin, paslanmaz ¢elikte S. typhimurium'un biyofilm
olusumunu inhibe edebilir ( Kim, Kim & Kang, 2019: 557). Organik asitler, yani laktik asit,
asetik asit ve sitrik asit, Salmonella'ya kars1 etkili inhibitérlerdir. Bu organik asitler, Salmonella
biyofilmlerinin ana bileseni olan ekzopolisakkarit iiretimini azaltarak biyofilm olusumunu
onemli Olgiide inhibe etmistir (Amrutha, Sundar & Shetty, 2017: 154). Normalde organik
asitler, tim LAB'lerinin antimikrobiyal aktivite i¢in kullandig1 ve fermente gidalarda pH'y1
diisiiren ana metabolitlerdir. Laktik asit ve asetik asit gibi organik asitlerin varliginda hiicrelerin
inaktive olabilecegi ve biyofilm olusum siireglerinin inhibe olabilecegi 6ne siiriilmektedir. LAB
suslar1, fermente gidalarda raf Omriinii uzatmanin ve besin degerini ve duyusal 6zelliklerini
iyilestirmenin bir yolu olarak kullanilir. LAB tarafindan iiretilen bazi biyomolekiiller patojenik
bakterilerin biiyiimesini inhibe ederek fermente gidalardaki bozulmasini geciktirir (Quinto vd.,
2014: 174; Pandey vd., 2015: 7580).

Bu tez calismasinda, S. salivarius M18'in hiicresiz siipernatantinin; P. aeruginosa ve K.
pneumonia patojenleri tizerindeki antipatojenik 6zelliklerini analiz edilmistir. S. salivarius M18
hiicresiz slipernatantin, P. aeruginosa ve K. pneumonia'nin biiylimesini inhibe ettigi ve
antibiyotik uygulmasina duyarliliklarini arttirdigr bulunmustur. S. salivarius M18 hiicresiz
slipernatantinin biyofilm olusumuna etkisi de incelenmistir. Tez ¢alismasinda S. salivarius M18
hiicresiz slipernatantin, biyofilm gelistirme modeli i¢in yaygin olarak kullanilan bir bakteri olan
P. aeruginosa'nin (Ryder vd., 2007: 646) ylizey baglanma yetenegi ve biyofilm olusturma

kapasitesini dnemli 6l¢iide inhibe ettigi bulunmustur.

Son donemlerde yapilan ¢aligsmalarda, biyoaktif postbiyotik metabolitlerin bagirsak
sagliginin korunmasinda, bagirsak hastaliklarinin iyilestirilmesinde ve dogustan gelen
bagisikligin giliglendirilmesinde etkili oldugu gosterilmistir. Kanserin veya inflamatuar
hiicrelerin probiyotik aracili postbiyotiklerle baskilanmasi ve LAB kaynakli postbiyotiklerin,
anti-kanser ve anti-inflamatuar etki gosterdigine dair galismalar bulunmaktadir (Chuah vd.,
2019: 9).
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Konstantinov ve arkadaslari, kolon sagliginin korunmasinda postbiyotiklerin 6nemi
aciklamistir ve postbiyotiklerin canli bakterilere kiyasla daha giivenli bir alternatif olabilecegini
one siirmiistiir (Konstantinov vd., 2013: 745). Ayrica, postbiyotiklerin kolorektal kanserin geg
evrelerindeki hastalarin yasam kalitesini arttiracagi, inflamatuar bagirsak hastaligi gibi
bagirsakla iligkili hastaliklarin tedavisinde ve dnlenmesinde postbiyotiklerin kullanilabilecegi
onerilmistir (Konstantinov vd., 2013: 745; Tsilingiri vd., 2012:
1009). Lactobacillus suslarindan elde edilen ekzopolisakkaritin, HT-29 kolon kanseri
hiicrelerinde kromatin yapisinda degisikliklere neden oldugu ve ayrica anti-proliferatif etki
gosterdigi bulunmustur (Tukenmez vd., 2019: 2) Clostridium butyricum sp. bakterileri
tarafindan tretilen bitiratin, HCT-116, Caco-2 ve HCT-8 kolorektal kanser hiicre hatlarinda
Wnt / B-katenin sinyal yolunu baskiladigi ve bagirsak mikrobiyota bilesimini modiile ettigi
(Chen vd., 2020: 457), Lactobacillus plantarum hiicresiz silipernatantinin, MCF-7 hiicre
hattinda apoptotik genlerinin ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir (Sentiirk vd., 2020: 45).
Lactobacillus pentosus B281 ve Lactobacillus plantarum B282 kaynakli hiicresiz
stipernatantlarin, Caco-2 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlarinda, hiicre proliferasyonunun
azalmasinda ve hiicre dongiisiiniin G1 fazinda tutuklanmasinda rol aldigi bildirilmektedir
(Saxami ve ark. 2016: 461). Lactobacillus casei ve Bifidobacterium bifidum sp kaynakli
hiicresiz slipernatantin, HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu arttirdigi (Arun vd., 2019:
15), Bifidobacterium spp kaynakl1 hiicresiz siipernatantinin, SW742 kolon kanseri hiicrelerinde
hiicre proliferasyonu azalttig1 gosterilmistir (Bahmani vd., 2019: 841). Lactobacillus plantarum
sp hiicresiz siipernatanti, MCF-7 (meme kanseri ), HT-29 (kolon kanseri), HepG2 (karaciger
kanseri), HL60 (I6semi) ve K562 (16semi) hiicre hatlarinda apoptozu indiiklemistir (Chuah vd.,
2019: 9). Lactobacillus fermentum sp., hiicresiz stipernatanti, HCT-116 ve HT-29 kolon kanseri
hiicrelerinde apoptozu indiiklerken (Lee vd., 2019: 9), Lactobacillus rhamnosus MD’nin
hiicresiz siipernatantinin Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigi bildirilmistir (Sharma vd., 2020: 117). Benzer sekilde Bifidobacterium
adolescentis SPM0212’nin hiicresiz stipernatanti Caco-2, HT-29 ve SW480 kolon kanseri

hiicrelerinde hiicre proliferasyonu azaltmistir (Kim vd., 2008: 472).
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In vivo’da fizyolojik, iyi perfiizyonlu kosullar altinda, normal dokularin hiicre dis1
pH’s1, stabil olup kan pH’sina yakin bir degere sahiptir (Boedtkjer ve Pedersen, 2020: 110).
HCT-116 ve SW480 kolon kanseri hiicrelerinde; normal doku ortami1 pH’st olarak pH 7.5
ortaminda S. salivarius M 18 hiicresiz siipernatanti, 24 saat inkiibasyon sonunda dahi biyolojik
olarak aktif hiicre sayisi agisindan Onemli bir degisime neden olmamistir. Probiyotik
slipernatantinin patojen iizerindeki etkisini inceledigimiz ¢alismalarin sonucunda elde ettigimiz
verilere gore, S. salivarius M18 hiicresiz siipernatantinin asidik ortamda daha yiiksek bir
aktiviteye sahip oldugundan yola ¢ikilarak, SsM18 sup.’un kanser hiicreleri lizerindeki etkisi,
timor dokusu ortamimi taklit etmek tizere pH 5.5’da incelenmistir. Buna gore asidik bir
mikrogcevrenin s6z konusu oldugu tiimor kosullarini taklit etmek iizere tasarlanmis bu
yaklasimda, probiyotik siipernatantinin 2 ve 4 saat gibi kisa siireli inkiibasyonlarda dahi kanser

hiicre canliliginda 6nemli ve anlamli azalmaya neden oldugu goriilmektedir.

pH’s1 pH 5.0’e ayarlanan OM supernatanti ile yapilan deneylerde de benzer sonuglar
elde edilmis olup, bu sonuglar gézlenen inhibitor etkinin S. salivarius M18 siipernatatantinin
asidik pH’sindan kaynaklamadigini ortaya koymaktadir. Sonu¢ olarak pH 7.5 ortaminda
gergeklestirilen deneyler ile karsilastirildiginda verilerimiz, S. salivarius M18 hiicresiz
slipernatatantinin  asidik tlimor mikrogevresinde segici bir aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir. Bu etki sadece iki boyutlu hiicreler i¢in degil, ti¢ boyutlu sferoid kolon kanser
modeli i¢in de s6z konusudur: pH 5.5 asitligindeki ortamda 24 saat boyunca kontrol besiyeri
(OM) ile muamele edilen HCT-116 sferoidleri, invaziv ve kemo-direngli bir 6zellik olarak sik1
(kompakt) bir yapiya sahipken (Sodek vd., 2009: 2065), SsM 18 hiicresiz siipernatantiyla inkiibe
edilen sferoidlerinin gevsek ve tabaka benzeri bir morfolojide oldugu gozlenmistir. Bu tez
calismasi kapsaminda yapilan ¢aligsmalar, S. salivarius M18 hiicresiz siipernatantinin, asidik
tiimor mikrogevresinde secici bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Normal doku
pH’sinda (pH 7.5) M18 susundan elde edilen postbiyotik {iriinlerin kolon kanseri hiicre
canliligia anlamli bir etkisi belirlenmemistir; ayrica saglikli, primer hiicreler olarak HUVEC
hiicreleri tizerinde de sitotoksik bir etkisi bulunmamustir. S. salivarius MI18 hiicresiz
slipernatantinin in vitro epitel bariyer biitiinliiglinde de bir degisime neden olmadig

gosterilmistir.

55



Lactobacillus ve Bifidobacterium suslarinin apoptotik, anti-proliferatif ve antioksidan
etkileri dolayisiyla kolon kanseri tedavisinde kullanilabilecegine dair ¢aligmalar mevcuttur.
LAB suslarmin, Bax gibi hiicre dongiisiine dahil olan pro-apoptotik proteinlerin etkisini
arttirdig1 ve Bcel-2 gibi anti-apoptotik proteinleri asagi regiile ettigi gosterilmistir (Ghosh vd.,
2019: 502). Her ne kadar soz edilen bu apoptotik etkilere neden olan bilesen/bilesenler tam
olarak tanimlanmamuis olsa da, bu bakteriler tarafindan tiretilen SCFA’larin, 6zellikle de butirik
asittin etken olabilecegi diisiiniilmektedir (Lamichhane vd., 2020: 1162). SCFA, sindirilemeyen
karbonhidratlarin bakteriyel fermentasyonunun iriinleridir (Gill vd., 2018: 22). Normal
hiicreler tipik olarak butirik asidi enerji liretimi i¢in bir karbon kaynagi olarak kullanir. Biitirik
asitin kanserli hiicrelerin ¢ogalmasimi Onledigi gosterilmistir (Sean ve Tara, 2017: 1348).
Molekiiler diizeyde, biitirik asidin kanser hiicrelerinde bir histon deasetilaz inhibitdrii olarak
fonksiyon gordiigli ve pro-apoptotik genlerin asetilasyonuna yol agarak ekspresyonlarini

artirdig1 kaydedilmistir (Eckschlager vd., 2017: 1414).

Butirik asitin ayrica CRC patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi varsayilmis olan siklin
D1 (hiicre dongiisiiniin G1 ve S fazinda hiicre ilerlemesinin bir diizenleyicisi) ekspresyonunu
azalttig1 ve bagirsaklarda, patojenik bakterilere karsi koruyucu bir bariyer gorevi goren miisin
tiretimini de uyardigi gosterilmistir (Cornick vd., 2015: 2). SCFA'lar ayrica saglikli hiicrelerin
cogalmasina yardimei olan bir enerji kaynagidir. Bu nitelikler nedeniyle, yeterli SCFA {iretimi
saglikli mikrobiyotanin Onemli bir gostergesidir (Sivamaruthi vd., 2020: 10). Bu tez
caligmasinda S. salivarius M18 probiyotik bakterisinden toplanan hiicresiz siipernatant: ile
inkiibe edilen HCT-116 hiicrelerindeki XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein)
ifadesindeki degisim incelenmis olup, probiyotik siipernatantinin bir anti-apoptotik protein olan
XIAP’nin ifadesinde dramatik bir azalmaya neden oldugu; S. salivarius M18 hiicresiz
slipernatant1 ile inkiibe edilen kolon kanseri hiicrelerinde apoptoz meydana geldigi

gosterilmistir.

Son yillarda, probiyotiklerin prebiyotiklerle birlikte kullanimina dair yapilan ¢calismalar
artmistir (Almeida vd., 2019: 155). Kanser s6z konusu oldugunda, pro / prebiyotiklerin kanser
tedavisinin giivenligini artirabilecegi ve yan etkilerini azaltabilecegi onerilmektedir (Marzec ve
Feleszko, 2020: 5). Bagirsak mikrobiyotast ve sindirim sistemi arasindaki simbiyotik
etkilesimler, bagirsak homeostazinin korunmasina biiyiik Ol¢lide katkida bulunur, ancak
cevresel degisikliklerin (enfeksiyon, diyet ve yasam tarzi) neden oldugu bu etkilesimlerin
degismesi, kolon mukozasinda hasar1 (displazi) ve kolorektal kanser gelisimini tesvik edebilir

(Gagniére vd., 2016: 501).
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Iniilin, suda ¢oziiniir bir depolama polisakkaritidir ve insan tarafindan sindirilemeyen
karbonhidratlar grubu olan fruktanlar arasindadir. Bitki oligo- ve polisakkaritlerini kapsayan
fruktanlar, bir veya daha fazla fruktozil-fruktoz bagi iceren fonksiyonel karbonhidratlardir
(Rivera-huerta vd., 2017: 5). Iniilin, kolonda anaerobik kosullar altinda fermente edildiginde
prebiyotik bir etki sergiler ve tercihen alt kolonda Bifidobakterilerin biiyiimesini uyarir. Hayvan
deneyleri, iniilin ve oligofruktozun anti-kanserojenik ve anti-metastatik rol oynadigini, timor
biiyiimesini inhibe ettigini ve CRC tedavilerini gii¢lendirdigini gostermistir. Bu iki prebiyotigin
anti-proliferatif ve anti-apoptotik 6zellikleri, kanser hiicreleri i¢in temel bir substrat olarak
glikozun azalan bulunabilirligi ile iliskilendirilmistir. CRC’de iniilin tipi fruktanlarin yararl
etkileri iizerine yapilan bir diger ¢alismada s6z konusu anti-kanser etkiler, bagirsaklardaki
genotoksik karsinojenlere maruz kalinmasinin veya bu karsinojenlerin genotoksik etkilerinin
azaltilmasi, proliferasyonun ve metastatik aktivitelerin inhibisyonu ve gen ekspresyonun

modiilasyonu olarak tanimlanmistir.

Bununla birlikte CRC disindaki diger kanser tiirleri {izerine yapilan baska ¢aligmalarda
bu sindirilemeyen karbonhidratlarin kanser onleyici etkilerini, kanser hiicrelerinin biiyilimesi
icin gerekli olan serum glikoz ve yag asitleri konsantrasyonunu diisiirmek suretiyle

gergeklestirdigi gosterilmistir (Mazraeh vd., 2019: 575).

Tapyoka nisastas1 (Tapioca Starch-TS) ve iniilin, prebiyotik aktiviteleri
laboratuvarlarimizda gergeklestirilen c¢alismalarda da gosterilmis olan gida {iriinleridir
(Gurbanov vd., 2020: 22; Gurbanov ve Tunger, 2021: 28). Bu tez ¢alismasinin sonuglari, iniilin
ile inkiibe edilmis S. salivarius M18’den elde edilen hiicresiz siipernatantin, edilmeyen
probiyotik bakterilerden elde edilen hiicresiz siipernatanta kiyasla daha yiiksek bir anti-kanser
etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Ancak benzer durum, tapyoka nisastasi ile inkiibe edilen
M18 susu hiicrsiz slipernatanti i¢in gegerli degildir. Diyetle alinan karbonhidrat, metabolik
enerjinin ana kaynagidir. Diyetle alinan karbonhidratin neredeyse hepsi bitki kaynaklidir ve
metabolizmada kullanilabilmeleri igin Oncelikli olarak sindirilmeleri gerekir. Kisa zincirli
sekerler s6z konusu oldugunda ki bunlar disakkaritler olan sukroz, maltoz ve laktoz gibi kisa
zincirli sekerlerdir, aradaki glikozidik bagin yikimi ve monosakkaritlerin olusumu soz
konusudur. Bu yikim bagirsaklardaki firca kenar disakkaridazlar1 tarafindan gerceklestirilir.
Nisasta ise sindirilme anlaminda disakkaritlerden farklidir. Nisasta a-D-glukoz iinitelerinden
olugsa da bu {initler a (1-4) bag: ile bagli uzun lineer amiloz zincirleri ya da a (1-6) bag ile

daha kisa amiloz zincirleri olusturabilir.
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Nisastalarin %70 kadar1 dallanmis amilopektin yapidadir. Hem amiloz hem de
amilopektinin yapisindaki uzun glukoz {initeleri, nisasta zincirleri arasinda interaksiyona neden
olarak bolgesel psodokristalin bolgeler olusturarak, amilaz enziminin sterik olarak ulagmasini
engelleyebilir (Preiss, 2018). Genel olarak, sindirilebilir nisastalar ince bagirsakta a-amilaz,
glukoamilaz ve silikraz izomaltaz tarafindan parcalanir ve sonrasinda emilir. Ancak, diyetteki
tlim nigastalarin par¢alanmasi ve ince bagirsakta emilimi yapisal nedenlerden dolay1 s6z konusu
degildir. Bu nedenle bu karbonhidratlar gastrointestinal sistemden gecerken sindirilmeden kalir
ki bu tip nisastalar "direngli nisasta; Resistant Starch-RS" olarak adlandirilir. RS tipleri
arasinda RS3, gidalarin pisirilmesi sirasinda beslenme islevselligini ve termal stabilitesini

koruyabildigi i¢in gida endiistrisinCe 6zel ilgi toplar.

Tapyoka, cassava bitkisinin (Manihot esculenta) koklerinden elde edilir. Kasote vd.
yakin zamanda yaymlanan bir ¢aligmalarinda distile su i¢inde 120°C'de 20 dakika boyunca
otoklavladiktan sonra sogutulan tapyokada, amiloz: amilopektin oraninin, Kristellenmenin ve
RS3 direngli nisasta miktarinin arttigini gostermistir (Gurbanov ve Tunger, 2021: 28). Bu
sebeple bu tez calismasinda tapyoka nisastasi hem sterilizasyonun saglanmasi hem de
icerigindeki RS3 direncli nisasta miktarinin arttirilmas: amaci ile 120 °C'de 20 dakika boyunca
otoklavlanarak kullanilmistir. Fakat tapyoka nisastasinin, 6zellikle %1.0 (v/w) konsantrasyonu
icin, S. salivarius M18 siipernatantinin kolon kanseri hiicre canlilig1 tizerindeki inhibe edici

etkisini azaltacak bir etkiye neden oldugu belirlenmistir.

Hatta tapyoka nisastasi iceren TSB kontrol besi yeri ile inkiibe edilen hiicreler i¢in,
sadece TSB ile inkiibe edilen hiicrelere kiyasla hiicre proliferasyonunda bir artis trendi s6z
konusudur. Bu artisin sebebi, tapyoka nisastasi igerisinde bulunup, kolon hiicreleri tarafindan
ozellikle de stres durumunda (hiicre donglsiiniin yavaslamast ya da hiicre dongiisi
restriksiyonu-tutuklanmasi gibi) kullanilan (direngli nisasta grubu disinda) sekerler olabilir.
Farkli isleme kosullari, nigasta ve nisasta bazli gidalardaki RS tipini ve miktarini etkileyebilir
(Chung vd., 2011: 62). Dolayisiyla diyet lifinin aksine, gidalardaki RS miktar1 ve tipi,
bagirsaktaki nisasta sindirim orani igin belirleyicidir (Pereira ve Leonel 2014: 301).

Bu sonugclar s6z konusu probiyotik susun, sadece karyojenik tiirler izerinde degil, genis
bir patojen grubu lizerinde antipatojenik etki gosterme potansiyeli oldugunu, oral patojenlerin
neden oldugu enfeksiyonlarin yani sira farkli patojen kaynakli enfeksiyonlarin 6nlenmesi veya

hafifletilmesi amaciyla kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.
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6. SONUC

S. salivarius M 18 susu, agiz boslugunda kullanilmasi 6nerilen bir bakteriyel replasman
probiyotiktir. Bu tez ¢alismasiin sonucunda literatiirde ilk kez, S. salivarius M18 hiicresiz
stipernatanin, Gram-negatif patojenler olarak P. aeruginosa ve K. pneumonia biiyiimesini
azalttigin1 ve patojenik bakterileri antibiyotige duyarli hale getirdigi gosterilmistir. Ayrica
slipernatant, P. aeruginosa'nin biyofilm olusumunu biiyiik 6lgiide inhibe etmistir. Es zamanl
yapilan caligmalarda S. salivarius M18 hiicresiz siipernatantinin kolon kanseri hiicreleri
iizerindeki hiicre canliligini inhibe edici ve apoptozu uyarici etki gosterdigi belirlenmistir.
Normal doku pH’sinda (pH 7.5) M 18 susundan elde edilen postbiyotik iiriinlerin kolon kanseri
hiicre canliligina anlamli bir etkisi belirlenmemistir; ayrica saglikli, primer hiicreler olarak
HUVEC hiicreleri iizerinde de sitotoksik bir etkisi bulunmamuistir. Bu nedenle S. salivarius M18
hiicresiz silipernatant aktivitesi, asidik tiimor mikrogevresine segici bir etkidir ve prebiyotik
olarak iniilin kullanim1 s6z konusu inhibisyonu arttirmistir. Elde edilen sonuglar literatiirde ilk
kez ortaya konmus olup, S. salivarius M18’in probiyotik etkisinin, bilinen inhibe edici ajanlarin
daha detayli karakterizasyonu ve bu sus tarafindan firetilen yeni potansiyel inhibitor

biyomolekiillerin tanimlanmasi dogrultulsunda arastirilmasini tesvik edici niteliktedir.
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